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Streszczenie

Tetrabromobisfenol A (TBBPA) jest bromowanym opdzniaczem spalania powszechnie
stosowanym w przemysle przy produkcji urzadzen elektrycznych, tekstyliow, mebli,
wyposazenia samochodow 1 samolotow, a takze w budownictwie. TBBPA jest potencjalng
toksyng srodowiskowa, ktora jak dowiedziono w eksperymentach in vivo jest toksyczna m. in.
dla zwierzat wodnych. Pomimo zapewnien technologéw, ze TBBPA jest zwigzkiem trwale
wigzacym si¢ z produktem i przez to bezpiecznym, wykazano jego obecnos¢ w srodowisku, a
takze w probkach tkanek i pltynow ustrojowych cztowieka i zwierzat. Liczne dane uzyskane z
doswiadczen in vitro wykazaty, ze TBBPA nawet w niskim, mikromolowym zakresie stgzen,
zaburza dziatanie ukladow endokrynnego, immunologicznego a takze nerwowego.
Hydrofobowo$¢ 1 wysoka lipofilnos¢ TBBPA utatwia pokonywanie bton i barier biologicznych
(bariera tozyskowa i krew-moézg) i wnikanie do narzadow i komorek. Ekspozycja na TBBPA
moze nastgpowac droga oddechowa, przez kurz, oraz pokarmowa, przez zanieczyszczong wodg 1
Zywnosc.

Wyniki dotychczasowych badan prowadzonych gtéwnie na hodowlach pierwotnych
komorek ziarnistych moézdzku szczura (CGC) eksponowanych na TBBPA, wskazuja na
zaburzenia homeostazy wapnia, stres oksydacyjny, deenergizacj¢ mitochondriow, a takze na
aktywacje receptorow NMDA (NMDAR) o niejasnym mechanizmie, oraz na udziat tych zjawisk
w toksycznym dziataniu TBBPA na neurony. Pozwala to na postawienie hipotezy mowigcej 0
kluczowej roli ekscytotoksycznosci w toksycznym dziataniu TBBPA, jednak wzajemne
powigzania wspomnianych wyzej mechanizmow sa niejasne. Celem tych badan, prowadzonych
niemal wytacznie na hodowlach CGC poddanych dziataniu TBBPA, byla weryfikacja tej
hipotezy. Celami szczegotowymi byto poznanie zwigzkdéw przyczynowo-skutkowych miedzy
wywotanym przez ekspozycje CGC na TBBPA wzrostem wewnatrzkomérkowego stezenia
wapnia ([Ca?*]i), a stresem oksydacyjnym i deenergizacja mitochondriow oraz wyjasnienie
mechanizmu aktywacji NMDAR w tych warunkach, a takze poznanie mechanizmow $mierci
neurondw z ustaleniem roli nekrozy, apoptozy 1 autofagii.

Badania wykazaty zalezne od stezenia TBBPA zjawiska: wzrost [Ca?"]i, indukcje stresu
oksydacyjnego, ktorego wskaznikami byly wzrost produkcji wolnych rodnikéw tlenowych
(ROS), oraz spadek stezenia glutationu (GSH) i aktywnosci katalazy, a takze depolaryzacje
mitochondriéw w CGC. Zahamowanie wzrostu [Ca?*]i przez podanie kombinacji antagonistow
NMDAR i receptoréw rianodynowych (RyR) zapobieglo wywolanej przez 10 uM TBBPA

indukcji stresu oksydacyjnego i depolaryzacji mitochondriéw, natomiast te efekty indukowane
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przez 25 uM TBBPA byly tylko czg$ciowo hamowane. Te wyniki po raz pierwszy bezposrednio
udowodnily, ze wzrost [Ca®']i, zachodzacy za posrednictwem NMDAR i receptorow
rianodynowych (RyR), odgrywa kluczowg i pierwotng rol¢ w patogenezie indukowanego przez
TBBPA stresu oksydacyjnego i deenergizacji mitochondriow, pokazujagc tez mozliwose
bezposredniej indukcji stresu oksydacyjnego przez 25 uM TBBPA.

Wykazany w dalszych badaniach brak wptywu TBBPA na wigzanie znakowanych
ligandow NMDAR do frakcji bton komérkowych izolowanych z kory mézgu szczura pozwolito
na odrzucenie hipotezy roboczej, sugerujgcej bezposrednie interakcje TBBPA z NMDAR.
Natomiast dalsze eksperymenty po raz pierwszy ujawnily, ze TBBPA obniza potencjal blonowy
neuronow, co wiecej, w tym zjawisku biorg udziat zarowno jonotropowe receptory glutaminianu
(NMDAR i AMPAR), jak i1 kanaly sodowe bramkowane napigciem. Ta ostatnia informacja daje
podstawy dla hipotezy, ze depolaryzacja CGC eksponowanych na TBBPA, jesli jest po czgsci
zjawiskiem pierwotnym, moze sprzyja¢ aktywacji kanalu NMDAR przez zniesienie bloku
magnezowego. Testowana byla takze hipoteza, ze aktywacja NMDAR w CGC eksponowanych
na TBBPA moze by¢ wynikiem zahamowania pobierania zwrotnego glutaminianu, Co prowadzi
do wzrostu jego stezenia w $rodowisku zewnatrzkomorkowym. O jej stusznosci $wiadczy
potwierdzenie w obecnych badaniach hamujacego wpltywu TBBPA na pobieranie glutaminianu
przez frakcje synaptosomow izolowanych z moézgu szczura. Ponadto, stosujgc uktad
enzymatyczny rozkladajacy glutaminian, po raz pierwszy wykazane zostalo doswiadczalnie
powigzanie przyczynowo — skutkowe migdzy retencja endogennego glutaminianu, a aktywacja
NMDAR mierzong wzrostem pobierania “°Ca przez CGC eksponowane na TBBPA. Uzyskano
tez oryginalne wyniki ujawniajace, ze TBBPA moze aktywowaé¢ uwalnianie glutaminianu z
zakonczen synaptycznych i sugerujace udziat dysfunkcyjnych RyR w mechanizmie tego efektu.

Badania przeprowadzone 24 godz. po 30-min ekspozycji na TBBPA wykazaty zalezne od
stezenia obnizenie przezywalnosci CGC, ktoéremu cze$ciowo zapobiegato wspdlne podanie
antagonistow NMDAR i RyR hamujacych wzrost [Ca®];, lub zmiataczy wolnych rodnikéw, a
niemal catkowicie znosita obecnoé¢ kombinacji wszystkich tych substancji. Swiadczy to o roli
jonow wapnia oraz stresu oksydacyjnego w cytotoksycznosci TBBPA. Przeprowadzone w takim
samym uktadzie do§wiadczalnym badania zmian ekspresji genow odpowiadajacych za procesy
$mierci komoérkowej w drodze nekrozy, apoptozy i autofagii wykazaty narastajacy w czasie,
wzrost ekspresji gendw autofagii oraz apoptozy, przy braku istotnych zmian ekspresji genéow
wigzanych z programowang nekroza. Ponadto, badania szlakéw $mierci komorek przy uzyciu

specyficznych markeréw fluorescencyjnych ujawnity, ze §mier¢ okoto potowy neuronéw mozna
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przypisa¢ nekrozie nieprogramowanej, ponad jednej trzeciej apoptozie, a tylko niewiele ponad
10% autofagii, przy czym udzial apoptozy i autofagii narasta wraz z uptywem czasu po
ekspozycji hodowli CGC na TBBPA.

Wyniki badan omoéwionych w niniejszej pracy, wskazuja na decydujacy udziat
ekscytotoksycznosci w mechanizmach neurotoksycznego dziatania TBBPA na CGC w hodowli
pierwotnej. Kluczowa rolg¢ w tych ztozonych i wzajemnie na siebie dziatajacych mechanizmach
komorkowych odgrywa wzrost [Ca?*]i w ktorym posérednicza NMDAR i RyR, prowadzacy do
indukcji stresu oksydacyjnego i deenergizacji  mitochondriow. Elementem
zewnatrzkomorkowym tego mechanizmu domykajagcym biedne koto ekscytotoksycznosci jest

wzrost stezenia endogennego glutaminianu, prowadzacy do aktywacji NMDAR i AMPAR.



Abstract

Tetrabromobisphenol A (TBBPA) is a brominated flame retardant commonly used in
industry for the manufacture of electrical appliances, textiles, furniture, vehicle and aircraft
equipment, as well as in construction materials. TBBPA is considered to be a potential
environmental toxin which has been shown to be toxic in in vivo experiments in aquatic animals
and mammals. Despite assurances that TBBPA is persistent and therefore safe, it has been shown
to be present in the environment as well as in human and animal tissue and body fluids samples.
Numerous data obtained from in vitro experiments have shown that TBBPA, even in the low,
micromole concentration range, has properties that disrupt the endocrine, immune and nervous
systems. Hydrophobic and high lipophilic properties of TBBPA makes it easier to cross
membranes and biological barriers (placental and blood-brain barrier) and to penetrate organs
and cells. Exposure to TBBPA may occur by inhalation, through dust or contaminated water and
food.

The results of previous studies of our laboratory and other laboratories, conducted mainly
on primary cultures of rat cerebellar granule cell (CGC) exposed to TBBPA, indicate calcium
homeostasis disturbances, oxidative stress, mitochondrial deenergization, as well as activation of
NMDA receptors (NMDAR) with unclear mechanism and the involvement of these phenomena
in the toxic effects of TBBPA on neurons. This allows us to put forward a hypothesis about the
key role of excitotoxicity in the toxic action of TBBPA, but the interrelationship of the above
mentioned mechanisms is unclear. The aim of my research, conducted almost exclusively on
CGC cultures treated with TBBPA, was to verify this hypothesis. The specific objectives were to
learn the cause-effect relationships between the increase in intracellular calcium concentration
([Ca*]i) induced by CGC exposure to TBBPA and oxidative stress and mitochondrial
deenergization, to explain the mechanism of NMDAR activation, and to better understand the
mechanisms of neuronal death with the role of necrosis, apoptosis and autophagy.

The study showed TBBPA-dependent phenomena: increase in [Ca?']i, induction of
oxidative stress, which was indicated by an increase in reactive oxygen species (ROS)
production, decrease in GSH content and catalase activity, as well as depolarization of
mitochondria in CGC. The inhibition of [Ca®*] growth by administering a combination of
NMDAR and rianodine receptor (RyR) antagonists prevented induction of oxidative stress and
mitochondrial depolarization induced by 10 uM TBBPA, whereas these effects induced by 25
uM TBBPA were only partially inhibited. These results have for the first time directly
demonstrated that the increase in [Ca®']i, mediated by NMDAR and RyR, plays a key and

-9-



primary role in the pathogenesis of TBBPA-induced oxidative stress and mitochondrial
deenergization, showing also the possibility of direct induction of oxidative stress by 25 pM
TBBPA.

In further studies, the demonstration of no effect of TBBPA on the binding of labelled
NMDAR ligands to the membrane fraction isolated from the rat brain cortex allowed to reject the
working hypothesis suggesting direct interactions of TBBPA with NMDAR. However,
subsequent experiments revealed for the first time that TBBPA depolarizes the neurons,
moreover, both ionotropic glutamate receptors (NMDAR and AMPAR) and voltage-gated
sodium channels are involved in this phenomenon. The latter information gives rise to the
hypothesis that the depolarization of CGCs exposed to TBBPA, if it is partly a primary
phenomenon, may promote the activation of the NMDAR channel by releasing magnesium
block. The hypothesis that activation of NMDAR in CGCs exposed to TBBPA could be the
result of inhibition of glutamate reuptake, which leads to an increase in its concentration in the
extracellular environment, has also been tested. This has been confirmed by the results
demonstrating the inhibitory effect of TBBPA on glutamate uptake by the synaptosomal fraction
isolated from the rat brain. Moreover, using an enzymatic system decomposing glutamate, for
the first time a cause-effect relationship between the retention of endogenous glutamate and
NMDAR activation measured by the increase of “*Ca uptake by CGCs exposed to TBBPA has
been experimentally demonstrated. Original results showing that TBBPA can activate glutamate
release from synaptic terminals and suggesting participation of dysfunctional RyR in the
mechanism of this effect were also obtained.

Studies conducted 24 hours after 30-min. exposure to TBBPA showed concentration-
dependent reduction of the number of live CGC, which was partially prevented by the joint
administration of NMDAR and RyR antagonists which prevent increase in [Ca®'];, or by free
radical scavengers, and almost completely stopped in the presence of combinations of all these
substances. This demonstrates the role of calcium iones and oxidative stress in TBBPA
cytotoxicity. The same experimental system showed that the expression of genes responsible for
cell death processes through necrosis, apoptosis and autophagy increased over time with no
significant changes in the expression of genes associated with programmed necrosis. Moreover,
studies of cell death trails using specific fluorescence markers revealed that the death of about
half of the neurons can be attributed to unprogrammed necrosis, more than one third to apoptosis
and only slightly more than 10% to autophagy, with the share of apoptosis and autophagy

increasing over time after CGC culture exposure to TBBPA.
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The results presented in this paper, analyzed collectively, indicate a pivotal contribution
of excitotoxicity in the mechanisms of neurotoxic effects of TBBPA on CGC in primary culture.
The key role in these complex and interacting cellular mechanisms is played by the increase in
[Ca?*]i, mediated by NMDAR and RyR, leading to induction of oxidative stress and
mitochondrial deenergization. The extracellular element of this mechanism closing the vicious
circle of excitotoxicity is an increase in the concentration of endogenous glutamate, leading to
activation of NMDAR and AMPAR.

-11 -



Innowacyjnos¢ rozprawy

Niniejsza rozprawa zawiera ustalenia wykraczajace poza aktualng wiedzg literaturowa:

e Uzyskano bezposrednie dowody, ze wzrost [Ca?*]i, zachodzacy za posrednictwem NMDAR
i RyR, odgrywa kluczowa i pierwotna rolg¢ w mechanizmie indukowanego przez TBBPA

stresu oksydacyjnego i1 deenergizacji mitochondriow;

e Opisano depolaryzujace dziatanie TBBPA na neurony i wykazano udziat w tym zjawisku
zarowno jonotropowych receptorow glutaminianu (NMDAR i AMPAR), jak i kanatow

sodowych bramkowanych napigciem;

e Wykazano powigzanie przyczynowo-skutkowe migdzy retencjg endogennego glutaminianu
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Stosujac  uklad enzymatyczny rozkladajacy
glutaminian) a aktywacja NMDAR mierzong wzrostem pobierania “°Ca przez CGC
eksponowane na TBBPA,;

e Odkryto indukowany przez TBBPA mechanizm uwalniania glutaminianu z zakonczen

synaptycznych z udziatem endogennego wapnia i dysfunkcyjnych RyR;

e Opisano dynamike zmian ekspresji genéw bioracych udziat w szlakach §mierci komérkowe;j
(nekroza, aptoptoza, autofagia), a takze udzial tych rodzajéw $mierci komorki w

zaobserwowanej neurotoksycznosci wywotanej ekspozycja neuronow na TBBPA.
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1. Wstep
1.1. Tetrabromobisfenol A (TBBPA)

1.1.1. Informacije ogblne

Grupa zwigzkoéw nalezacych do bromowanych op6zniaczy spalania (ang. brominated
flame retardants - BFR) to szereg substancji obnizajacych punkt zaplonu materiatow
palnych, z ktérymi sg polaczone tj. polimerow, tworzyw sztucznych, drewna, papieru i
tekstyliow. Grupe BFR tworzy zbior ponad 80 réznych zwigzkéw alifatycznych,
cykloalifatycznych, aromatycznych czy polimerycznych, ktore klasyfikuje si¢ pod
wzgledem reaktywnosci oraz chemicznego wigzania z produktem. Wyrozniamy wiec BFR
addytywne (additive), reaktywne (reactive) oraz polimerowane (polymeric) (Guerra i wsp.
2011). Klas¢ BFR addytywnych, w ktérej najszerzej zbadang grupa zwigzkéw sa
polibromowane difenyloetery i heksabromocyklododekany, charakteryzuje brak mocnych
wigzan chemicznych do sktadnikow polimerow co powoduje ich wyptukiwanie 1 uwalnianie
do $rodowiska (Alaee i wsp., 2003). Druga, wiodacg klase na rynku BFR, na czele z
TBBPA, charakteryzuje wigksza trwato$¢ uzyskana poprzez silne wigzania kowalencyjne z
substancjami mieszanymi, co czyni jg bardziej stabilng. W polimerycznych BFR, takich jak
bromowany polistyren (BPS), atomy bromu sg wigczane do szkieletu polimeru, co prowadzi
do bardziej stabilnej struktury chemicznej o bardzo wysokiej masie czgsteczkowej — t0 z
kolei powoduje mniejsza biodostepnos¢ i toksycznos¢ (Covaci 1 wsp., 2009).

Przedstawione powyzej zwiazki zmniejszajace palno$¢ sa rutynowo stosowane w
przemysle w celu zapobiegania pozarom i powodowanym przez nie ogromnym stratom.
Produktow wytworzonych z udziatem BFR uzywa si¢ juz od dziesigcioleci, lecz doktadnych
informacji na temat skali zagrozenia ich obecnoscig dla srodowiska jak i dla ludzi jest
stosunkowo mato i czgsto sa one sprzeczne (Birnbaum i Staskal, 2004). Obecnie
najwiekszym zainteresowaniem cieszy si¢ tetrabromobisfenol A (TBBPA), ktory
produkowany jest w znacznie wigkszej ilosci (ok. 60% catej produkcji) niz pozostate
substancje opodzniajace spalanie. Pomimo jego stabej reaktywnosci oraz stosunkowo
niewielkich zanieczyszczen znalezionych w réznych probkach srodowiska, wzrasta liczba
informacji o rosngcym zagrozeniu (toksycznosci TBBPA obserwowanej w badaniach in
vitro oraz in vivo) (Guerra i wsp., 2011). Istotne dla toksycznos$ci wiasciwosci, ktore
posiadajag bromowane opdzniacze spalania to hydrofobowos$¢, ktora utatwia bioakumulacje

w $rodowisku 1 fancuchu troficznym, oraz lipofilnos¢, ktéra utatwia pokonywanie bton

-16 -



biologicznych i wnikanie do organizmow zywych, a dalej do tkanek czy komorek
(Darnerud, 2003; Szychowski i Wojtowicz., 2013).

1.1.2. Charakterystyka zwiazku

TBBPA to zwigzek o wzorze C15H12BrsO2 (Ryc. 1), w jego strukturze wyroznia si¢
dwa pier§cienic aromatyczne oraz 4 atomy bromu (Guerra i wsp., 2011). Jest on
syntetyzowany w reakcji bromowania bisfenolu-A gdzie ilo§¢ utworzonych wigzan z
bromem waha si¢ od 1-4 i to od niej zalezy skuteczno$¢ opdzniania spalania (Environment
Agency, 2008). TBBPA charakteryzuje si¢ niska rozpuszczalno$cia w wodzie, natomiast

wysoka w metanolu, acetonie i dimetylosulfotlenku (DMSO).

Rycina 1. Wzor strukturalny tetrabromobisfenolu A

Ze wzgledu na swoje wihasciwosci, TBBPA jest powszechnie wykorzystywany do
produkcji m. in. czeSci elektronicznych, wyposazenia pojazdow, klejow budowlanych,
zywic epoksydowych czy tworzyw poliweglanowych. Jest on takze skladnikiem
przedmiotow codziennego uzytku takich jak: meble, obicia, tekstylia i przede wszystkim

sprzet elektroniczny (szczegdly na Ryc. 2).

Rycina 2. Zastosowanie tetrabromobisfenolu A (ha podstawie rysunku z Jarosiewicz i Bukowska,
2017).
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TBBPA produkowany jest gtownie w Stanach Zjednoczonych, Izraelu, Chinach i
Japonii, w ilosciach siggajacych nawet 170 tysiecy ton rocznie, co stanowi okoto 60%
wszystkich zwigzkow opozniajacych spalanie. Europejski panel do spraw przemystlu BRF
wskazat kraje azjatyckie, jako te o najwigkszej konsumpcji TBBPA (do 89400 ton/rok) a
zaraz za nimi Stany Zjednoczone (do 18000 ton/rok), natomiast kraje europejskie zuzywaja
go w ilosci do 11600 ton rocznie (dane z 2007). Mimo matej konsumpcji w Europie nalezy
zwréci¢ uwage, iz znaczaca ilo$¢ produktéw a zwlaszcza elektroniki, plastikow, klejow i
tekstyliow jest pochodzenia azjatyckiego. Bardzo duzym problemem jest brak ograniczen
oraz $cislego monitorowania produkcji tego zwigzku, co moze w przysztosci doprowadzi¢
do znacznego wzrostu stezen TBBPA w zasobach srodowiskowych, a takze w tancuchach

troficznych. (Covaci i wsp., 2009; Jarosiewicz i Bukowska, 2017).

1.1.3. Obecnos¢ w Srodowisku

Poniewaz TBBPA nalezy do substancji trwale potaczonych z polimerem, jest
prawnie uwazany za bezpieczny dla §rodowiska. Ponadto, zgodnie z Rozporzadzeniem nr
1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006 r. w sprawie rejestracji,
oceny, udzielania zezwolen i1 stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliow (REACH),
tetrabromobisfenol A nie zostat przydzielony do grupy substancji okreslanych mianem PBT
(persistant, bioaccumulative, toxic), czyli trwatych, toksycznych i zdolnych do
bioakumulacji w $rodowisku. W rozporzadzeniu WE 1272/2008 zostal on jednak
sklasyfikowany jako H400/H410 (H — hazard statement), czyli zwigzek bardzo toksyczny
dla organizméw wodnych, potencjalnie powodujacy dtugotrwate zmiany w tym srodowisku
wodnym.

Pomimo zapewnien, ze TBBPA jest zwigzkiem trwale wigzacym si¢ z produktem,
wykazano jego obecno$¢ w réznych obszarach srodowiska, a takze w probkach tkanek i
ptynach ustrojowych cztowieka i zwierzat. Uwaza si¢, ze ekspozycja na TBBPA moze
nastepowac nie tylko przez zanieczyszczong wodg, kurz znajdujacy si¢ w pomieszczeniach,
lecz gltéwnie przez zanieczyszczong zywno$¢ (diete bogata w owoce morza i ryby).
Najwigksze notowane stezenia TBBPA w s$rodowisku dotycza réznych obszaréw Chin
zarobwno ze wzgledu na duza aktywno$¢ przemystowa, diete jak i brak odpowiedniego
recyklingu (spora ilo$¢ tzw. e-odpadoéw — z ang. e-waste). Wykazano, ze zanieczyszczenie
obecne w kurzu w pomieszczeniach biurowych sigga od okoto 30 ng/g do 140 pg/g kurzu, a

w budynkach mieszkalnych nawet do 382 ng/g kurzu. W wodach powierzchniowych
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stezenie TBBPA sigga od 0,9 pug do nawet 4,87 ug na litr (dane z 2012-2015), a $rednia jego
zawarto$¢ w tkankach ryb wynosita 28,5-39,4 ng/g tkanki, przy czym najwyzsza zawarto$¢
wykryto w nerkach tych zwierzat (72,2-126,4 ng/g) (Liu i wsp., 2016; Jarosiewicz i
Bukowska, 2017).

Okreslono rowniez stezenie TBBPA w powietrzu na réznych stanowiskach pracy,
takich jak: sklep meblowy, fabryka obwodow elektronicznych, zaktad demontazu
elektroniki, pracownia komputerowa i pokoje socjalne. Dodatkowo w niektérych miejscach
pracy okreslono narazenie na TBBPA pracownikow w wyniku kontaktu tego zwigzku ze
skorg. W powietrzu TBBPA wystepowat w stezeniu od poziomu ponizej wykrywalnosci do
14 600 ng/m® powietrza. Najwyzsze stezenia odnotowano w zakladzie demontazu
elektroniki. Nalezy zaznaczy¢, ze warto$¢ maksymalnego st¢zenia TBBPA w tym zakladzie
byla znaczaco wyzsza (ponad 300 tys. razy) od mierzonego w powietrzu atmosferycznym w
Wielkiej Brytanii (0,7-0,9 pg/m®) czy Niemczech (0,04-0,85 pg/m®) (Abdallah i wsp., 2008;
Maikinen i wsp., 2009). Zhou i wsp. (2014) okreslili mozliwos$¢ narazenia pracownikdéw na
TBBPA podczas produkcji plytek z obwodami drukowanymi. Autorzy zbadali 3 drogi
narazenia na badany zwigzek: pokarmowa (w wyniku polknigcia pyhu), oddechowa
(inhalacja PM10 — czasteczek o $rednicy <10 um, ktore moga dociera¢ do gornych drog
oddechowych 1 ptuc) oraz przez kontakt ze skorg. W badanych probkach wymienionych
wyzej grup narazenia, stezenie TBBPA wynosito odpowiednio: 70,3-1930 pg/kg; 15,7-431
pg/kg oraz 7,55-96,5 pg/kg masy ciata na dobe (Zhou i wsp., 2014).

TBBPA charakteryzuje si¢ wysoka lipofilno$cig oraz hydrofobowoscia, dlatego moze
przenika¢ przez blony i bariery biologiczne (bariera tozyskowa, bariera krew-mozg) oraz
wnika¢ do narzadoéw a takze komoérek (Schauer i wsp., 2006; Szychowski i Wojtowicz,
2013; Jarosiewicz i Bukowska, 2017). Szacuje si¢, ze w ciggu doby osoba dorosta, u ktore;j
podstawa diety sa ryby, przyjmuje TBBPA w ilosci 2,6 ng/kg masy ciata. Ta warto$¢ w
odniesieniu do niemowlat waha si¢ w zaleznosci od objetosci spozywanego mleka, i wynosi
ok. 55,7 ng/kg masy ciata na dobe dla niemowlat spozywajacych mleko krowie. Ustalono
réwniez, ze okres pottrwania TBBPA w organizmie cztowieka wynosi ok. 2 doby. TBBPA
jest metabolizowany gldwnie do postaci glukuronidu i siarczanu-TBBPA, a maksymalne
stezenie tych metabolitow TBBPA obecne sg po 4 godzinach od ekspozycji (Jarosiewicz i
Bukowska, 2017).
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1.1.4. Dotychczasowe badania in vivo i in vitro

Powszechne zastosowanie TBBPA spowodowalo narazenie organizmoéw zywych w
tym ludzi na potencjalnie szkodliwe dziatanie tego zwigzku. Z tego powodu zagadnienia
dotyczace toksycznosci TBBPA powinny by¢ badane z coraz wickszg uwagg oraz
doktadnos$cig, zwlaszcza w eksperymentach in vivo, ktorych dostepne obecnie wyniki sa
kontrowersyjne i niejednoznaczne.

Cho¢ cze$¢ autorow wskazuje na niska lub znikoma toksycznos¢ TBBPA u zwierzat i
ludzi (m. in. Osimitz i wsp., 2016) istnieje rowniez wiele dowodow wskazujacych na jego
toksyczne dzialanie. Ze wzglgdu na zblizong budowg strukturalng TBBPA do hormonéw
tarczycy pojawiaja si¢ obawy, ze zwigzek ten moze zaburza¢ prawidlowa gospodarke
hormonalng ludzi i zwierzat (Grasselli i wsp., 2014). Zaobserwowano réwniez, ze wywotuje
on zaburzenia neurogenezy w obrebie hipokampa (Kim i wsp., 2017). Z kolei w innych
badaniach odnotowano znaczny spadek stezenia tyroksyny w surowicy badanych zwierzat i
znaczacy wzrost masy watroby a takze indukcje cytochromu CYP2B1 u szczurdéw, ktérym
podawano wysokie dawki TBBPA (500 mg/kg masy ciata) (Choi i wsp., 2011). Choi i wsp.
(2011) wykazali, ze TBBPA moze przyczynia¢ si¢ do indukcji reaktywnych form tlenu
(ROS) w roéznych narzadach wewnetrznych jak watroba, nerki. Najnowsze badania (Chen i
wsp., 2018) wskazuja na synergistyczne, toksyczne dziatanie TBBPA i kadmu (Cd),
substancji wystepujacych w glebie. Obecnos¢ TBBPA i Cd pobudzita produkcje
reaktywnych form tlenu (ROS), uruchomita szlaki obrony antyoksydacyjnej oraz
peroksydacje lipidow u dwoch gatunkow dzdzownic — M. guillelmi i E. fetida.

W literaturze przewazaja opisy badania toksycznych efektow TBBPA in vitro. Jedne
z nich wykazuja zdolnos¢ TBBPA do indukcji procesu apoptozy w komorkach ludzkiej
neuroblastoma linii SH-SY5Y oraz w hodowlach pierwotnych neuronéw. Dowiodty one
takze, ze TBBPA dziala m. in. jak agonista receptorow GABAA a takze zaburza transmisj¢
synaptyczng, hamuje dziatanie receptorow acetylocholinowych (AChR), hamuje aktywnos$¢
kanatlow wapniowych bramkowanych napieciem (VGCC), indukuje powstawanie i
agregacje P-amyloidu oraz generowanie ROS (Reistad i wsp., 2007; Al-Mousa i
Michelangeli 2012, Hendriks i wsp., 2012; Szychowski i Wojtowicz, 2013). Eksperymenty
przeprowadzone przez innych autorow wykazalty, ze TBBPA w st¢zeniu 10 oraz 20 uM
nasilat uwalnianie czynnikow prozapalnych - interleukin 6 i 8 a takze prostaglandyny E2 w
ludzkiej linii komorek tozyska pierwszego trymestru HTR-8/SVneo, a hamowatl uwalnianie

przeciwzapalnego czynnika TGF-B (Park i wsp., 2014). Te same badania ujawnily rowniez
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indukowang przez TBBPA zwickszong ekspresje genow biatek zaangazowanych w szlaki
zapalne. Jedne z nowszych badan prowadzonych na kapilarach mozgu szczura wskazuja, ze
TBBPA w istotnych dla srodowiska st¢zeniach 1-100 nM wptywa na zmiany w aktywnosci
transportera ABC (odpowiadajacego za transport ATP) oraz biatkka BCRP (ang. breast
cancer resistant protein) wyst¢pujacego W barierze krew-mézg (BBB — blood-brain
barrier). Co wazne, indukowane przez TBBPA zmiany w przepuszczalnosci BBB moga
prowadzi¢ do zaburzen funkcji moézgu oraz zwigkszy¢ jego wrazliwos¢ na szkodliwe
substancje (Cannon i wsp., 2019). Inne eksperymenty wykazaty, ze ekspozycja szczurzych
hepatocytow na TBBPA powodowata obnizenie zawartosci ATP, nukleotydow
adeninowych, glutationu i tioli biatkowych, co prawdopodobnie bylo spowodowane
dysfunkcjg mitochondriow (Nakagawa i wsp., 2007). Choi i wsp. (2017) w badaniach na
linii komorkowej osteoblastow MC3T3-E1 opisali nie tylko spadek poziomu ATP
wywotany obecnoscia TBBPA, lecz takze wzrost produkcji ROS, peroksydacj¢ kardiolipiny
oraz uwalniania cytochromu c i cyklofiliny A i B, co moze prowadzi¢ do inicjacji procesow
apoptozy lub nekrozy. Ponadto, w innych badaniach, po podaniu TBBPA zaobserwowano
rowniez zwickszenie aktywnosci kaspazy-3 1 powstawanie cialek apoptotycznych
(Szychowski i Wojtowicz, 2016), a Wu i wsp. (2018) zaobserwowali indukcj¢ tworzenia
ROS 1 zwigkszenie zawartosci MDA (dialdehyd malonowy - marker peroksydacji lipidow)
w ludzkich komoérkach nabtonkowych drog oddechowych (linia A549) co moze $wiadczy¢ o
uszkodzeniu mitochondriow i siateczki $rodplazmatycznej. W modelu badawczym
wykorzystujacym synaptosomy izolowane z mozgu szczura, zaobserwowano zahamowanie
przez TBBPA pobierania glutaminianu, GABA i dopaminy (Mariussen i Fonnum 2003). W
eksperymentach przeprowadzonych przez Ogunbayo i Michelangeli (2007) na frakcjach
retikulum sarkoplazmatycznego pozyskanych z migs$ni szkieletowych krolika oraz na
mikrosomach mézdzku $wini, wykazano bezposrednie hamowanie ATP-azy SERCA po
ekspozycji na TBBPA. Innymi waznymi w utrzymaniu komérkowej homeostazy wapnia
kanatami, blokowanymi przez TBBPA sa kanaly wapniowe bramkowane napigciem —
VGCC (Hendriks i wsp., 2012). Ponadto, w poprzednich badaniach grupy Zieminska i wsp.
(2017b)  przeprowadzonych na hodowlach CGC wykazano znaczny wazrost
wewnatrzkomoérkowego stezenia jonéw cynku (Zn?*) po ekspozycji komérek na TBBPA.
Zaobserwowano rowniez zmniejszenie catkowitej zawartosci Zn?* komoérkowego, zwigzane
Z przemieszczeniem sig tego jonu do $rodowiska zewnatrzkomorkowego, co sugeruje udziat

TBBPA w wyczerpywaniu zasobow Zn?* w komoérkach hodowli. W innych badaniach
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wykazano réwniez, ze TBBPA zaburza integralno$¢ bton lipidowych (Ogunbayo i wsp.,
2007) oraz zaktoca szlaki sygnalizacji z udziatem kinaz MAP w komorkach ziarnistych
mozdzku (Strack i wsp., 2007). Badania naszej pracowni réwniez potwierdzity wyniki
pierwotnie opisane przez Mariussen i Fonnum (2003), Reistad i wsp. (2005, 2007),
Ogunbayo i wsp. (2008) wskazujace, ze TBBPA zaburza homeostaz¢ wapnia i indukuje
stres oksydacyjny. Efekty te sg czgsciowo odwracane przez antagonistow receptora NMDA,
co sugeruje role ekscytotoksycznosci w mechanizmie toksycznego dziatania TBBPA.
Podsumowujac, rozsiane w literaturze wyniki wczesniejszych badan na roznych
modelach komorkowych wskazywaty na udzial w mechanizmie cytotoksycznego dziatania
TBBPA zaburzen homeostazy wapnia, stresu oksydacyjnego, obnizenia potencjatu
energetycznego komorek oraz uposledzenia pobierania zwrotnego glutaminianu (Mariussen
i Fonnum 2003; Reistad i wsp. 2005, 2007; Ogunbayo i wsp. 2008). Wcze$niejsze
eksperymenty na hodowlach pierwotnych CGC pokazaty ze MK-801, ktory jest antagonista
receptorow NMDA, czgsciowo zapobiega cytotoksycznosci TBBPA (Reistad i wsp. 2007).
Dato to podstawe dla hipotezy, ze w indukowanym przez TBBPA uszkodzeniu neuronéw
pelnig znaczaca role w mechanizmach toksyczno$ci pobudzeniowej (ekscytotoksycznosci),
w ktorych posredniczg receptory NMDA, niekontrolowany wzrost st¢zenia jondw wapnia
wewnatrz komoérki o ztozonym mechanizmie, oraz stres oksydacyjny (Zieminska i wsp.
2012, 2014, 2015, 2017), Ponizej, na tle literatury i w sposob bardziej szczegétowy zostang
przedstawione wyniki poprzednich badan Pracowni Farmakoneurochemii, bgdace punktem
wyjscia dla moich eksperymentow opisanych w niniejszej rozprawie.
1.2. Rola jonéw wapnia w komérkach nerwowych

1.2.1. Funkcje, requlacja, homeostaza

Utrzymanie homeostazy wapniowej w neuronach jest niezmiernie wazne dla
prawidtowego funkcjonowania uktadu nerwowego. Jony wapnia (Ca?*) sa przekaznikami
majagcymi zdolnos¢ do regulowania wielu szlakow metabolicznych zar6wno poprzez
wigzanie si¢ ze specyficznymi enzymami jak i biatkami regulatorowymi, tym samym
oddziatywujac na procesy fosforylacji i defosforylacji biatek (Abdel-Latif, 1986).

Fizjologiczne stezenie Ca?* w cytozolu komorki nerwowej w stanie spoczynkowym,
nie przekracza 107 M, natomiast w $rodowisku zewnatrzkomérkowym (krew oraz ptyny
tkankowe) jest utrzymywane na poziomie 10° M (Salifiska i Lazarewicz, 2012). W
komorkach pobudliwych, jakimi sg neurony, jony te posredniczg w reakcji na otrzymane

bodZzce, a takze uczestnicza w regulacji ich pobudliwosci, przewodzeniu impulsow,
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uwalnianiu neuroprzekaznikow i transdukcji sygnatu w cze$ci postsynaptycznej synaps
pobudzajacych. W uktadzie nerwowym jony Ca®* s3 zaangazowane w neurotransmisje na
wielu poziomach tego procesu, tak wiec bardzo istotne jest utrzymanie prawidlowej
homeostazy jonéw wapnia, ktorg zaburza obecnos¢ TBBPA (Ogunbayo i wsp., 2008;
Zieminska i wsp., 2017a).

Sygnatl wapniowy, zapoczatkowany sygnalem zewnatrzkomoérkowym odbieranym w
postaci pobudzenia synaptycznego docierajacego do komorek nerwowych, jest generowany
W przebiegu neurotransmisji chemicznej lub elektrycznej (Berridge, 2012). W wyniku
depolaryzacji blony plazmatycznej i/lub aktywaciji receptoréow, nastgpuje naptyw Ca?* do
wnetrza komorki ze $rodowiska zewnatrzkomodrkowego lub z wewnatrzkomorkowych
zasobow jonow wapnia (retikulum endoplazmatyczne - ER), co prowadzi do wzrostu
stezenia Ca?" w cytoplazmie (Ryc. 3). Naptyw Ca?* ze $rodowiska zewnatrzkomoérkowego
nastgpuje gldwnie przez kanaly wapniowe bramkowane napigciem VGCC oraz kanaty
receptoréw jonotropowych dla kwasu glutaminowego; gtéwnie NMDAR, a w mniejszym
stopniu receptorow AMPA oraz kainianowych (KA) (Danysz i wsp., 2004; Nakamura i
Lipton, 2010). Mobilizacja Ca?* z siateczki endoplazmatycznej nastepuje za posrednictwem
wtornego przekaznika IP3 1 specyficznych dla niego receptoréw (IP3R) znajdujacych si¢ na
ER, co jest poprzedzone pobudzeniem receptoréw metabotropowych sprzezonych za
posrednictwem bialek G z fosfolipazg C (PLC). Nalezg do nich receptory metabotropowe
glutaminianu (mGIuR) grupy | (Carrasco i wsp., 2004).

Krotkotrwaty wzrost stezenia jonéw wapnia w cytozolu spowodowany napltywem z
zewnatrz moze by¢ wzmocniony 1 przedtuzony w wyniku mechanizmu wtoérnego uwalniania
Ca?" z ER, ktory nastepuje gtéwnie za posrednictwem receptoréw rianodynowych (RyR) —
jest to kaskada zwana CICR (z ang. calcium-induced calcium release) (Berridge, 2002).
Nawet niewielki naptyw Ca?* do komorki przez zaktywowane receptory NMDA jest w
stanie pobudzi¢ 1 otworzy¢ receptory rianodynowe, uwalniajagc tym samym do cytozolu

zmagazynowane jony wapnia, podwyzszajac [Ca®']i (Verkhratsky, 2002).

-23 -



Rycina 3. Komorkowa homeostaza Ca?* na przykladzie neuronéw glutaminianergicznych.
(A) Warunki prawidlowe - $cisle kontrolowany naptyw Ca?* gtéwnie przez VGCC i NMDAR, jest stale
rownowazony przez usuwanie jonéow wapnia z neuronéw za pomocg pompy PMCA i wymiennika NCX,
wewnatrzkomorkowe buforowanie za pomoca biatek wigzacych wapn (CaBP) a takze pobieranie do ER i
mitochondriow. (B) Warunki niedoboru energetycznego - nadmierne pobudzenie VGCC i NMDAR
prowadzi do naptywu Ca?* do komoérki dodatkowo wspomaganego przez odwrocenie trybu pracy NCX i
depolaryzacje btony komérkowe;j. Nastepuje hamowanie ATPaz a wzrost stezenia jonéw wapnia w cytozolu
indukuje wyrzut wapnia z zasobow retikulum za posrednictwem IP3R i RyR (CICR). Przetadowanie
mitochondriow Ca?* prowadzi do ich deenergizacji, aktywacji MPTP i uwolnienia jonow wapnia z
mitochondriow (schemat na podstawie pracy Salinska i Lazarewicz, 2012).
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Samo wniknigcie Ca?* do neuronu z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej uruchamia
jedynie sygnatl o niewielkiej amplitudzie i o lokalnym charakterze, natomiast CICR sprawia,
ze sygnal wapniowy staje si¢ rozleglejszy i utrzymuje si¢ dtuzej (Alkon i wsp., 1998). Tak
wiec znaczenie czynnosciowe tej kaskady polega na wzmacnianiu i przedtuzaniu sygnatu
wapniowego w neuronach (Verkhratsky i Toescu, 2003). RyR posrednicza w uwalnianiu
Ca?* z zasobow wewngtrzkomoérkowych w retikulum endoplazmatycznym, a ich nazwa
wywodzi si¢ od ich egzogennego liganda — rianodyny. Receptory te odgrywaja istotng rolg
w mechanizmie podwyzszania wewngtrzkomorkowego st¢zenia wapnia, a ich dysfunkcja
moze prowadzi¢ do zaburzenia czynnoSci i $mierci komorki. Mechanizm dziatania RyR jest
dosy¢ specyficzny, poniewaz sa one w stanie uwolni¢ znaczne ilosci jonow Ca* w
zaleznosci od aktualnego stezenia Ca* w cytozolu (Verkhratsky, 2002).

Receptory rianodynowe ekspresjonowane sa jako trzy rozne izoformy: RyRI1
(mig$nie szkieletowe), RyR2 (migsien sercowy 1 mozg) oraz RyR3 (mdzg) (Santulli i Marks,
2015). Stan aktywacji RyR jest modulowany poprzez rodzing bialek wigzacych FK-506 —
immunofiling FKBP12, ktora przylaczajac si¢ do receptora zarbwno w neuronach jak i
innych tkankach reguluje jego aktywno$¢. Wiagzanie 1 regulacja FKBP12 moga byc¢
zahamowane poprzez wspomniane biatko FK-506, ktére powoduje dysoscjacje FKBP12 od
kompleksu receptora, tym samym zwigksza wyplyw jonéw wapnia z ER (Ozawa, 2008).
Wiadomo, ze takze inne substancje farmakologiczne jak np. tapsigargina oraz bastadyny
podane w wyzszych stezeniach mikromolowych powoduja dysocjacje FKBP12 z kompleksu
z bialkiem RyR, co powoduje przeksztalcenie go w niewrazliwy na dziatanie hamujace
rianodyny kanal przeciekowy (ang. leak channel). W konsekwencji dochodzi do opréznienia
zasobow wapniowych w ER (Pessah i wsp., 1997, 2010). Ci sami autorzy wykazali rowniez,
ze bastadyny w znacznie nizszych stezeniach mikromolowych zapobiegaja uwalnianiu
FKBP12 i przeksztatceniu RyR w kanat przeciekowy.

Wzrost stezenia jonéw wapnia w cytozolu oraz uzupelnianie zapaséw wapnia
gromadzonego wewnatrzkomoérkowo nastepuje takze dzieki powszechnemu mechanizmowi
zwanemu pojemnosciowym naplywem jonow wapnia do komorki (z ang. Store-Operated
Calcium Entry — SOCE), pierwotnie zidentyfikowanemu w komorkach niepobudliwych
elektrycznie. Jest to naplyw jondéw wapnia do wngtrza komorek w odpowiedzi na
wyczerpanie wewnatrzkomérkowych magazynow Ca®*, ktore znajduja sie glownie w
retikulum endoplazmatycznym (ER). Proces ten jest regulowany przez biatka STIM1 i

STIM2 pehigce rolg czujnikoéw reagujacych na stopien oprdznienia magazynow
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wapniowych w komorce, a takze biatka Orail znajdujace si¢ na blonie komorkowej, ktore
wraz ze zaktywowanymi biatkami STIM tworza kanal wapniowy. Prowadzi to do
podtrzymywania sygnalizacji wapniowej w komorce oraz uzupehiania zapasow Ca®" w ER
(Wegierski 1 Kuznicki, 2018).

Dla utrzymania i wyréwnywania bilansu wapniowego w komorkach istnicjg
mechanizmy odpowiadajace za usuwanie tych jonow na zewnatrz komoérki — jednym z
wazniejszych jest reakcja hydrolizy ATP przez PMCA (ATP-aza wapniowa blony
plazmatycznej), gdzie wyplywowi Ca?* z cytoplazmy towarzyszy naptyw protonéw do
Swiatla komorki. PMCA cechuje si¢ wzglednie niska wydajnoscig, lecz wysokim
powinowactwem do jondw wapnia — W przeciwienstwie do biatka transportowego NCX
petnigcego role wymiennika wykorzystujacego energi¢ elektrochemicznego gradientu jonow
sodu (Lytton, 2007). Dziatanie tego biatka polega na wymianie 1Ca®" na 3Na* lub 1Ca?*i K*
na 4Na*. Mechanizm jest odwracalny, a kierunek transportu jest regulowany przez gradienty
stezen tych jondw i potencjat blonowy. Sposobem na buforowanie stezenia jonow Ca?* jest
réwniez pobieranie ich przez organelle komorkowe takie jak mitochondria i ER. Zewnetrzna
btona mitochondrialna jest przepuszczalna dla substancji o niskiej masie czasteczkowej a
transport Ca?* przez btone wewnetrzng odbywa si¢ na zasadzie uniportu napedzanego przez
potencjal mitochondrialny i gradient elektrochemiczny jonéw wapnia (Nicholls, 2009).
Pobieranie Ca?* przez mitochondria cechuje sie wzglednie niskim powinowactwem, ale
duza pojemno$ciag. W warunkach przetadowywania mitochondriow Ca?" nastepuje jego
uwalnianie dzigki megakanatom MPTP (z ang. mitochondrial permeability transition pore),
co jest elementem mechanizmu obronnego roztadowujacego potencjal mitochondrialny 1
ograniczajagcego produkcje wolnych rodnikéw, a =zarazem moze by¢ elementem
dysfunkcyjnym prowadzacym do $mierci komorkowej o charakterze apoptotycznym
(Pivovarova i Andrews, 2010). Gléwnym magazynem jonoéw wapnia w komorce jest ER.
Zawiera ono szereg biatek regulujacych stezenie Ca?* w cytozolu m. in. wapniowa ATP-aze
SERCA (ang. sarcoplasmatic-endoplasmatic reticulum calcium ATPase) oraz receptory
RyR i IP; odpowiedzialne za transport Ca?* do/z ER (Guerrero-Hernandez i wsp., 2010).
Waznym elementem regulacji stezenia Ca®" panujacego w komorce sg biatka 0 wysokim
powinowactwie do jonéw wapnia (CaBP), ktorych rola jest wigzanie wolnych jonow
wapnia. O waznej roli CaBP $wiadczy fakt, ze tylko 1% z puli Ca?* wystepuje w postaci

niezwigzanej (Sun i wsp., 2010). Wsrdd nich wyrdznia si¢ bufory wapniowe: kalbindyne,
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parwalbumine i kalretining oraz sensory wapnia: kalmoduling, kalcyneuryne, troponing i

neuronalne sensory wapnia (Wojda i wsp., 2008).

Rycina 4. Rola Ca?* w przekazywaniu sygnalu uruchamiajgcego transkrypcje gendw w neuronach.
JK — jadro komoérkowe; ER — retikulum endoplazmatyczne; MT — mitochondria.
(rycina na podstawie pracy Salinska i Lazarewicz, 2012).

Wazrost stezenia jondw wapnia w cytozolu wywotuje w komorce szybkie odpowiedzi
za posrednictwem wyspecjalizowanych bialek. Dlugotrwale zmiany strukturalne 1
funkcjonalne komorki, bedace odpowiedzia na sygnat wapniowy, zachodza dzigki
uruchomieniu szlakéw specyficznych kinaz (Ryc. 4), ktore wplywaja na zmiang¢ poziomu
ekspresji genow dzigki fosforylacji czynnika transkrypcyjnego — CREB (Salinska i
Lazarewicz, 2012). Naptyw jonow wapnia do wnetrza komoérek nerwowych przez gldwnie
NMDA i VGCC powoduje aktywacje¢ szlakow sygnatowych cyklazy adenylanowej (AC)
oraz kinazy aktywowanej kompleksem Ca?*/kalmodulina (CaM) przez biatko Ras. Kazdy z
tych szlakéw prowadzi do przekazania sygnatu do jadra poprzez przetransportowanie i
aktywacje kinaz PKA, CaMKII i RSK1-3 oraz aktywacj¢ Kinaz jadrowych (CaMKII i IV),
co w efekcie umozliwia fosforylacje czynnika transkrypcyjnego CREB 1 rozpoczecie

transkrypcji danego genu (Salinska i Lazarewicz, 2012).

1.2.2. Zaburzenia homeostazy wapniowej indukowane przez TBBPA

Wzrost [Ca?*]i w hodowlach CGC eksponowanych na TBBPA zostal po raz pierwszy
opisany w pracy Reistad 1 wsp. (2007). Autorzy ci sugerowali, ze moze to by¢ efekt

aktywacji jonotropowych receptoréw dla glutaminianu tj. NMDAR i AMPAR. Poprzednie
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badania naszej pracowni potwierdzity to przypuszczenie 1 wykazaly, ze zalezny od stezenia
TBBPA wzrost [Ca?*']i w CGC jest cze$ciowo hamowany przez antagoniste NMDAR — MK-
801, co wskazuje na udzial tych receptoréw w mechanizmie omawianego efektu (Zieminska
i wsp. 2015). Jednakze mechanizm indukowanego przez TBBPA wzrostu [Ca®']i w
komorkach okazat si¢ by¢ bardziej ztozony. Badania grupy Michelangeli prowadzone na
modelu linii komdérkowej TM4 wywodzacej si¢ z komodrek Sertoliego pokazaly, ze TBBPA
silnie hamuje ATPaze wapniowa SERCA i indukuje mobilizacj¢ Ca?* z zasobow
wewnatrzkomérkowych za posrednictwem receptorow rianodynowych (RyR) (Ogunbayo i
wsp. 2008). Badania prowadzone poprzednio w naszej pracowni pokazaly, ze takze w
hodowlach pierwotnych CGC wzrost [Ca®*]i wywotany przez TBBPA mozna po czesci
przypisa¢ uwalnianiu wapnia wewnatrzkomoérkowego, oraz ze ten efekt ma charakterystyke
farmakologiczng  zblizong do  modelowej substancji  uwalniajagcej  wapn
wewnatrzkomorkowy — tapsigarginy (Zieminska i wsp. 2014). W obu wypadkach wzrost
[Ca2*]i mozna byto silnie zahamowaé podajac kombinacje ligandéw RyR 200 uM rianodyne
12,5 uM bastadyne, ktéra jest bromowang cykliczng pochodng tyrozyny, natomiast sama
rianodyna miata bardzo staby efekt hamujacy. Istota interakcji TBBPA z RyR wydaje sie
wiec by¢ podobna do omoéwionego powyzej dziatania tapsigarginy, i1 polega¢ na
przeksztatceniu tych receptoréw w dysfunkcjonalne kanaty ciekngce (Zieminska i wsp.
2014). Co wigcej, dalsze badania pokazaly, ze jednoczesne zastosowanie inhibitora
NMDAR - MK-801 oraz kombinacji ligandow RyR - bastadyny i rianodyny, catkowicie
zapobiega indukowanemu przez TBBPA wzrostowi [Ca?*]i w CGC (Zieminska i wsp.
2015). To odkrycie dostarczyto narzedzi do dalszych badan nad zaleznymi i1 niezaleznymi
od wapnia mechanizmami cytotoksyczno$ci TBBPA.

Dla uzupekienia informacji o wplywie TBBPA na homeostaz¢ wapnia w neuronach
nalezy przypomnie¢, ze ta substancja okazata si¢ silnym inhibitorem napigciowo-zaleznych
kanatow wapniowych (Hendriks i wsp., 2012). Wyniki uzyskane w naszej pracowni
pokazaly, ze TBBPA indukuje wzrost [Zn?*]i w komérkach hodowli CGC, a takze w
srodowisku zewnatrzkomérkowym, ktéremu mozna po czgdci przypisaC  wplyw
neuroprotekcyjny (Zieminska i wsp., 2017b). Wedtug mojej wiedzy brak jest w literaturze

danych na temat wplywu TBBPA na homeostaz¢ innych kationdéw w neuronach.
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1.3. Glutaminian — metabolizm, funkcje i transport

Kwas glutaminowy jest aminokwasem bedacym nie tylko sktadnikiem biatek, lecz takze
bioracym udziat w przekazie sygnalu w uktadzie nerwowym. Glutaminian jest najczesciej
wystepujacym neuroprzekaznikiem pobudzajagcym w ukladzie nerwowym kregowcow
(Meldrum, 2000), a jego st¢zenic W szczelinie synaptycznej podczas pobudzenia neuronéw
moze wzrosng¢ do 1 mM. Jednak w krotkim czasie po pobudzeniu komoérek nerwowych
stezenie glutaminianu spada do warto$ci podstawowych tj. okoto 1 — 2 uM (Sopala i Danysz,
2005).

Rycina 5. Schemat przedstawiajacy synaps¢ glutaminianergiczna z uwzglednieniem metabolizmu,
uwalniania i wychwytu zwrotnego glutaminianu oraz wyst¢gpowania receptorOw jonotropowych.
Numerami oznaczono kluczowe zjawiska: (1) glejowy wychwyt zwrotny; (2) uwalnianie kwasu
glutaminowego z neurondéw presynaptycznych; (3) neuronalny wychwyt zwrotny; (4) stan zasobow
energetycznych neuronu; (5) AMPAR; (6) NMDAR; (7) potencjat blonowy neuronu (8) st¢zenie i
kompartmentalizacja jonow wapniowych. (wedtug Sopala i Danysz, 2005)

Glutaminian moze by¢ syntetyzowany z kwasu a-ketoglutarowego pochodzacego z cyklu
Krebsa w obecnosci NHs4 i NADPH lub na drodze deamidacji glutaminy dzigki aktywnosci
enzymu — glutaminazy (Ryc. 5). Nalezy rowniez wspomnie¢, ze glutaminian jest waznym
prekursorem w syntezie innego neurotransmitera — GABA — dzigki aktywnosci enzymu
dekarboksylazy glutaminianowej (Erecinska i Silver, 1990; Danbolt, 2011). Nadmiar
glutaminianu jest rowniez w sposob ciagly przeksztatcany do postaci a-ketoglutaranu poprzez
deaminacj¢ (przez GPT) lub przez transaminacj¢ (z udzialem transaminaz) i metabolizowany

kolejno przez cykl kwasow trojkarboksylowych do bursztynianu, fumaranu i jabtczanu (Foran i
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Trott, 2009). Uwolnienie glutaminianu z pecherzykéw synaptycznych do szczeliny
synaptycznej nastepuje za sprawg depolaryzacji blony komorkowej zakonczen
presynaptycznych neuronéw glutaminianergicznych. Czynnikiem wyzwalajacym uwalnianie
neurotransmiteréw, w tym glutaminianu z puli pecherzykowej jest wzrost stezenia Ca’* w
zakonczeniach synaptycznych. Zwigkszone stezenie glutaminianu pojawiajgcego si¢ w
szczelinie synaptycznej sa w stanie pobudzi¢ dwa rodzaje receptorOw: jonotropowe oraz
metabotropowe (Sopala i Danysz, 2005).

Receptory metabotropowe, sprzezone z biatkiem G, tworzag 3 grupy: | (mGIuRy i
mMGIuRs), Il (MGIuR2 i mGIuRs) oraz 1l (MGIuRs, mGIuRs, MGIuR7 i mMGIuRg) (Swanson i
wsp., 2005). Pierwsza grupa receptorow stymuluje fosfolipaze C, ktora katalizuje hydrolize
fosfatydyloinozytolu (PI) do IP3 i diacyloglicerolu (DAG). Trifosforan inozytolu przenika do
wnetrza komorki i moze aktywowaé receptory obecne na ER indukujac uwalnianie wapnia i
wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia Ca?*, natomiast DAG pehni role aktywatora dla kinazy
biatkowej C (PKC). Receptory grupy Il oraz Il majg wlasciwosci hamujace uwalnianie
neuroprzekaznikow i obnizenie aktywnos$ci cyklazy adenylowej (AC) powodujac tym samym
spadek poziomu cAMP wewnatrz komorki, aczkolwiek grupy te rdznig si¢ preferencjami w
stosunku do agonistow (Sopala i Danysz, 2005).

Odrgbng klasg receptorow, sa receptory jonotropowe typu NMDA, AMPA i KA.
Mechanizmowi dziatania NMDAR zostal poswigcony o0sobny podrozdziat (patrz 1.4),
poniewaz jego wadliwe dziatanie prowadzace do niekontrolowanego wzrostu [Ca®']i jest
uwazane za jedna z gtownych przyczyn $mierci komoérek w toksycznym dzialaniu TBBPA
(Zieminska i1 wsp., 2015). Receptory AMPA, ktore maja mniejsze powinowactwo do
glutaminianu niz NMDAR, maja podstawowe znaczenie w szybkim przekaznictwie
synaptycznym zachodzacym w ukladzie glutaminianergicznym. Ich kanat jonowy
przepuszczalny jest dla jednowartosciowych jonéw sodu oraz potasu, a wyjatkowo takze dla
Ca?* przy zmiennym skladzie podjednostkowym (Rogawski, 2013). Receptory kainianowe
(KA), mogg dziata¢ w dwojaki sposoéb — jako receptory jonotropowe oraz metabotropowe.
Posredniczg w depolaryzacji postsynaptycznej, moga modulowac presynaptyczne uwalnianie
neuroprzekaznikow takich jak GABA i glutaminian, ktore jest zalezne od stezenia Ca®*,
odgrywaja znaczaca role w powstawanie obwodéw nerwowych podczas rozwoju (Lerma i
Marques, 2013).

Transport glutaminianu przez bton¢ komoérkowa i btony wewnatrzkomorkowe odbywa

si¢ przy udziale trzech klas transporterow: EAAT’s (z ang. excitatory amino acid transporter),
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VGLUT (z ang. vesicular glutamate transporter) i XCT (cystine-glutamate antiporter)
(Danbolt, 2001). Pierwsza klasa transporterow dziala na zasadzie gradientu
elektrochemicznego jondw Na* i wyr6zni¢ w niej mozna 5 biatek: EAAT1 - EAATS, przy
czym okoto 90% transportu glutaminianu odbywa si¢ dzigki aktywnosci EAAT2 w komorkach
astrogleju (Holmseth i wsp., 2009). Prawidlowe dziatanie EAAT zalezne jest tez od gradientu
btonowego jonéw K* i H'. Na transport jednej czagsteczki glutaminianu przypada wymiana
3Na" i 1H" na 1K" (Danbolt, 2001; Kandel i wsp., 2013). Funkcja EAAT’s polega na
pobieraniu zwrotnym glutaminianu do neuronéw i komorek glejowych. Pecherzykowe
transportery glutaminianu klasy VGLUT dzielg si¢ na 3 podklasy: VGLUTI1-3, ich aktywnos$¢
zalezy od gradientu protonow, a rola polega na nagromadzaniu glutaminianu wewnatrz
pecherzykow synaptycznych, z ktorych nastepnie uwalniany jest on do synapsy (Shigeri i wsp.,
2004). Trzecig klasa transporterow glutaminianu jest tzw. wymiennik cystyna-glutaminian
(XCT). Transporter ten zostat po raz pierwszy opisany po zbadaniu ludzkich fibroblastow, jako
elektroobojetny cystynowy wymiennik glutaminianu, ktory podczas pobrania jednej czasteczki
cystyny do komorki, uwalnia jedng czasteczke glutaminianu z wngtrza komorki (Bannai, 1986).

Glutaminian jest gldownym mediatorem sygnatow pobudzajacych oraz plastycznosci
uktadu nerwowego. Dla zachowania prawidtowej funkcji neuronéw, glutaminian powinien by¢
obecny w odpowiednich stezeniach we wlasciwych miejscach 1 we wlasciwym czasie.
Nastepnie, komorki powinny wykazywac¢ odpowiednig wrazliwos¢ na glutaminian i w razie
niekontrolowanego wzrostu jego stezenia na zewnatrz komorek, uruchamia¢ sprawne
mechanizmy jego usuwania z odpowiednia wydajno$cig i specyfikg lokalizacyjng. Zarowno
nadmiar glutaminianu, jak i jego niedobdr sa szkodliwe. Nadmierna aktywacja receptorow
glutaminianowych moze pobudza¢ komorki nerwowe zbyt dhugo i intensywnie, co w efekcie
moze prowadzi¢ do ich $mierci, w procesie okreslanym jako ,,ekscytotoksycznos¢” (Danbolt,
2011).

W literaturze dostgpne sg tylko nieliczne informacje o wplywie TBBPA na transport 1
kompartmentacj¢ glutaminianu w neuronach. Reistad i wsp. (2007) opisali powolne narastanie
stezenia pobudzajacych aminokwaséw — glutaminianu 1 asparaginianu w $rodowisku
zewnatrzkomérkowym hodowli pierwotnych CGC eksponowanych na 10 uM TBBPA.
Mechanizm tego zjawiska autorzy powigzali z hamowaniem pobierania znakowanych
1zotopami neuroprzekaznikow, w tym glutaminianu, przez frakcj¢ synaptosoméw izolowanych
z kory mozgu szczura (Mariussen i Fonnum 2003), co sugeruje hamowanie przez TBBPA

wychwytu zwrotnego tego neuroprzekaznika. O udziale wzrostu zewnatrzkomoérkowego
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stezenia glutaminianu w neurotoksycznosci TBBPA $wiadczy takze obserwacja, ze MK-801,
antagonista NMDAR, obniza jego dziatanie toksyczne (Reistad i wsp., 2007; Zieminska i wsp.,
2015).

1.4. Receptory NMDA

W os$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN), receptory NMDA wyste¢puja powszechnie,
lecz ich najwicksza gestos¢ opisano w korze mozgowej, hipokampie (rejon CAl), przegrodzie,
jadrach podstawy i jadrze migdalowym. Wystepuja one przedewszystkim postsynaptycznie
(Sopala i Danysz, 2005). NMDAR to kanaly kationowe bramkowane glutaminianem o
wysokiej przepuszczalnos$ci dla jonow wapnia, odgrywajac wazng role w funkcjonowaniu
neuroné6w. Sa one kluczowe dla rozwoju OUN, generowania rytméw oddechowych i
ruchowych oraz procesow lezacych u podstaw uczenia si¢, pamigci i neuroplastycznosci. W
konsekwencji, nieprawidtowe poziomy ekspresji i zmieniona funkcja NMDAR skutkujg
licznymi zaburzeniami neurologicznymi i stanami patologicznymi (m. in. padaczka, depresja,
schizofrenig, chorobg Alzheimera oraz Parkinsona) (Blanke i VanDongen, 2009).

Receptory NMDA s3 heteromerycznymi kompleksami zltozonymi z czterech
podjednostek pochodzacych z trzech spokrewnionych rodzin: podjednostek NR1, NR2 i NR3
(Mori i Mishina, 1995). Podjednostka NR1 zawiera miejsce wigzania glicyny, podczas gdy
domena homologiczna na podjednostce NR2 zawiera miejsce wigzania glutaminianu. Dobrze
funkcjonujacy receptor reagujacy na agonistow takich jak glutaminian 1 glicyna wymaga
obecnosci zarowno podjednostek NR1, jak i NR2 (Ryc. 6). Badania wskazuja, ze pojedynczy
kompleks NMDAR zawiera dwie podjednostki NR1 i dwie podjednostki NR2 (Ryc. 6) (Laube i
wsp., 1998). Podjednostka NR3 moze tworzy¢ kompleksy z podjednostkami NR1, tworzac
receptor pobudzajacy, ktory reaguje na glicyne nie wymagajac przy tym obecnosci L-
glutaminianu (Chatterton i wsp., 2002). Dzigki alternatywnemu splicing’owi, wystepuje 8
roznych izoform podjednostki NR1: NR1-1a (najczesciej ekspresjonowana), NR1-1b, NR1-2a,
NR1-2b, NR1-3a, NR1-3b, NR1-4a, NR1-4b (Stephenson, 2006). Podjednostk¢ NR2 moga
tworzy¢ 4 izoformy: NR2A, NR2B, NR2C 1 NR2D (Teng i wsp., 2010).

-32 -



Rycina 6. Schemat receptora NMDA =z uwzglednieniem gléwnych miejsc modulujacych oraz
tetramerycznego uktadu podjednostek tworzacych receptor (schemat na podstawie pracy Sopala i
Danysz, 2005).

Receptor NMDA, jako jedyny spo$rdod receptoréw jonotropowych, posiada zalezng od
potencjatu blokade kanatu jonowego w ktdrej uczestniczag dwuwarto§ciowe jony magnezu —
Mg?* (Danysz i wsp., 1995). Kanat ten jest kompletnie blokowany przy potencjale btonowym -
70 mV, a wraz z depolaryzacja blokada ta maleje. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze sam kanat jest
waznym miejscem wigzania réznych substancji — tzw. blokerow kanatu receptora NMDA.
Takimi substancjami sg MK-801, memantyna, ketamina czy fencyklidyna (PCP), ktore
uwazane sg za antagonistow niekompetytywnych (tj. niekonkurujacych o miejsce wigzania z
glownym agonistg ani niedziatajagcych na miejsca allosteryczne). Zwiazki blokujace dziatanie
kanatu wymagaja jego wstepnej aktywacji, co jest warunkiem wejscia do wnetrza komorek |
kompletnego hamowania aktywnosci NMDAR (Sopala i Danysz, 2005). Szereg naturalnych i
syntetycznych substancji, w tym poliaminy, Zn?*, sterydy, odczynniki redoks sa modulatorami
receptorow NMDA. Dzialaja one na zewnatrzkomorkowe domeny receptora, zwiekszajac lub
zmniejszajac strumien jonéw Ca®* przeptywajacy przez kanaty NMDAR (Williams, 2009).
Wiadomo, ze obecnos¢ poliamin takich jak spermidyna czy spermina dodatkowo wzmacnia
aktywnos¢ pobudzonego przez glutaminian i glicyng receptora NMDA (Ransom i Stec, 1988).
Natomiast obecno$¢ jonéw Zn** wptywa hamujaco na receptor NMDA w dwojaki sposob —
zaleznie od jego stezenia. Niskie stezenia jonow cynku (1-10 uM) sg w stanie zmniejszac

prawdopodobienstwo otwierania si¢ kanaltu NMDAR, natomiast wyzsze stezenia (10-100 uM)
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cynku przy ujemnych warto$ciach potencjatu btony, dodatkowo wywotujg efekt szybkiej
blokady tego receptora (Christine i Choi, 1990).

W warunkach spoczynkowego potencjalu blonowego, jony Mg?* wnikaja do kanalow
NMDAR, ale w przeciwienstwie do przenikajacych jonéw Ca®*, wiaza si¢ $cisle i zapobiegaja
dalszemu wnikaniu jonow do komorki (Mayer i wsp., 1984). Jony magnezu wystepuja w
milimolowych stezeniach w $rodowisku zewngtrzkomoérkowym, podczas gdy jego
wewnatrzkomorkowe stezenie jest w zakresie mikromolowym, co skutkuje skierowana do
wewnatrz sita napedowa dla Mg?* przy ujemnych potencjatach blonowych. Do usuniecia tego
bloku i wyparcia jondéw magnezu z wnetrza kanaldow wymagana jest depolaryzacja o
wystarczajgcej amplitudzie i czasie trwania, tym samym umozliwiajac przeptyw dla jonow. W
rezultacie receptor NMDA dziata jak detektor koincydencji molekularnej: wydajna aktywacja
NMDAR wymaga zaréwno wystarczajaco silnej depolaryzacji, jak 1 presynaptycznego
uwalniania glutaminianu. To podwojne wymaganie wej$ciowe, wraz z ich powolng kinetyka
aktywacji 1 dezaktywacji, umozliwia NMDAR integracje z przychodzaca aktywnoscia
synaptyczng (Blanke i VanDongen, 2009). Ponadto posrod wielu kanatow jonowych
bramkowanych ligandami, receptory NMDA sa unikalne gdyz ich catkowita aktywacja
wymaga zwigzania dwoch agonistow: glutaminianu oraz glicyny (Johnson i Ascher, 1987).
Podczas gdy glutaminian jest uwalniany z zakonczen presynaptycznych, uwaza si¢, ze niskie
stezenia glicyny w Srodowisku zewnatrzkomorkowym otaczajacym synaps¢ sa wystarczajace,
aby umozliwi¢ aktywacje receptora. W pewnych obszarach mézgu D-seryna uwalniana przez
astrocyty jest rowniez endogennym agonista miejsca glicyny umozliwiajac komorkom
glejowym aktywna kontrole nad plastycznoscia synaptyczna (Panatier i wsp., 2006). Jony Ca2*
naptywajace do wnetrza komorki nerwowej przez aktywowany NMDAR s3 waznym
elementem regulacji wielu proceséw zachodzacych w cytozolu. Sa one w stanie modulowaé
transdukcj¢ sygnatu i szlaki metaboliczne dzigki lokalnym interakcjom z zaleznymi od wapnia
enzymami, przekaznikami wtornymi, Kinazami biatkowymi i fosfatazami czy biatkami
rusztowania (ang. scaffold proteins). Jony wapniowe obecne w cytozolu wptywaja rowniez na
biatka wigzace GTP i ich regulatory, czasteczki adhezyjne (Husi i wsp., 2000), oraz
zapoczatkowuja kaskade uwalniajaca wieksze ich ilosci z retikulum endoplazmatycznego.
Szereg badan przeprowadzonych na modelu pierwotnych hodowli CGC pokazato, ze TBBPA
istotnie wplywa na funkcjonowanie receptora NMDA. Poza wspomnianymi powyzej
pionierskimi badaniami Reistad i wsp., (2007), ktorzy przypisali endogennemu glutaminianowi

nagromadzajagcemu si¢ w przedziale zewnatrzkomérkowym role czynnika inicjujacego
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mechanizm neurotoksyczno$ci TBBPA, badania dotyczace udziatu NMDAR w toksycznoS$ci
TBBPA byty kontynuowane w naszej pracowni. Potwierdzono w nich, ze MK-801, antagonista
NMDAR, wptywa neuroprotekcyjnie na hodowle CGC inkubowane w obecnosci TBBPA
(Zieminska i wsp., 2012, 2015). Co wiecej, w tych badaniach po raz pierwszy wykazano
bezposrednio, ze TBBPA aktywuje pobieranie “°Ca przez hodowle CGC, a MK-801 hamuje ten
efekt, co pozwala na wnioskowanie, ze w tym modelu do§wiadczalnym istotnie dochodzi do
aktywacji NMDAR, 1 zZe te receptory posrednicza zarowno we  wzroscie
wewnatrzkomorkowego stezenia jonow wapnia, jak i w neurotoksycznym dziataniu TBBPA.

Cho¢ w $wietle omowionych powyzej wynikéw udziat NMDAR w cytotoksycznym
dziataniu TBBPA na neurony nie ulegal watpliwosci, szczegdétowy mechanizm aktywacji
NMDAR w neuronach eksponowanych na TBBPA pozostawal jednak niejasny. W niniejszej
pracy przetestowana zostata rowniez mozliwos¢ bezposredniej interakcji TBBPA z receptorem
NMDA.

1.5. Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest wynikiem gromadzenia si¢ w komorkach i tkankach nadmiaru
reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu (RNS), powszechnie definiowanych jako wolne rodniki
tlenowe i azotowe. Wolne rodniki tlenowe sa naturalnie wystepujacym metabolitem zdrowych
tkanek ssakow. Stres oksydacyjny to zaburzenie rownowagi pomiedzy produkcja wolnych
rodnikéw a dzialaniem systeméw obrony antyoksydacyjnej. Nadmiar (ok 1-3%) elektronow
moze wydostawac si¢ z taficucha oddechowego w mitochondriach i zamiast redukowac tlen do
wody generuje rodnik nadtlenkowy (O2"), bedacy gtéwnym przedstawicielem, a zarazem
zrodtem innych aktywnych form tlenu (Valko i wsp., 2007). Wolne rodniki tworzg si¢ rowniez
w wyniku B-oksydacji kwasow ttuszczowych i w kompleksach mitochondrialnych. Dysmutaza
nadtlenkowa typu 2 (SOD2) moze neutralizowa¢ O2" do nadtlenku wodoru (H20z), ktory jako
czasteczka obojetna uwalniany jest z mitochondriéw niezaleznie od ich stanu energetycznego
(Dikalov, 2011). H202 jest po czeSci neutralizowany przez peroksydaze glutationows, a
donorem elektronow jest glutation (GSH) — najwazniejszy przeciwutleniacz komorkowy.
Nadmiar uwolnionego H20> jest z kolei substratem dla powstajacego w reakcji Fentona rodnika
hydroksylowego ('OH), ktéry ma zdolno$¢ do uszkadzania DNA i RNA, a takze do
peroksydacji lipidow btonowych i wewnatrzkomoérkowych. Rodniki generowane sga réwniez
przez indukowang forme syntazy tlenku azotu (iNOS). Rodnik tlenku azotu (NO), dalej dla

uproszczenia definiowany jako tlenek azotu (NO) jest zrédtem reaktywnych form azotu, a
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zarazem ich najwazniejszym przedstawicielem. W zaleznosci od warunkéw Srodowiska
tkankowego, NO ulega przemianie do kationu nitrozoniowego (NO™), badz do anionu
nitroksylowego (NO™). Rodniki sg w stanie oddzialywa¢ z biatkami zmieniajac ich aktywnos$¢ i
konformacje (Droge, 2002), a takze przyczynia¢ si¢ do otwarcia megakanatow
mitochondrialnych (MPTP). W nast¢pstwie wystepuje stan niedoboru energetycznego, ktorego
odleglym  wynikiem moze by¢ przemieszczanie glutaminianu do  przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Nadmierne pobudzenie receptorow jonotropowych (glownie NMDA)
prowadzi do ekscytotoksycznosci (Bal-Price, 2001). Dodatkowym efektem gromadzenia si¢
glutaminianu jest zahamowanie do-komoérkowego transportu cystyny i spadek syntezy GSH
(Sattler i Tymianski, 2001). Brak odpowiednio szybkich reakcji antyoksydacji neutralizujacych
rodniki tlenowe prowadzi do zaburzenia rownowagi 1 nasilenia stresu oksydacyjnego
prowadzacego do uszkodzen komorek (Lennon i wsp., 1991).

Stres oksydacyjny jest waznym elementem ekscytotoksycznosci. Moze by¢ on wynikiem
nadmiernej aktywacji receptorow dla glutaminianu, destabilizacji komorkowej homeostazy
wapniowej w neuronach oraz dysfunkcji mitochondriow. Obecnie, w wielu pracach wskazuje
si¢ na istotny wplyw TBBPA na rozwoj stresu oksydacyjnego. Wywotane przez TBBPA
nagromadzenie ROS i produktow utleniania wolnych rodnikéw wykryto in vitro zarbwno w
hodowlach komorek nerwowych jak i obwodowych (Suh i wsp., 2017), lecz w obu
przypadkach doktadne mechanizmy tych zjawisk sa niejasne (Zieminska i wsp., 2017a)

Reistad i wsp. (2005, 2007) zaobserwowali, ze wzrost produkcji ROS jest zalezny od
stezenia TBBPA. Zauwazono tez, ze rozwdj stresu oksydacyjnego byt hamowany w
srodowisku niezawierajacym jonow Ca®*. Sugerowaé to moze role podwyzszonego stezenia
[Ca?*]i w indukcji stresu oksydacyjnego. Wczesniejsze badania przeprowadzone w Pracowni
Farmakoneurochemii IMDIK potwierdzity, ze TBBPA posiada wlasciwosci sprzyjajace
tworzeniu si¢ ROS 1 powstawaniu stresu oksydacyjnego (Zieminska i wsp., 2012). Istnieja
zatem podstawy do przypuszczania, ze powstawanie stresu oksydacyjnego w neuronach
eksponowanych na TBBPA moze by¢ efektem wtornym w stosunku do zaburzen homeostazy
Ca?* indukowanych przez TBBPA. Brak jest jednak bezposrednich dowodéw na zalezno$é
indukowanego przez TBBPA stresu oksydacyjnego od jonow wapnia i aktywacji receptorow
NMDA. Z drugiej strony, wiadomo réwniez, ze podwyzszone stezenie Ca?* w cytozolu
prowadzi¢ moze do przeladowania mitochondriow wapniem. Skutkowa¢ to moze
bezposrednim rozprz¢ganiem mitochondriow przez TBBPA, powodujac zwigkszenie

niezaleznej od Ca?* produkcji ROS w neuronach (Zieminska i wsp., 2017a).
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Badania aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych (SOD, katalazy i peroksydazy
glutationowej) wykazaty niewielki, lecz istotny spadek ich aktywnosci we frakcji erytrocytow
izolowanych z krwi cztowieka eksponowanej na TBBPA (Jarosiewicz i wsp., 2019). Wraz z
obnizeniem aktywnosci tych enzyméw zmniejszyta si¢ rowniez zawartos¢ zredukowanego
glutationu. Te dane sugerowa¢ mogg wptyw TBBPA na zaburzenia aktywno$ci systemu obrony

przeciwutleniaczy i w konsekwencji utraty rownowagi redoks (Jarosiewicz i wsp., 2019).

1.6. Ekscytotoksyczno$é

Pierwsze hipotezy o tym patologicznym procesie wystepujagcym w tkankce nerwowej
pojawity si¢ w poznych latach 60-tych, kiedy to zespot Olney’a zaobserwowal i opisat
neurotoksyczny efekt wywotany nadmiernym pobudzeniem neurondéw przez glutaminian
(Olney i Ishimaru, 1999). Poézniejsze badania wykazaly, ze nadmierne i1 dlugotrwate
pobudzenie receptorow glutaminianergicznych, prowadzi do niekontrolowanej depolaryzacji i
uszkodzen komorek nerwowych. W efekcie nastepuja zaburzenia homeostazy nie tylko
aminokwasow pobudzajacych (EAA), ale przede wszystkim jonéw wapnia, ktére odgrywaja
kluczows rol¢ w funkcjonowaniu uktadu nerwowego (Salinska i wsp., 2005). Waznym krokiem
milowym w zrozumieniu mechanizmu ekscytotoksycznosci byto odkrycie, ze w tym procesie,
wiodacym do nieodwracalnego uszkodzenia i1 $mierci neurondéw, posredniczy specyficzna
podklasa jonotropowych receptorow glutaminianowych, ktorych selektywnym agonista jest N-
metylo-D-asparaginian (NMDA), i ktére sa przepuszczalne dla jonow wapnia. Nadmierne
pobudzenie oraz wzrost aktywnosci NMDAR moze prowadzi¢ do zaburzenia homeostazy i
wzrostu wewnatrzkomorkowego stezenia Ca®* (Choi i wsp., 1988). W warunkach
prawidlowych, receptory NMDA posrednicza w naptywie do komorki jonow wapnia, ktore
regulujg procesy fizjologiczne takie jak plastyczno$¢ synaptyczna i pamieé. Zaburzenia w
prawidlowym dzialaniu tych receptorow moga powodowac patologiczny wzrost stezenia
wapnia wewnatrzkomorkowego (Li 1 Wang, 2016). Poza wysoka przepuszczalnosciag NMDAR
dla Ca?*, receptor ten cechuje si¢ powolng desensytyzacja, co moze skutkowaé nadmiernym
naptywem Ca?* do $wiatta komorki (Salinska i wsp., 2005). Role w indukcji
ekscytotoksycznosci  odgrywa  rowniez  zaburzone  funkcjonowanie  transporterow
glutaminianowych klasy EAAT (Foran i Trotti, 2009). Innym czynnikiem odgrywajacym
istotng role¢ w calym mechanizmie ekscytotoksycznosci jest stres oksydacyjny, ktory zostal
scharakteryzowany w poprzednim podrozdziale. Zaburzenia w utrzymywaniu homeostazy

[Ca?*]i oraz prawidlowej gospodarki energetycznej neurondéw moga prowadzié¢ do wyrzutu
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glutaminianu z zakonczen presynaptycznych, a takze zahamowania pobierania zwrotnego tego
neuroprzekaznika, cO skutkuje nagromadzaniem si¢ glutaminianu 1 W przestrzeni
pozasynaptycznej (Salinska i wsp., 2005). Podwyzszone 1 utrzymujace si¢ stezenie
glutaminianu lub wzrost wewngtrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia posredniczg w
promowaniu czynnikow transkrypcyjnych dla gendéw pro-apoptotycznych lub obnizeniu
poziomu czynnikow transkrypcyjnych dla genéw anty-apoptotycznych. Zatem efektem takiego
dziatania jest prowadzenie komorki na szlaki $mierci komoérkowej (Dong 1 wsp., 2009).
Ekscytotoksyczno$§¢ w zakresie wyzej omowionych procesoOw patologicznych moze by¢
poczatkiem wielu powaznych schorzen neurologicznych takich jak stany zawalowe czy
niedokrwienie mozgu (ischemia). Istnieja przestanki, ze mechanizmy ekscytotoksyczno$ci
uczestniczg w neurodegeneracji w takich przewlektych chorobach jak choroba Parkinsona,
Huntingtona, Alzheimera, stwardnienie boczne rozsiane i jaskra. Jednak specyficzna etiologia i
dokladna patogeneza zaburzen neurodegeneracyjnych pozostaje nieznana (Salinska 1 wsp.,
2005).

Wyniki eksperymentéw grupy Mariussen i Fonnum (2003) wykazaty hamujacy wplyw
TBBPA na pobieranie zwrotne glutaminianu do frakcji izolowanych synaptosoméw, a takze
zmiany w ich potencjale blonowym. Takie warunki sprzyjaja retencji glutaminianu w szczelinie
synaptycznej oraz aktywowaniu receptorow dla glutaminianu tj. NMDAR i AMPAR (patrz
podrozdziat 1.3). Efekt nadmiernej aktywnosci receptora NMDA zaobserwowano w badaniach
naszej pracowni testujacych udziat TBBPA w neurotoksycznosci w pierwotnych hodowlach
CGC (Zieminska i wsp., 2012). Badania te wykazaty istotny wzrost wewnatrzkomorkowego
stezenia jonéw wapnia zalezny od zastosowanego stezenia TBBPA. PodzZniejsze badania
wykazaty takze istotny wplyw receptoréw rianodynowych dzialajacych synergistycznie wraz z
receptorami NMDA w zaburzeniu homeostazy [Ca?']i wywotanej obecnoscia TBBPA
(Zieminska i wsp., 2015) (patrz podrozdziat 1.4). Wyniki wyzej wspomnianych badan ujawnity
réwniez kolejny wazny element sprzyjajacy rozwijaniu si¢ ekscytotoksycznos$ci, to jest stres
oksydacyjny, ktory odnosi si¢ do cytotoksycznoSci wywolanej przez wzrost produkcji
reaktywnych form tlenu (ROS), co dalej negatywnie wptywa na stan homeostazy wapniowe;j
oraz prace mitochondriow. Rodniki tlenowe sg produktami ubocznymi zarowno prawidtowych,
jak 1 nieprawidlowych proceséw metabolicznych wykorzystujacych tlen czasteczkowy (patrz
podrozdziat 1.5).

Nieprawidtowosci zwigzane z wyzej omodwionymi mechanizmami niewatpliwie

prowadza do spadku przezywalnosci neuronéw, a co zostalo zaobserwowane przez wielu
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autorow. Potencjat neurotoksyczny TBBPA zaobserwowano w badaniach grupy Reistad i wsp.
(2007), w ktorych wykazano znaczny spadek przezywalnosci komorek hodowli CGC
eksponowanych na TBBPA. Inni autorzy zauwazyli réwniez cytotoksyczne dzialanie TBBPA
na lini¢ komérkowa TM4 wywodzaca si¢ z komorek Sertoliego (Ogunbayo 1 wsp., 2007).
Badania grupy Hendriks i wsp. (2012) prowadzone na komorkach linii B35 oraz PC12 rowniez
wykazaly znaczacy spadek ich przezywalnosci po ekspozycji na wysokie stezenia TBBPA.
Zauwazono tez, ze TBBPA indukuje $mier¢ komorek stuchowych linii HEI-OC1 w hodowlach
in vitro (Park i wsp., 2016). Badania prowadzone w naszej pracowni (Zieminska i wsp. 2012,
2015) takze wykazaly zalezny od st¢zenia TBBPA spadek przezywalnosci eksponowanych
komorek hodowli CGC.

W zwigzku z przedstawionymi wyzej wynikami badan réznych badaczy, mechanizm
cytotoksycznego dziatania TBBPA na neurony mozna wstgpnie zakwalifikowa¢ do
ekscytotoksycznosci. Jednak sa niejasno$ci dotyczace poszczegdlnych mechanizmow
szczegdtowych. Nie jest jasny mechanizm aktywacji NMDAR w neuronach eksponowanych na
TBBPA, ani tez jaka jest wzajemna zalezno$é stresu oksydacyjnego i wzrostu [Ca?*]i, czy tez
jaki jest zwiazek miedzy wzrostem [Ca?*]i a nagromadzaniem si¢ glutaminianu w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Te zagadnienia zostang omoéwione Szczegdtowo w rozdziale

poswieconym hipotezom roboczym.

1.7. Smieré neuron6w

Obecnie uznaje si¢, ze wiekszos¢ przypadkow $mierci neuronow jest wynikiem aktywacji
dobrze zorganizowanych procesow komorkowych prowadzacych do dezintegracji komorki
(Chi i wsp.,2018). Smieré komoérkowa jest nie tyle wysoce regulowanym, ale i kluczowym
mechanizmem w utrzymaniu prawidlowych funkcji komorek jak i catych tkanek (Fricker i
wsp., 2018). Zjawisko kontrolowanej $mierci komorkowej przyjeto nazwe programowanej
$mierci komorkowej (PCD — z ang. programmed cell death). PCD jest procesem, w ktorym
eliminowane sg komorki zbedne i uszkodzone, co pozwala na utrzymanie fizjologicznej
homeostazy uktadéw organizmu. Proces ten zachodzi réwniez w trakcie neurogenezy, a takze
w adaptacji do warunkow $rodowiska oraz w reakcji na abiotyczny i biotyczny stres
srodowiskowy (Godlewski i Kobylinska, 2016).

Obecnie przyjmuje si¢, ze okolo potowa neurondéw wytwarzanych w nadmiarze podczas
neurogenezy umiera przed zakonczeniem dojrzewania centralnego i obwodowego uktadu

nerwowego. PCD odgrywa réwniez gtowna role w procesie starzenia si¢ fizjologicznego, a
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takze w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych (Lossi i wsp., 2015). Smieré neuronéw nie jest
jedynie "autonomicznym zdarzeniem komoérkowym", ale czesto jest wspomagana lub
wyzwalana poprzez interakcje z sgsiednimi komoérkami nerwowymi i glejowymi (Fricker i
wsp., 2018). Wyroznia si¢ wiele rodzajow $mierci koméorkowej (Tabela 1), lecz poprzez
molekularng specyficzno$¢ kazdego z nich, rozrdznienie to nie zawsze jest tatwe i jasne.

Uwaza si¢, ze dwoma glownymi drogami $mierci neuronéw sg apoptoza i nekroza, a
réznice migdzy tymi rodzajami $mierci komoérkowej mozna dostrzec badajagc morfologie
komorek oraz integralno$¢ blony komorkowej (Chi i1 wsp., 2018). Nalezy takze uwzglednic¢
autofagie, ktora jest procesem nie tylko regulujgcym prawidlowe funkcjonowanie neuronow,
lecz takze moze by¢ waznym elementem neurodegeneracji (Nikoletopoulou i Tavernarakis,
2018).

Apoptoza, charakteryzuje si¢ kurczeniem si¢ komorki i rozpadem cytoszkieletu,
kondensacja chromosoméw, a w poznej fazie tego mechanizmu - fragmentacja DNA (Toné i
wsp., 2007). Podczas tego procesu tworza si¢ ciala apoptotyczne, a zawarto§¢ komoérek nie
przedostaje si¢ na zewnatrz komorki, co nie wywotuje reakcji immunologicznych. Proces
apoptozy moze by¢ aktywowany przez kilka szlakow sygnalizacyjnych, jednak niezaleznie od
rodzaju szlaku, w cytoplazmie aktywowane sg kaspazy. Wazng cechg tych enzymoéw jest
zdolno$¢ do samoaktywowania, tak wiec aktywacja jednej z kaspaz powoduje reakcje
tancuchowg aktywacji kaspaz zwang rowniez kaskada kaspaz (Paduch 1 wsp., 2015). Z punktu
widzenia niniejszej rozprawy, wymagajacym wyroznienia wydaje si¢ by¢ szlak wewngtrzny
(mitochondrialny), ktorego gldownym mechanizmem inicjujacym przekazanie sygnatu do
rozpoczecia apoptozy sa nie tylko wzrost stezenia ROS oraz nieprawidlowosci w
funkcjonowaniu mitochondriéw, lecz takze zaburzenia homeostazy Ca?".

Zaburzenia te wraz z obecnoscig nieprawidtowo sfaldowanych biatek moga takze
aktywowac szlak siateczkowy, ktory z jednej strony zalezny jest od aktywacji Bax, a z drugiej
zostaje inicjowany jeszcze przed uwolnieniem cytochromu ¢ do cytoplazmy. Nalezy jednak
wspomnie¢, ze oprocz pro-apoptotycznych czynnikow, majacych za zadanie aktywowac
apoptoze¢ (np. Bak, Bax, Bcl-Xs, mitochondrialne biatka szoku termicznego) obecne sg rowniez
czynniki anty-apoptotyczne, ktére zapobiegaja jej aktywacji (np. Bcl-2, Bcl-X, Bcl-w,
cytoplazmatyczne biatka szoku cieplnego). O przezyciu komorki lub jej $mierci drogg apoptozy
decyduje jednak stosunek zawarto$ci biatek o aktywno$ci pro-apoptotycznej do biatek anty-
apoptotycznych (Paduch i wsp., 2015; Godlewski i Kobylinska, 2016).
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Tabela 1. Poréwnanie cech wystepujacych podczas roéznych proceséw programowanej S$mierci
komoérkowej (wedtug Cao i Dixon, 2016).

Rodzaj $mierci

komérkowej Bodziec wywolujacy Procesy inicjacji Cechy szczegélne
Apoptoza:
Zewnetrzna | - przytaczenie si¢ ligandu - aktywacja receptorow Smierci - aktywacja kaspaz
$mierci do rodziny TNF - uwolnienie
receptorow czynnika nekrozy | - rekrutacja biatek adaptorowych cytochromu ¢
nowotwordéw (TNF) tj. cytoplazmy (tj. FADD, - tworzenie pecherzéw na
FasL/FasR, TNFo/TNFR1, TRADD) blonie komorkowej
Apo3L/DR3, Apo2L/DR4, - fra tacia iadra kom.
gmentacja jg
Apo2L/DR5 - kondensacja chromatyny
. ; - transport fosfatydyloseryny
Wewnetrzna | - USZkOdze_me DN'_A ) utrata potencjatu (PS) na zewnatrz btony
- wycofanie czynnika wzrostu mi¢dzybtonowego w komérkowej
- hipoksja mitochondriach
- infekcja wirusowa - permeabilizacja zewngtrznej
- toksyny btony mitochondrialnej
- hipertermia (MOMP)
- uwolnienie pro-apoptotycznych
biatek do cytozolu
(tj. cytochrom c)
Nekroptoza - przylaczenie si¢ ligandu - aktywacja TRNF1 - permeabilizacja blony
$mierci (np. Fas, TNFa, - rekrutacja biatek komorkowej
TRAIL) do receptorow TNF RIPK1 i TRADD - kurczenie si¢ organelli
neuronéw z zahamowanym komorkowych (np.
dziataniem kaspazy mitochondriéw)
Ferroptoza - zatrzymanie importu cystyny | - zahamowanie systemu x¢~ - peroksydacja lipidow

(np. przez erastyne, SAS,

- zahamowane GCL

- zalezno$¢ od obecnosci

glutaminian) - zahamowanie GPX4 zelaza
- wyczerpanie zasobow
glutationu (np. przez BSO)
- inaktywacja GPX4 (np. przez
RSL3)
- wyczerpanie zasobow
aminokwasow w obecnosci
surowicy i glukozy
Toksycznosé - wysokie stezenia - zahamowanie systemu X¢” - produkcja ROS przez
oksydacyina wywotana zewnatrzkomorkowego powodujaca wyczerpanie mitochondria
lutamini glutaminianu zasobow glutationu - naplyw Ca?*
glutaminianem - stres oksydacyjny

Autofagia

- nadekspresja bialek anty-
apoptotycznych Bcl-2 lub
Bcl-xL

- podanie etopozydu,
tapsigarginy, staurosporyny

- zwickszenie ekspresji genu
zwigzanego z autofagia (Atg5 i
Atgb)

- sekwestracja zawartosci
cytoplazmatycznej w
autofagsomie i autolizosomie
na duzg skale
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Nekroza do niedawna uwazana byla wylgcznie za prosty, pasywny i prozapalny
mechanizm $mierci komodrkowej wywotywanej przez przypadkowe czynniki zewngtrzne
prowadzace do wyczerpania zasobow ATP, zwigkszenia przepuszczalnosci blony i uwolnienia
zawartosci wewnatrzkomoérkowej poza btone komorkows. Jednakze, nekroza okazuje si¢ by¢
rownie skomplikowanym 1 regulowanym mechanizmem w podobnym stopniu jak apoptoza
(Feoktistova i Leverkus, 2015). Jako rodzaj $mierci nekrotycznej regulowanej, wyodrgbniono
nekroptoze, ktéra zostata opisana jako powszechna, nieapoptotyczna $ciezka $mierci komorki,
wywotana szeregiem bodzcow pozakomorkowych, np. przez czynnik martwicy nowotworu (z
ang. tumor necrosis factor - TNF). Nekroptoza byta obserwowana przede wszystkim wtedy,
gdy wewnatrzkomorkowa sygnalizacja apoptotyczna byta hamowana. Pierwotnie definiowano
ja, jako $mier¢ komorki charakteryzujaca si¢ nekrotyczng morfologia $mierci komorki,
jednoczesng aktywacja autofagii i jej zalezno$cig od funkcji kinazy RIPK1 (Degterev, 2005).
Nastepnie mechanizm nekroptozy zdefiniowano bardziej szczegdlowo, kiedy okazato sie, ze
kinazy RIPK majg zdolnos¢ do fosforylacji i aktywacji kinazy MLKL (z ang. mixed lineage
kinase domain-like) powodujac jej oligomeryzacje, prowadzac do zmian w przepuszczalnosci
blony plazmatycznej oraz organelli (Vandenabeele, 2010). Nekroptoza nie jest jednak jedyna
forma kontrolowanej nekrozy. Poznany zostal mechanizm nekrozy mitochondrialnej sprzezonej
z MPTP, ktéra charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem przepuszczalno$ci wewngtrznej blony
mitochondrialnej i zaleznym od cyklofiliny D (CypD) powstawaniem MPTP (Linkermann i
Green, 2014). Powstawanie MPTP uwaza si¢ za inicjacje apoptozy wewngtrznej poprzez
uwalnianie biatek pro-apoptotycznych do cytoplazmy, jednak istniejg przestanki, ze moze
réwniez wywotywac nekroze (Galluzzi i wsp., 2014). Inng formg regulowanej nekrozy jest
ferroptoza, ktora charakteryzuje si¢ zaleznym od Zzelaza kurczeniem mitochondriéw i
akumulacjg reaktywnych form tlenu (ROS) (Dixon i wsp., 2012). Ferroptoza inicjowana jest
przez nieprawidtowe dziatanie mechanizméw obrony antyoksydacyjnej zaleznej od glutationu,
co prowadzi do niekontrolowanej peroksydacji lipidow i dalej $mierci komorki. Nastepuje
takze zahamowanie syntezy glutationu i zaleznego od niego enzymu — peroksydazy
glutationowej 4 (GPX4) (Cao i Dixon, 2016). Cho¢ ferroptoza rézni si¢ od apoptozy zaréwno
pod wzgledem morfologii, jak i sygnalizacji biochemicznej, niektorzy autorzy uwazaja ja za
specyficzng forme nekrozy regulowanej (Vanden Berghe i wsp., 2014).

Innym, bardzo ciekawym i specyficznym mechanizmem zaliczanym do programowanej
smierci komodrkowej jest autofagia. Autofagia jest niezbednym mechanizmem komoérkowym,

ktory odgrywa role "sprzatacza" w normalnych procesach fizjologicznych, w tym usuwania
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agregatow 1 zle pofaldowanych bialek, usuwania uszkodzonych organelli komoérkowych,
regulacji wzrostu i starzenia si¢ komorek. Autofagia jest rowniez zaangazowana w funkcje
biologiczne, takie jak rozwdj, zroznicowanie komorkowe, obrona przed patogenami, toksynami
1 brakiem sktadnikow odzywczych (Ravanan i wsp., 2017). Proces autofagii, mimo ze w
warunkach fizjologicznych wystepuje w ograniczonym zakresie, jest niezwykle istotny dla
utrzymania zywotnoS$ci i przezywalnosci komdrek w warunkach stresu (Paduch i wsp., 2015).
Gléwny mechanizm autofagii opiera si¢ na dziataniu rodziny biatek zwigzanych z autofagia
(Atg), ktore w specyficzny sposdb uczestnicza na réznych etapach procesu autofagicznego,
jakimi sg indukcja, rozpoznawanie i selekcja tadunku, tworzenie pecherzykow, synteza wakuoli
autofagosomalnych, rozktad tadunku, a nastepnie uwalnianie produktow degradacji z
powrotem do cytosolu (Lossi i wsp., 2015).

Pomimo tak zréznicowaych mechanizméw, wskazuje si¢ rowniez na funkcjonalne
interakcje miedzy autofagia a innymi rodzajami $mierci komorek. W odpowiedzi na stres
metaboliczny autofagia moze opdzniaé apoptoze, z drugiej jednak strony moze tez stanowic
szlak alternatywny dla komorek, ktore nie sa w stanie zaktywowac apoptozy. Z Kkolei
inaktywacja ochronnej funkcji autofagii silnie promuje nekrotyczng $mieré komorek (Paduch i
wsp., 2015). Spekuluje sie, ze zar6wno nadmierna jak i zbyt niska aktywnos$¢ autofagii moze
wplywaé na przezycie neurondw i sprzyja¢ powstawaniu chordéb neurodegeneracyjnych
(Kesidou i wsp., 2013). Wykazano, ze warunkowy knock-out genow atg5 i atg7, biorgcych
udziat w autofagii, przyczynil si¢ do powstania agregatoéw biatkowych w mozgu myszy i
neurodegeneracji (Komatsu i wsp., 2006). Z kolei inna grupa badaczy wykazata, ze glutaminian
lub GABA, moga wplywac na proces autofagii neuronéw za pomocg mechanizméow, ktore
mogg obejmowac szlak mTOR (Nikoletopoulou i Tavernarakis, 2018). Shehata i wsp. (2012)
zaobserwowali, ze w neuronach moze wystapi¢ autofagia zalezna od NMDAR poprzez
hamowanie szlaku PI3K-Akt-mTOR. Ten mechanizm moze prowadzi¢ do degradacji AMPAR,
sugerujac tym samym, ze autofagia moze by¢ czynnikiem przyczyniajagcym si¢ do
plastycznosci synaptycznej zaleznej od NMDAR.

Na poziomie badan podstawowych dotyczacych udziatu $mierci komorkowej w
procesach zachodzacych w tkance nerwowej, trudno wyodrebni¢ poszczegdlne mechanizmy
odpowiadajace wylacznie za dany proces $mierci komorki, a wzajemne oddzialywanie (tzw.
cross-talk) miedzy apoptoza, nekrozg i autofagia zostaly juz zauwazone i opisane przez
Nikoletopoulou 1 wsp. (2013). Rozw¢j stanéw  patologicznych oraz  chorob

neurodegeneracyjnych czesto wigze si¢ z takimi zjawiskami cytotoksycznymi, jak zaburzenia
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homeostazy jonowej, wzrost tworzenia reaktywnych form tlenu, ekscytotoksyczno$e,
dysfunkcja synaptyczna, produkcja niefunkcjonalnych biatek, tworzenie si¢ agregatow
biatkowych, a takze upo$ledzenie uktadow degradacji bialek i funkcjonowania retikulum
endoplazmatycznego, powstawanie uszkodzen w DNA, dysfunkcja mitochondriow, zaburzenia
cyklu komorkowego (Seward i wsp., 2013).

Badanie mechanizmow $mierci neuronéow w hodowlach in vitro po ekspozycji na TBBPA
zostalto zainicjowane przez Reistad i wsp., (2007), ktorzy wykazali, ze TBBPA moze zaburza¢
integralno$¢ blony komorkowej wskazujac na nekrotyczny charakter $mierci komorek, a
jednoczesnie zaobserwowali zmiany przypominajgce apoptoze bez aktywacji kaspaz. Jednak
dalsze badania wykazatly obecno$¢ klasycznej aktywno$ci apoptotycznej w hodowlach
neuronow eksponowanych na TBBPA (Al-Mousa i Michelangeli, 2012; Szychowski i
Wojtowicz, 2016; Suh i wsp., 2017), tym nie mniej rola kaspaz w procesie apoptozy
indukowanej TBBPA w hodowlach CGC wymaga doktadniejszych badan. Brak jest natomiast

informacji dotyczacych udziatu autofagii w cytotoksycznym dziataniu TBBPA na neurony.

2. Zalozenia i cel pracy

Omoéwione W podrozdziale 1.6 niejasnosci dotyczace szczegdblow mechanizmu ostrej
cytotoksycznosci TBBPA, ktéora mozna wstepnie zakwalifikowaé, jako toksycznosé
pobudzeniowa (ekscytotoksycznos¢), sklonity mnie do podjecia badan majgcych na celu
wyjasnienie tych zagadnien. Cho¢ wiadomo, ze skutkami dziatania TBBPA na neurony sa
wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia ([Ca']i), stres oksydacyjny oraz
deenergizacja mitochondriow, istniejg kontrowersje dotyczace zalezno$ci przyczynowo-
skutkowych miedzy tymi zjawiskami. Podejmujac si¢ proby ich wyjasnienia wysungtem
hipoteze, ze indukowane przez TBBPA zaburzenia homeostazy wapnia sa mechanizmem
inicjujagcym zaroéwno stres oksydacyjny jak i1 depolaryzacje blon mitochondrialnych. Nastepnie,
rozpatrujac potencjalne mechanizmy znanego efektu aktywacji NMDAR w neuronach
eksponowanych na dzialanie TBBPA, uwzglednitem trzy hipotezy mogace wyjasni¢ to
zagadnienie i podjatem si¢ ich zbadania. Niejasnym zagadnieniem, takze wyselekcjonowanym
do zbadania w tej rozprawie, byto ustalenie roli destabilizacji homeostazy wapnia oraz stresu
oksydacyjnego w indukcji $mierci neuronéow po ekspozycji na TBBPA, oraz okreslenie udziatu
w tym procesie nekrozy, apoptozy i autofagii. W dalszej cz¢sci rozdziatu zostang szczegotowo

wymienione zalozenia uzasadniajace podjecie tych badan.
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2.1. Hipoteza o kluczowej roli wzrostu [Ca?*]i w indukcji stresu oksydacyjnego i

deenergizacji mitochondriéw po ekspozycji na TBBPA

Toksyczne dzialanie TBBPA na neurony zostalo po raz pierwszy wykazane w pracy
Reistad 1 wsp. (2007), ktorzy podawali TBBPA do hodowli pierwotnych komorek ziarnistych
mozdzku (CGC) szczura. Ci sami autorzy wykazali tez wywotane przez TBBPA zaburzenia
transdukcji sygnahu, wzrost [Ca?*]; oraz indukcje stresu oksydacyjnego, przy czym MK-801,
niekompetycyjny antagonista i bloker kanalu receptora NMDA, czeSciowo obnizat
cytotoksyczne dzialanie TBBPA, ale nie mial wplywu na wskazniki stresu oksydacyjnego. W
tych badaniach stres oksydacyjny byt jednak hamowany podczas hodowania neuronéow w
srodowisku bezwapniowym. Wczesniejsze badania naszej pracowni (Zieminska i wsp., 2012,
2014a, 2015) wykazaty role NMDAR we wzro$cie [Ca?"]i oraz potwierdzily indukcje stresu
oksydacyjnego w CGC eksponowanych na TBBPA, brak byto jednak w tych pracach dowodéw
na wzajemne powigzania mechanizmoéw tych efektow. Sa doniesienia wskazujace na to, ze
TBBPA ma wtasciwos$ci podobne do wolnego rodnika (Szychowski i wsp., 2016), i w zwigzku
z tym jest mozliwo$¢ bezposredniej indukcji przez TBBPA stresu oksydacyjnego w
komorkach. Indukowany przez TBBPA stres oksydacyjny, poprzez zaburzenie funkcji biatek
uczestniczacych w transporcie wapnia w komoérkach moglby si¢ przyczyni¢ do wzrostu [Ca?'];
(Ogunbayo i wsp., 2008). Wiadomo jednak od dawna, ze dtugotrwaly i niekontrolowany wzrost
[Ca?*]i moze indukowaé stres oksydacyjny (Choi, 1985; Salinska i wsp. 2005; Szydlowska i
Tymianski, 2010; Salinska i Lazarewicz, 2012). To sklonilo mnie do testowania hipotezy
roboczej, w mysl ktérej wzrost [Ca?*]i jest wezesniejszym niz stres oksydacyjny elementem
tancucha przyczynowo-skutkowego cytotoksycznosci TBBPA w neuronach. Sadzi¢ réwniez
mozna, ze indukowany przez TBBPA wzrost [Ca?]i w CGC moze byé czynnikiem pierwotnym
wobec depolaryzacji, i1 co za tym idzie deenergizacji mitochondriow. Jest to zgodne z
powszechnie znanym zjawiskiem buforowania przez mitochondria jonéw wapnia z cytosolu,
oraz szkodliwosci przetadowania tych organelli jonami Ca?* (Salinska i wsp. 2005; Szydlowska
1 Tymianski, 2010; Salinska 1 Lazarewicz, 2012). Jednak poza przecigzeniem mitochondriow
wapniem, ktére moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego, w oparciu o wyniki badan na
hepatocytach szczura postulowano takze mozliwo$¢ bezposredniego dzialania TBBPA na
mitochondria i ich rozprzegania, co mogloby skutkowaé zwiekszona i niezalezng od [Ca?'];
produkcja ROS w neuronach (Nakagawa et al., 2007). Za wlasciwe narzedzie do planowane;j
weryfikacji roli wapnia w indukcji stresu oksydacyjnego i deenergizacji mitochondriéw w

CGC eksponowanych na TBBPA uznatem jednoczesne stosowanie antagonistow NMDAR
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(MK-801) i ligandow RyR (rianodyny i bastadyny). Jak wykazaly poprzednie badania naszej
pracowni, takie postepowanie catkowicie zapobiega indukowanemu przez TBBPA wzrostowi
[CaZ*]i (Zieminska i wsp. 2014). Zaplanowatem takze uzycie zmiataczy wolnych rodnikéw do
zahamowania stresu oksydacyjnego oraz cyklosporyny A do zahamowania formowania si¢

megakanatow mitochondrialnych (MPTP).

2.2. Proponowane hipotezy mechanizmu aktywacji NMDAR w neuronach
eksponowanych na TBBPA
2.2.1. Hipoteza o bezposredniej aktywacji NMDAR przez TBBPA

Zostala postawiona hipoteza robocza, ktora postuluje mozliwos¢ bezposredniej
modulacji allosterycznej kompleksu receptora NMDA przez TBBPA lub wptywu TBBPA
na miejsca specyficznego wigzania glutaminianu lub/i glicyny (Ryc. 7). Postanowitem
testowac t¢ hipoteze przy wykorzystaniu frakcji blon komodrkowych izolowanych z kory
moézgu szczura, poprzez badanie wplywu TBBPA na wigzanie specyficzne znakowanych
ligandow NMDAR, [®H]glutaminianu i [*H]glicyny, a stopien aktywacji kanatu NMDAR
ocenia¢ przez badanie specyficznego wigzania do bton [*HJMK-801, niekompetycyjnego

antagonisty NMDAR wigzacego si¢ do otwartego kanatu tego receptora.

Rycina 7. Hipotetyczne mechanizmy neurotoksycznego dziatania TBBPA. [1] Bezposrednia interakcja z
kompleksem receptora NMDA, oraz [2] posrednia aktywacja NMDAR poprzez depolaryzacj¢ blony
komorkowe;.
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2.2.2. Hipoteza o potegowaniu przez TBBPA aktywaciji NMDAR droga posrednia, poprzez

depolaryzacije bltony komérkowej neuronow

Wysungli$my hipotezg postulujaca, ze TBBPA wptywajac bezposrednio na biatka
regulujgce potencjat blonowy, lub tez posrednio, poprzez deenergizacje komorek, moze
sprzyja¢ depolaryzacji neurondw, co by potegowalo aktywacje kanalow NMDAR,
prowadzac do zaburzen homeostazy wapniowej i dalej $mierci komorkowej (Ryc. 7). Dla
weryfikacji tej hipotezy i wyjasnienia czy s3 podstawy do postulowania wplywu TBBPA na
aktywno$s¢ NMDAR poprzez depolaryzacje neurondéw, zaplanowatem przeprowadzenie
eksperymentéw z wykorzystaniem hodowli pierwotnych CGC, na ktérych zbadano wptyw
TBBPA na potencjal blonowy. W CGC eksponowanych na TBBPA mozna oczekiwacd
depolaryzacji, w ktorej posrednicza NMDAR, natomiast eksperymenty zmierzaty do
ujawnienia indukowanej przez TBBPA depolaryzacji, niezwigzanej z aktywacja
jonotropowych receptorow dla glutaminianu, a zwlaszcza NMDAR. W badaniach, jako
wskaznika zmian potencjalu postanowilem wykorzystaé wrazliwg na potencjal sonde
fluorescencyjng oxonol VI. Zaplanowalem zastosowanie antagonistow receptorow
mogacych uczestniczy¢ w depolaryzacji btony komoérkowej: MK-801 dla wytaczenia kanatu
receptora NMDA, CNQX dla zablokowania AMPAR oraz TTX dla zahamowania
bramkowanych napigciem kanalow sodowych (VGSC).

2.2.3. Hipoteza o roli dekompartmentacji endogennego glutaminianu w aktywacji NMDAR

w neuronach eksponowanych na TBBPA

Dla testowania hipotezy o kluczowej roli wzrostu zewnatrzkomdrkowego stgzenia
glutaminianu w mechanizmie aktywacji NMDAR w CGC eksponowanych na TBBPA,
zaplanowalem seri¢ badan z uzyciem zaréwno hodowli pierwotnych CGC, jak 1 frakcji
izolowanych zakonczen synaptycznych, w celu badania wskaznikow aktywnosci NMDAR 1
hipotetycznej dekompartmentacji glutaminianu. Bezposredniemu potwierdzeniu testowane;j
hipotezy mialy stuzy¢ eksperymenty, w ktorych miarg aktywacji NMDAR w hodowlach
CGC eksponowanych na TBBPA byt wzrost pobierania “°Ca, ktéry jak wiadomo jest
wrazliwy na hamowanie przez MK-801 (Zieminska i wsp., 2015). Dowodem na role
glutaminianu byloby zahamowanie tego zjawiska gdy Srodowisko inkubacyjne zostalo
wzbogacone w uktad enzymatyczny rozktadajacy glutaminian, opisany w badaniach innych
autorow przeprowadzonych na tym samym modelu do§wiadczalnym (Pearce 1 wsp., 1987;

Didier i wsp., 1993).
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Rozpatrujac hipotetyczne mechanizmy wzrostu stezenia glutaminianu w srodowisku
inkubacyjnym, mogacego doprowadzi¢ do aktywacji NMDAR w CGC eksponowanych na
TBBPA, nie mozna pomingé mozliwosci jego zaleznego od Ca®* uwalniania z puli
neuroprzekaznikowej, zlokalizowanej w pecherzykach zakonczen synaptycznych. Do
testowania tej hipotezy, w eksperymentach prowadzonych na CGC, jako narzedzi
farmakologicznych postanowilem zastosowa¢ kombinacj¢ blokerow mobilizacji wapnia
wewnatrzkomoérkowego rianodyne i bastadyne, i mierzy¢ indukowang przez TBBPA
depolaryzacje neurondw, jako wskaznika aktywacji jonotropowych receptorow dla
glutaminianu. Jako alternatywne wytlumaczenie mechanizmu nagromadzania si¢
endogennego glutaminianu w przestrzeni zewnatrzkomorkowej nalezy uwzgledni¢ hipoteze
opartag na danych z pracy Mariussen and Fonnum (2003), w ktorej autorzy wskazuja na
hamowanie przez TBBPA transportu zwrotnego glutaminianu w synaptosomach. Mozna
spekulowaé, ze moze to by¢ wynikiem pokazanej w tej samej publikacji depolaryzacji
synaptosoméw, a pierwotnym punktem uchwytu moze by¢ deenergizacja mitochondriow
(Zieminska 1 wsp., 2017a) prowadzaca do zaburzenie energetyki komorki, ubytku ATP i
zahamowania Na'/K*-ATPazy. To mogtoby prowadzi¢ do odwrocenia kierunku migracji
glutaminianu przez transportery i przemieszczania glutaminianu komodrkowego do
przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (Nicholls, 2004).

Do zalegania glutaminianu w przestrzeni zewnatrzkomorkowej moze przyczynic si¢
zahamowanie pobierania zwrotnego tego neuroprzekaznika (Mariussen i Fonnum 2003), dla
weryfikacji tej hipotezy postanowilem poréwna¢ dziatanie TBBPA na pobieranie
glutaminianu przez synaptosomy z efektem uznanego inhibitora transportera glutaminianu,
L-PDC.

Konsekwencja nalozenia si¢ na siebie dwu omoéwionych powyzej hipotetycznych
mechanizméw prowadzacych do retencji glutaminianu w przestrzeni synaptycznej, moze
by¢ przelewanie si¢ nadmiaru tego neuroprzekaznika do okolic pozasynaptycznych 1
aktywacji zlokalizowanych tam NMDAR o odmiennym niz klasyczne receptory
synaptyczne skladzie podjednostkowym i wilasciwosciach farmakologicznych. Istnieja
doniesienia, ze memantyna, jako bezkompetycyjny antagonista NMDAR, preferencyjnie
hamuje receptory NMDA zlokalizowane pozasynaptycznie. Dla pehiejszego
scharakteryzowania  hipotetycznych, zaleznych od  endogennego  glutaminianu

mechanizmow aktywacji NMDAR w CGC eksponowanych na TBBPA, postanowitem
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poréwna¢ hamujacy wplyw memantyny i antagonistow RyR, kombinacji rianodyny z

bastadyng na wywotang przez TBBPA depolaryzacje CGC.

2.2.4. Hipotetyczne mechanizmy $mierci komorkowej indukowanej przez TBBPA

Naturalng konsekwencja omowionej powyzej hipotezy (rozdziat 2.1), przypisujacej
wywotanemu przez TBBPA wzrostowi [Ca®']i role pierwotnego czynnika indukujacego
dalsze zaburzenia, takie jak stres oksydacyjny i deenergizacja mitochondridw, moze by¢ jej
rozwinigcie i twierdzenie, ze w tych warunkach wzrost [Ca®']i jest mechanizmem
uruchamiajgcym tancuch przyczynowo-skutkowy wiodacy ku $mierci neurondw
eksponowanych na TBBPA. Nie mozna jednak zapomina¢ o sugestiach wskazujacych na
wlasciwosci tej substancji przypominajace wolny rodnik, i mozliwo$¢ bezposredniego
indukowania przez TBBPA stresu oksydacyjnego w komorkach (Szychowski i wsp., 2016).
Dlatego, przechodzac do badania mechanizmoéw $mierci neuronéw CGC w hodowli
pierwotnej eksponowanych na TBBPA, postanowilem poréwna¢ spodziewane
cytoprotekcyjne dziatanie zahamowania wzrostu [Ca®*]i oraz podania zmiataczy wolnych
rodnikow, a takze oceni¢ efekt zastosowania ich kombinacji.

W badaniach na stosowanym przez nas modelu doswiadczalnym nie zostata dotad
dokonana systematyczna ocena dynamiki zmian nekrotycznych i apoptotycznych po 30-min
ekspozycji hodowli CGC na TBBPA. Brak jest takze informacji o wptywie ekspozycji
hodowli neuronéw na TBBPA na proces autofagii. Wiadomo, ze w warunkach normalnych
autofagia promuje przetrwanie komorek, jednak w przypadkach powaznego ich
uszkodzenia, silna stymulacja autofagii wspomaga, a nawet uczestniczy w $mierci komorki
(Duprez 1 wsp., 2009). W zwigzku z tym sg podstawy dla hipotezy roboczej, ze zarowno
zahamowanie jak 1 nadmierna aktywacja autofagii mogtaby przyczynia¢ si¢ do indukowane;

przez TBBPA $mierci neurondw.

2.3. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo potwierdzenie wiodacej roli ekscytotoksycznosci w ostrym

toksycznym dziataniu TBBPA na neurony poprzez zbadanie wybranych komoérkowych,

receptorowych i molekularnych mechanizmow cyto(neuro)toksycznosci TBBPA in vitro.

Celami szczegdtowymi tych badan, prowadzonych na hodowlach pierwotnych komorek

ziarnistych mézdzku szczura oraz frakcjach subkomodrkowych izolowanych z kory moézgu

szczura, byto:
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I.  Wykrycie powigzan przyczynowo - skutkowych mi¢dzy wywotanym przez TBBPA i
zachodzacym przy wspotudziale receptorow NMDAR i RyR wzrostem [Ca?*];, a stresem
oksydacyjnym i dysfunkcja mitochondriow.

Il. Wyjasnienie mechanizméw aktywacji receptorow NMDAR w neuronach eksponowanych
na TBBPA:

a) bezposredniego dziatania TBBPA na NMDAR,

b) depolaryzacji neuronéow i posredniego potegowania przez TBBPA aktywnosci
receptorow NMDAR,

c) wplywu endogennego glutaminianu, uwalnianego z zakonczen synaptycznych w
wyniku wzrostu [Ca?*]i i gromadzacego si¢ w przestrzeni zewnatrzkomorkowej na

skutek zahamowania jego pobierania zwrotnego.

I11. Doktadniejsze poznanie mechanizmow $mierci komorek indukowanej przez ekspozycje
hodowli neuron6w na TBBPA poprzez:
a) ustalenie roli w tych mechanizmach wzrostu [Ca?]i i stresu oksydacyjnego,
b) oceng zmian poziomu MRNA gendéw zwigzanych z programowang $miercig
komorek,

c) zbadanie dynamiki zmian fluorescencji markeréw nekrozy, apoptozy i autofagii.

3. Materialy i metody

3.1. Odczynniki

TBBPA (0 czystosci 99,8%) byl komercyjnie zsyntetyzowany przez Zaklad Analityczny
Instytutu Przemyshu Organicznego w Warszawie, Polska. Maleinian (5S)-10,11-dihydro-5-
metylo-5H-dibenzo[a,d]cyklohepten-5,10-iminy (MK-801) pochodzit z Tocris (Abingdon,
UK). Dimetylosulfotlenek (DMSOQO), kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA), kwas L-
glutaminowy, glicyna, kwas DL-2-amino-5-fosfonowalerianowy (AP5), kwas 7-
chlorokynureninowy (7-CKA), ketamina, butylohydroksyanizol (BHA), zredukowany glutation
(GSH), cyklosporyna A (CsA), transaminaza glutaminianowo-pirogronianowa (GPT), kwas
pirogronowy (pyr), kwas L-trans-Pirolidyno-2,4-Dikarboksylowy (L-PDC), oxonol VI
surowica oraz inne materialy potrzebne do hodowli komdrkowych zostaty zakupione w Merck
Sigma-Aldrich sp. z.0.0. (Poznan, Polska). Rianodyna byta zakupiona w Enzo Life-Sciences
(Warszawa, Polska). 2,3-diketon 6-cyjano-7-nitrochinoksaliny (CNQX) pochodzit z HelloBio
(Bristol, UK) a tetrodotoksyna (TTX) z Alomone Labs (Jerusalem, Israel). Bastadyna 12
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zsyntetyzowana w Laboratory of Natural Products Synthesis and Bioorganic Chemistry,
Institute of Bioorganic Chemistry NCRS “Demokritos” (Ateny, Grecja), zostata uzyczona do
testow przez dr Emmanuela N. Pitsinosa. Sondy fluorescencyjne: fluo3/AM, rodaminal23
(R123) i dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA) zakupiono w Molecular Probes
Inc. (Paisley, UK). Komercyjne zestawy do oznaczania apoptozy oraz autofagii - w Abcam
(Cambridge, UK). Odczynniki znakowane izotopami radioaktywnymi: “*CaCl, (1 mCi,
aktywno$¢ specyficzna 14,98 mCi/mg, [*H]kwas glutaminowy (250 pCi, radioaktywnoéé 51,1
Ci/mmol) oraz [*H]glicyna (1 mCi, radioaktywnos$é¢ 47,0 Ci/mmol) kupiono w Perkin-Elmer
(Waltham, USA). [PH]MK-801 (250 uCi, aktywno$é specyficzna 26,4 Ci/mmol) - w American
Radiolabeled Chemicals (Saint Louis, USA). Wszystkie odczynniki niezbedne do sporzadzania

buforéw byly o czystosci analitycznej.

3.2. Zwierzeta

W doswiadczeniach uzyto siedmiodniowych szczurow szczepu Wistar, obu plci, o
sredniej masie £15 g (16 sztuk do sporzadzenia jednej hodowli) oraz doroste samce szczepu
Wistar, 0 masie £250 g (4 sztuki do izolowania bton lub synaptosomow z mozgu). Zwierzeta
pochodzily ze zwierzgtarni IMDIK, byty trzymane w standardowych warunkach (cykl 12-12
godz. noc-dzien), przebywaty w temperaturze pokojowej oraz statej wilgotnosci — ok. 60% i
mialy dostep do standardowego pozywienia i wody.

Wszystkie procedury prowadzone na zwierze¢tach byly zgodne z Dyrektywa Unii
Europejskiej 2010/63/EU, dotyczacej zwierzat eksperymentalnych, 2z pézniejszymi

modyfikacjami, a takze zgodne z krajowym prawem wewngtrznym.

3.3. Izolowanie blon komérkowych z kory mézgowej i hipokampa szczura

Frakcja bton byla izolowana z kory mézgu i hipokampa dorostych szczuréw, metoda
opisang przez Reynolds (2000). Tkanka oczyszczona z bton i naczyn byta rozdrabniana w
buforze izolacyjnym zawierajacym 0,32 M sacharozy, 20 mM HEPES oraz 1 mM EDTA (pH
7,4) z wykorzystaniem homogenizatora mechanicznego (Polytron). Homogenizacja trwata 10-
15 sekund, az do osiggniecia jednolitej zawiesiny. Nast¢pnie, zawiesina bton byta wirowana
przy przyspieszeniu 40 000 x g przez 10 minut w 4°C, przy uzyciu ultrawirowki Beckman
Coulter Optima XNP-100 (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA). Nadsacz zlewano, a osad
zawieszano w 18 ml buforu izolacyjnego a nastepnie ponownie homogenizowano. Ta
procedura homogenizacji i wirowania powtérzona byta dwukrotnie. Probki w tym stanie mogly

by¢ przechowywane w -20°C przez maksymalnie miesigc od czasu izolacji. Do otrzymania
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frakcji bton nadajacych si¢ do eksperymentow, wstepnie przygotowany materiat byt
rozmrazany i inkubowany w 37°C przez 30 minut. Nastgpnie, wyizolowane btony czterokrotnie
poddano 10 minutowemu wirowaniu w ultrawirbwce przy przyspieszeniu 40 000 x g oraz
plukaniu i homogenizacji r¢cznej (szkto-Teflon), po czym nadsacz zlewano a osad zawieszano
w buforze zawierajacym 20 mM HEPES (pH 7,4) bez dodatku 1 mM EDTA. Po otrzymaniu
frakcji blon komoérkowych, stezenie biatka bylo 0znaczone metoda Bradforda. Zawiesina bton
byta rozdzielona w odpowiednich stgzeniach do probéwek zawierajacych bufor 20 mM HEPES
(pH 7,4). Uzyskany material, gotowy do eksperymentow byl przechowywany zgodnie z

procedura, w temperaturze -70°C przez maksymalnie 3 miesigce (Reynolds, 2000).

3.3.1. Wiazanie [*(H]JMK-801 do izolowanych blon komorkowych w obecno$ci TBBPA

Frakcje bton komoérkowych, izolowane wg. metody opisanej wyzej byly rozmrazane
w temperaturze pokojowej (RT), a procedura eksperymentu wykonywana byla jak opisano
w publikacji Salinska i wsp. (2008) z drobnymi modyfikacjami. Na jedng probke o
catkowitej objetosci 0,5 ml zuzywano 200 pg biatka wyizolowanych frakcji bton. Jakos¢
materialu wyizolowanego z mézgdéw szczurow zbadano kontrolnie uzywajac odpowiednich
narzedzi farmakologicznych w postaci agonistow: 100 uM NMDA 1 30 uM glicyne oraz
antagoniste — 100 uM ketamine. Badanie specyficznego wigzania kontrolnego [*H]MK-801
do blon komoérkowych przeprowadzono z uzyciem 2 nM [*H]JMK-801, natomiast do
oznaczenia wigzania niespecyficznego zastosowano 10 uM MK-801. Kolejnos¢ dodawania
poszczegdlnych substancji do buforu inkubacyjnego (20 mM HEPES, pH 7,4) proby byta
nastgpujaca: agonisci/antagonisci, radioligand, frakcja blon komodrkowych. Zawiesing bton
komoérkowych w  buforze wraz z odpowiednimi substancjami farmakologicznymi
inkubowano przez 30 min w RT na wytrzasarce przy predkosci 240 obrotoéw/min. Po tym
czasie inkubacje przerywano przez filtracje w aparacie Brandel MPR-24 Cell Harvester
(USA), uzywajac bibuty filtracyjnej Whatman GF/B. Zawiesing bton ptukano 3-krotnie
zimnym buforem inkubacyjnym, krazki z Dbibuly umieszczano w probowkach
scyntylacyjnych i zalewano 4 ml roztworu Bray’a o sktadzie: 180 g naftalenu, 0,6 g POPOP
(1,4-di(5-fenyloksazolo-2-yl)benzen), 12 g PPO (2-difenylooksazol), 300 ml metanolu, 60
ml glikolu etylenowego, 2,64 1 dioksanu. Radioaktywnos$¢ frakcji pozostatej na bibule byta
mierzona przy uzyciu licznika scyntylacyjnego Wallac 1409 (Wallac Oy, Turku, Finalndia)

po 24-godzinnym wygaszaniu autofluorescencji. Dla obliczenia specyficznego wigzania

-52 -



radioligandu do receptora, od wigzania catkowitego w danej probie odejmowano wigzanie
niespecyficzne (w obecnosci 10 uM MK-801).

Do frakcji blon komérkowych izolowanych z mézgu szczura, TBBPA podawano w
stezeniach 10, 25 lub 40 uM w eksperymentach majgcych na celu sprawdzenie ich wptywu
na aktywnos¢ kanatu receptora NMDA. Jako kontrole rozpuszczalnikowg stosowano 0,5%
DMSO a wptyw TBBPA na aktywno$¢ receptora badano w obecnosci (lub braku) agonisty
(100 uM NMDA) i ko-agonisty (30 uM glicyny).

3.3.2. Wiazanie [°*H]kwasu glutaminoweqo i [*H]glicyny do izolowanych blon

komorkowych w obecno$ci TBBPA

Do pomiaru interakcji 10, 25 1 40 uM TBBPA ze specyficznymi miejscami wigzania
agonisty i ko-agonisty na receptorze NMDA uzyto znakowanego trytem agonisty — 2 nM
[*H]kwasu glutaminowego (51,1 Ci/mmol) — oraz ko-agonisty — 5 nM [*H]glicyny (47,0
Ci/mmol). Do pomiaru niespecyficznego wigzania uzyto glutaminianu lub glicyny w
stezeniu 1 mM. W obydwoéch eksperymentach dodatkowo badano wplyw specyficznych
antagonistow NMDAR oddziatujacych w miejscu wigzania ligandu do receptora. Tymi
narzedziami farmakologicznymi byty AP5 (100 i 200 pM) przy badaniu wigzania [*H]kwasu
glutaminowego oraz 7-CKA (100 pM) przy badaniu wigzania [*H]glicyny. W tych ostatnich
eksperymentach badany byt rowniez wplyw 100 uM CNQX (antagonista receptora
AMPA/KA), poniewaz zaobserwowano jego hamujacy wplyw na wigzanie glicyny do
receptora NMDA (Birch i wsp., 1988; Harris i Miller, 1989; Lester i wsp., 1989). Procedura
przygotowania probek do badania wigzania specyficznego oraz niespecyficznego, w tym

warunki filtracji probek, byty jak opisano powyzej (podrozdziat 3.3.1).

3.4. 1zolowanie synaptosomow z kory mézgu szczura

Frakcja synaptosomow wyizolowana byta z przodomoézgowia dorostego szczura, wedtug
procedury opisanej przez Booth i Clark (1978) z drobnymi modyfikacjami. Po wyizolowaniu
przodomdzgowia, oczyszczona z bton i naczyn tkanka byta przemywana buforem izolacyjnym,
zawierajagcym 0.32 M sacharoze, | mM EDTA-Na, 10 mM Tris/HCI, pH 7.4 1 nastgpnie
rozdrabniana przy uzyciu rgcznego homogenizatora szklanego typu Dounce. Homogenat
rozcienczano buforem izolacyjnym i cato§¢ wirowano przez 3 min w 4°C przy 1000 x g.
Nastepnie nadsacz byt zbierany i wirowany przy przyspieszeniu 17 000 x g przez 10 minut w
4°C. Otrzymany osad zawieszany byt w 1,5 ml buforu izolacyjnego i rozciefczany do 9 ml

roztworem zawierajgcym 12% (w/w) ficoll w 0,32 M sacharozie, 50 uM EDTA-Na (pH 7,4), a
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nastepnie tagodnie homogenizowany kilkoma przesunieciami ttoka. Tak otrzymang zawiesing
przenoszono do probowek wirdwkowych, nastgpnie na powierzchni¢ ostroznie naktadano
warstwe 4,5 ml roztworu 7,5% (w/w) Ficoll w 0,32 M sacharozy, 50 uM EDTA-Na (pH 7.4), a
nastepnie 4,5 ml buforu izolacyjnego bez Ficollu i wirowano przy 46 000 x g przez 30 minut w
4°C. Po odwirowaniu ostroznie usuwano warstwe mieliny z gornej interfazy zawiesiny, a
nastgpnie zbierano warstw¢ synaptosoméw z nizszej interfazy. Pozyskang frakcje
synaptosoméw zawieszono w buforze izolacyjnym i wirowano przy 17 000 x g przez 10 minut
w 4°C. Tak uzyskang frakcj¢ synaptosoméw zawieszano w 2 ml buforu izolacyjnego i po

przeprowadzeniu pomiaru stezenia biatka, przygotowywano frakcj¢ do eksperymentow.

3.4.1. Wiazanie [*Hlkwasu glutaminowego przez synaptosomy w obecno$ci TBBPA

Eksperymenty majace na celu ujawnienie dynamiki pobierania [*H]kwasu
glutaminowego przez synaptosomy opieraty si¢ na metodach opisanych w pracach Divac i
wsp. (1977) oraz Sulkowski i wsp. (2014). Otrzymana frakcja synaptosoméw zawieszana
byla w buforze izolacyjnym, a nastgpnie 0znaczano stezenie biatka. Ilo$¢ biatka uzytego na
jedng probke o koncowej objetosci 500 pl wynosita 200 pg. W celu rozpuszczenia
odczynnikow oraz inkubacji synaptosomow uzyto buforu inkubacyjnego, ktéry zawierat:
122 mM NaCl; 3 mM KCI; 1,2 mM MgSOs; 0,4 mM KH2POs; 10 mM glukoze, 25 mM
NaHCOg; 1,2 mM CaClz; 4 mM HEPES (pH 7,4). Dla zbadania dynamiki pobierania przez
frakcje synaptosomow stosowana byla mieszanina o skladzie: 16 pl [*H]kwasu
glutaminowego (51.0 Ci/mmol) i 3,679 mg glutaminianu rozpuszczonego w 5 ml buforu
inkubacyjnego, ktéra uzyto w ilosci 50 ul na probe. Koncowe stezenie [3H]kwasu
glutaminowego oraz glutaminianu w probéwce wynosito kolejno 5 uM 1 0,5 mM. TBBPA
podawano w stgzeniach 5, 10 1 25 uM, jako kontrole rozpuszczalnikowg stosowano 0,5%
DMSO a kontrolg pozytywna byt inhibitor transporteréw glutaminianu, 100 uM kwas L-
PDC. Pobieranie [*H] kwasu glutaminowego bylo inicjowane dodaniem frakcji
synaptosomalnej. Po O, 2, 4, 6 i 8 minutach inkubacji probki byty filtrowane przez saczki z
bibuty Whatman GF/B przy uzyciu kolektora podcisnieniowego do zbierania prob firmy
Millipore (nr. XX2702550; Bradford, Massachussets, US) i plukane zimnym buforem
zawierajagcym: 140 mM NaCl i 20 mM Tris-HCI, pH 7.4. Nastgpnie saczki byly przenoszone
do fiolek do pomiaru scyntylacji, zalewane 10% roztworem Triton-X100, a po 15 minutach

ptynem scyntylacyjnym Bray’a. Radioaktywno$¢ synaptosomow pozostatych na bibule, byta
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mierzona po 24 godzinach metoda scyntylacyjng przy uzyciu licznika Wallac 1409 (Wallac
Oy, Turku, Finalndia).

3.5. Hodowla pierwotna neuronéw ziarnistych mézdzku szczura

Do badan wykorzystano 7-dniowe hodowle komorek ziarnistych moézdzku szczura
preparowane z 7-dniowych szczurow, wg standardowej metody opisanej przez Schousboe
(1992) z drobnymi modyfikacjami (Zieminska, 2003). Zwierzeta dekapitowano, a nast¢pnie
izolowano z nich mo6zdzki, ktore po oczyszczeniu z blon i naczyn krwiono$nych, krojono na
siekaczu Mcllwain na skrawki 400x400 pum, a tak rozdrobniong tkank¢ umieszczano w buforze
HIB (120 mM NaCl, 5 mM KCI, 25 mM HEPES, 9,1 mM glukoza, pH 7,4) z dodatkiem
0,025% trypsyny i 0,05% DNA-zy i wytrzasano w tazni wodnej przez 15 min w temp. 37°C.
Po tym czasie dodawano 0,5 ml roztworu zawierajacy inhibitor trypsyny, zawiesing komorek
wirowano przez 2 minuty przy przyspieszeniu 1000 x g, a osad zawieszano w cieptym
srodowisku wzrostowym BME (Basal Medium Eagle) z dodatkiem soli Earla uzupelnionym
10% cieleca surowica ptodowa, 25 mM KCI, 2 mM glutaming i 0,5% (v/v) roztworem
penicyliny/streptomycyny i rozdrabniano przez trituracj¢ za pomocg strzykawki z gruba igla.
Catos¢ powtdrnie wirowano i rozdrabniano az do uzyskania zawiesiny pojedynczych komorek.
Przed wysianiem na ptytki komorki zabarwione 2% roztworem blekitu trypanu liczono w
komorze Biirkera. Gesto§¢ komorek wysiewanych na ptytke 24 dotkowa (NUNC) pokryta
polilizyna, wynosita 1 x 10® komorek na dotek, a na ptytke 6 dotkowa — 4 x 10°. Hodowle
prowadzono w inkubatorze w standardowych warunkach w 37°C i w obecnosci 5% zawartosci
CO2 w powietrzu o 95% wilgotnosci. Trzydziesci szes¢ godz. po zalozeniu hodowli, dodawano
do komorek 7,5 uM arabinozydu cytozyny, aby zapobiec mnozeniu si¢ komorek glejowych 1
fibroblastow. Tak przygotowane hodowle komorkowe po 7 dniach byly gotowe do

eksperymentow.

3.5.1. Badania kontrolne wptywu TBBPA na zastosowane markery zmian [Ca%'];,

produkcii ROS oraz A¥Ym w systemie bezkomorkowym

Jedng z powszechnie wykorzystywanych metod oceny produkcji wolnych rodnikow
w komorkach jest zastosowanie fluorescencyjnej sondy DCFH-DA. Zwigzek ten w komorce
ulega rozpadowi do DCFH i w obecnosci ROS utleniany do fluorescencyjnego produktu —
DCF (Wang i wsp., 1999). W literaturze pojawily si¢ jednak doniesienia ostrzegajace przed
stosowaniem testu DCF do oceny pobudzenia wytwarzania ROS przez TBBPA w
hodowlach komoérkowych (Tetz 1 wsp., 2013; Szychowski 1 wsp., 2016a, 2016b). Sktonito
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mnie to do wykonania szeregu eksperymentow kontrolnych, ktérych gtownym celem byta
ocena udziatu sugerowanej przez innych bezposredniej interakcji TBBPA z DCFH-DA we
wzroscie fluorescencji DCF obserwowanym w hodowlach CGC eksponowanych na
TBBPA. Eksperymenty objety rowniez zbadanie wptywu innych kluczowych substancji
farmakologicznych na fluorescencj¢ badanych sond fluorescencyjnych, wykorzystanych w
badaniach efektow ekspozycji na TBBPA.

W eksperymentach kontrolnych oceniliSmy dzialanie TBBPA, a takze antagonisty
NMDAR - MK-801 i antagonistow RyR: bastadyny i rianodyny, na fluorescencj¢ DCFH-
DA, DCF, fluo-3 AM, fluo-3 i rodaminy 123. We wszystkich testach stosowano TBBPA w
stezeniach 10 i 25 uM, stezenia te byly rowniez stosowane w glownych badaniach
przedstawionych w rozprawie. Wszystkie sondy fluorescencyjne uzyte byly w stezeniu 1
uM prawdopodobnie odpowiadajac stezeniu wewnatrz komoérek. DCFH-DA i DCF
dodatkowo uzyto jeszcze w stezeniu 100 uM, ktére bylo stosowane w fazie preinkubacji w
badaniach opisanych w podrozdziale 4.1. W eksperymentach prowadzonych w §rodowisku
bezkomérkowym, DCFH-DA, DCF, fluo-3AM i fluo-3, jak roéwniez rodaming 123
rozpuszczono w buforze Locke 5. Pomiary prowadzono na plytce 96-dotkowej, a po
okresleniu fluorescencji wyjsciowej, dodawany byl TBBPA lub inne badane substancje.
Fluorescencj¢ mierzono po 1 1 30 minutach za pomoca czytnika mikroptytek FLUOstar
Omega przy dtugos¢ fali wzbudzenia 485 nm i emisji 538 nm dla DCFH-DA, fluo3-AM i
rodaminy 123. Wyniki pomiaré6w po 30 minutach, zapisane w jednostkach arbitralnych,

znormalizowano 1 wyrazono w procentach fluorescencji probki kontrolne;.

3.5.2. Badanie wptywu TBBPA na stezenie wapnia wewnatrzkomédrkowego w hodowli
komorkowej] CGC

Zmiany W stezeniu wewnatrzkomoérkowego wapnia ([Ca®']i) byty badane przy
uzyciu sondy fluorescencyjnej wrazliwej na obecno$¢ jonow wapnia — fluo3-AM. Zwigzek
ten penetruje btone komorkowa, a obecna wewnatrz komoérki esteraza rozktada zwigzek do
fluo-3, ktory fluoryzuje po zwigzaniu si¢ z jonami wapnia (Schousboe i wsp., 1992). Do
eksperymentu uzyto 7-dniowe hodowle komorkowe wysiane na ptytkach 24 dotkowych.
Komorki inkubowano przez 30 min. w warunkach standardowych z 16 puM fluo-3AM w
buforze Locke 5 zawierajacym: 154 mM NaCl, 5 mM KCI, 2,3 mM CaClz, 4 mM NaHCOg,
5 mM glukozg oraz S mM HEPES (pH 7,4). Dla usunigcia nadmiaru barwnika hodowle 2-

krotnie ptukano powyzszym roztworem i przystgpowano do pomiarow stosujgc si¢ do zasad
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opisanych przez Wahl i wsp. (1989) i Berman i wsp., (2000) (warunki nieznacznie
zmodyfikowano).

W tym doswiadczeniu badano wptyw 10 i 25 uM TBBPA na zmiany fluorescencji
fluo-3. Testowano takze modyfikacje efektow TBBPA przez podanie zmiataczy wolnych
rodnikow — 10 uM butylowany hydroksyanizol (BHA), 1 mM zredukowany glutation
(GSH) i I mM witamin¢ C (Vit C); dodajac antagoniste receptora NMDA — 0,5 uM MK-
801 (MK); antagonist¢ receptora rianodynowego — 200 uM rianodyn¢ (ryan) i/lub
modulatora RyR — 2,5 uM bastadyne (bast). Jako kontrole rozpuszczalnikowe stosowano
bufor Locke 5, 0,5% DMSO i 0,1%o etanol.

Zmiany  fluorescencji  fluo-3, odpowiadajagce = zmianom w  stezeniu
wewnatrzkomoérkowego wapnia [Ca?*]i rejestrowano za pomocg czytnika ptytek FLUOstar
OMEGA (Ortenberg, Niemcy) oraz za pomoca mikroskopu konfokalnego LSM 510
wyposazonego w laser argonowy (488 nm). Do pomiaru fluorescencji w czytniku ptytek
zastosowano filtry: dla $wiatla wzbudzajacego 485 nm i dla §wiatta emitowanego 538 nm,
dane pomiaru probek zbierane byly co 60 sekund przez 30 minut. W czasie 0-5 min
rejestrowano poziom bazowy fluorescencji fluo-3. Modulatory i TBBPA podawano do
komorek po 5 min eksperymentu, a pomiary prowadzono przez dalsze 25 min.

W przypadku pomiarow z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego, dane byty
zbierane przy dlugosci fali 530 nm, co 30 sekund przez 10 minut. W czasie 0-2 min
rejestrowano poziom bazowy fluorescencji fluo-3. TBBPA i modulatory podawano do

komorek po 2 min eksperymentu, a pomiary prowadzono przez dalsze 8 minut.

3.5.3. Badanie wptywu TBBPA na poziom produkciji wolnych rodnikow tlenowych w
hodowlach CGC

Produkcje ROS indukowana przez TBBPA oceniono z wykorzystaniem sondy

fluorescencyjnej DCFH-DA. Eksperymenty przeprowadzono za pomocg zardwno czytnika
fluorymetrycznego, oraz mikroskopu konfokalnego.

Komoérki ziarniste mézdzku, wysiane w ilosci 1 mln na dotek 24 dotkowej ptytki, po
7 dniach hodowli in vitro, preinkubowano przez 30 min. w $rodowisku wzrostowym w
warunkach standardowych z 100 uM DCFH-DA. Aby pozby¢ si¢ nadmiaru barwnika
fluorescencyjnego  dotki plukano dwukrotnie buforem Locke 5. Eksperyment

przeprowadzono w medium jonowym Locke 5.
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Badano wptyw 10 i 25 uM TBBPA na zmiany fluorescencji DCF, a substancjami
modyfikujacymi zmiany poziomu wolnych rodnikéw tlenowych w cytozolu byty: zmiatacze
wolnych rodnikéw — 10 uM butylowany hydroksyanizol (BHA) oraz 1 mM zredukowany
glutation (GSH), inhibitor megakanaléw mitochondrialnych — 5 uM cyklosporyna A (CsA),
antagonista receptora  NMDA - 0,5 uM MK-801 (MK), antagonista receptora
rianodynowego - 200 uM rianodyna (ryan) i modulator RyR. - 2,5 uM bastadyna (bast).
Jako kontrole rozpuszczalnikowe stosowano komorki inkubowane w samym buforze Locke
52z 0,5% DMSO i 0,1%0 etanolem. W okresie 0-5 min rejestrowano poziom wyjsciowy
fluorescencji DCF.

Zmiany w poziomie fluorescencji DCF, odpowiadajace zmianom stezenia wolnych
rodnikoéw tlenowych, rejestrowano za pomoca czytnika plytek FLUOstar OMEGA przy
dhugosciach fal ekscytacji/emisji 485/538 nm oraz mikroskopu konfokalnego LSM 510
wyposazonego w laser argonowy (488 nm). Szczegbly pomiaru - jak opisano w

podrozdziale 3.5.2.

3.5.4. Badanie wptywu TBBPA na zawarto$¢ GSH oraz aktywnos$¢ katalazy w hodowlach
CGC

Zawarto$¢ zredukowanego glutationu (GSH) oznaczano stosujac fluorymetryczny
zestaw do oznaczania glutationu: ‘Glutathione Assay Kit’ (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA). Pomiar opiera si¢ na zdolnosci monochlorobimanu (MCB) do wigzania
zredukowanego glutationu, tworzac fluorescencyjny addukt, ktory pozwala na oszacowanie
poziomu GSH w komoérkach hodowli. Aktywnos§¢ katalazy oznaczano stosujac
kolorymetryczny zestaw do oznaczania katalazy ‘Catalase Assay Kit’ (Cayman Chemicals,
Ann Arbor, MI, USA). Test opiera si¢ na reakcji uwolnionej z komorek katalazy z
metanolem w obecnosci H2O2 i pomiarze wytworzonego formaldehydu za pomoca
chromogenu Purpald.

Przygotowane pierwotne hodowle CGC inkubowano przez 30 minut w 37°C w
buforze Locke 5 w obecnosci badanych substancji, a nastgpnie hodowle w dotkach
dwukrotnie przemywano buforem PBS. Kolejno przeprowadzano testy z wykorzystaniem
komercyjnych zestawdéw zgodnie z instrukcjg zamieszczong przez producenta.

W tych eksperymentach badany byt wptyw 7.5, 10 i 25 uM TBBPA na zmiany
fluorescencji MCB odzwierciedlajgcej zawartos¢ GSH w komorkach hodowli CGC oraz

zmiany kolorymetryczne chromogenu, ktéry odwzorowuje poziom wytworzonego
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formaldehydu, tym samym aktywnos$ci katalazy. Substancjami modyfikujagcymi wywotane
przez TBBPA zmiany poziomu GSH w cytozolu lub aktywno$¢ katalazy byty: zmiatacze
wolnych rodnikow — 10 uM butylowany hydroksyanizol (BHA) oraz 1 mM zredukowany
glutation (GSH), antagonista receptora NMDA — 0,5 uM MK-801 (MK), antagonista
receptora rianodynowego — 200 uM rianodyna (ryan) i modulator RyR — 2,5 uM bastadyna
(bast). Jako kontrole rozpuszczalnikowe stosowano 0,5% DMSO i 0,1%o0 etanol.
Fluorescenci¢ MCB mierzono za pomocg czytnika ptytek FLUOstar OMEGA przy
dhugosciach fal 360 nm dla wzbudzenia i 485 nm dla emisji. Absorbancje chromogenu

Purpald mierzono przy dtugosci fali 550 nm za pomocg FLUOstar OMEGA.

3.5.5. Badanie wptywu TBBPA na potencjat blonowy mitochondriow w hodowlach CGC

Zmiany w potencjale blonowym mitochondriow (A¥Ym) w hodowli CGC poddane;j
dziataniu 10 1 25 uM TBBPA byly mierzone za pomoca sondy fluorescencyjnej rodaminy
123 (R123). Btony mitochondrialne maja zdolno$¢ do wigzania rodaminy 123 w zaleznoSci
od potencjatu btonowego. W warunkach polaryzacji btony, R123 wiaze si¢ do bton, co
wygasza fluorescencje, natomiast podczas depolaryzacji blony — R123 uwalniana jest do
cytozolu, powodujac wzrost fluorescencji.

Substancjami modyfikujacymi zmiany potencjatu mitochondrialnego w neuronach
byly: zmiatacze wolnych rodnkéw - 10 uM butylowany hydroksyanizol (BHA) oraz 1 mM
zredukowany glutation (GSH), antagonista receptora NMDA - 0,5 uM MK-801 (MK),
antagonista receptora rianodynowego - 200 uM rianodyna (ryan) i jego modulator - 2,5 uM
bastadyna (bast) oraz inhibitor megakanatow mitochondrialnych — 5 uM cyklosporyna A
(CsA). Jako kontrole rozpuszczalnikowe stosowano 0,5% DMSO i 0,1%o etanol. W czasie 0-
5 min rejestrowano poziom wyjsciowy fluorescencji R123. Wzrost fluorescencji R123
rejestrowano za pomoca czytnika ptytek FLUOstar OMEGA, a do pomiaru zastosowano
filtry: dla $wiatta wzbudzajacego 485 nm i dla $wiatta emitowanego 538 nm. Dane zbierane
byly co 60 sekund przez 30 minut. Modulatory i TBBPA podawano do komérek po 5 min

eksperymentu, a pomiary prowadzono przez dalsze 25 min.

3.5.6. Badania wplywu TBBPA na potencjal blony komérkowej w hodowlach CGC

Zmiany potencjatu blonowego komorek ziarnistych mézdzku badane byly za pomoca
sondy fluorescencyjnej oxonol VI (Apell i Bersh, 1987; Smith, 1990). Fluorescencja tej
sondy ulega wygaszeniu podczas hiperpolaryzacji, a wzrasta, gdy nast¢puje obnizenie

potencjatu transbtonowego. Oxonol VI jest negatywnie natadowanym zwigzkiem 1
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przemieszcza si¢ do wnetrza zdepolaryzowanych komorek na zasadzie réwnowagi Nernst’a,
co ujawnia si¢ w postaci wzmocnionej fluorescencji (Apell i Bersh, 1987). W naszych
badaniach nie przeprowadzono kalibracji zmian fluorescencji oksonolu VI w odniesieniu do
jednostek napigcia. Aby jednak zweryfikowa¢ wyniki pomiaréw potencjatu blonowego przy
uzyciu oksonolu VI, przeprowadzono eksperymenty kontrolne — dwie kontrole pozytywne z
100 mM KCl1 i 100 pM glutaminianem. W eksperymentach uzyto 10 pM oxonolu VI na 1
ml buforu Locke 5, w ktorym inkubowane byly neurony przez 30 minut w 37°C. Po
inkubacji, eksperymenty byly prowadzone bez zmiany S$rodowiska hodowlanego. Po
inkubacji prowadzono eksperymenty w tym samym srodowisku zawierajgcym oksonol.

W tym eksperymencie badany byt wptyw 5, 7,5, 10 i 25 uM TBBPA na zmiany
fluorescencji oksonolu VI, a efekty podania 25 uM TBBPA byly dodatkowo modulowane
substancjami farmakologicznymi. Jako przeciwutleniacze wykorzystano 10 uM butylowany
hydroksyanizol (BHA) oraz 1 mM zredukowany glutation (GSH). Stosowano tez 10 uM
CNQX - antagoniste receptora AMPA oraz 1 pM tetrodotoksyng (TTX) — inhibitora
kanatéw sodowych, 0,5 uM MK-801 lub 5 pM memantyn¢ (mem) — antagonistow NMDAR
oraz kombinacje¢ ligandow RyR: 200 puM rianodyne (ryan) i 2,5 uM bastadyne (bast).
Ponadto, dla zbadania natury poczatkowego obnizenia fluorescencji oksonolu VI po podaniu
TBBPA 1 weryfikacji udziatu w tym zjawisku hipotetycznej hiperpolaryzacji bton
komoérkowych poprzez aktywacje kanatow potasowych o duzym przewodnictwie
regulowanych jonami wapniowymi (BKCa), co mogto by nastgpi¢ w wyniku wzrostu
[Ca?*]i, wykorzystano blokera BKCa, 200 uM iberiotoksyne (IBTX). Dla zbadania udziatu
w tym zjawisku receptorow GABA podawano antagonistow receptora GABAa - 10 uM
pikrotoksyne (PTX), 20 uM bikukuling (BCC), 20 uM metylobromek bikukuliny (BCMB)
lub 1 mM furosemid (FUR). Wymienione substancje byty stosowane pojedynczo lub jako
kombinacja roznych antagonistow. Probami kontrolnymi byly pomiary fluorescencji
oxonolu VI w hodowli komérek w obecnosci rozpuszczalnikow: 0,5% DMSO lub 0,1%o
etanolu.

Zmiany we fluorescencji oxonolu VI w neuronach mierzono z uzyciem mikroskopu
konfokalnego LSM 510 stosujac laser argonowy przy dlugosci fali $wiatta wzbudzajacego —
540 nm i $wiatla emitowanego - 630 nm. Zmiany we fluorescencji rejestrowano co 30
sekund przez 15 minut. Pierwsze trzy skany wyznaczaly poziom fluorescencji wyjsciowe;j.

Nastepnie podawano wymienione wyzej substancje farmakologiczne 1 rowniez rejestrowano
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zmiany fluorescencji po ich podaniu, a w dalszej kolejnosci prowadzono pomiary zmian po
podaniu TBBPA.

3.5.7. Badanie wptywu TBBPA na pobieranie **Ca przez komoérki ziarniste mozdzku:

modulacja przez podanie enzymu rozkladajacego glutaminian.

Pobieranie wapnia przez komorki ziarniste mézdzku badano z uzyciem znakowanego
chlorku wapnia (1) — *°CaCl, — zgodnie z metodami wczesniej stosowanymi w Pracowni
Farmakoneurochemii IMDiK PAN (Zieminska i wsp., 2006; 2012; 2015; 2017). Komorki
ziarniste m6zdzku wysiewane byly w ilosci 4 min na dotek 6 dotkowej ptytki. Po 7 dniach
hodowli in vitro, srodowisko hodowlane byto zastepowane buforem inkubacyjnym (154 mM
NaCl; 5,6 mM KCI; 3,6 mM NaHCOs; 1,3 mM CaCly; 5,6 mM glukozy; 10 mM HEPES;
pH 7.4) w iloSci 2 ml/dotek, a komorki preinkubowano przez 10 min. w 37°C. W
eksperymencie stosowano dwa $rodowiska inkubacyjne. Grupe kontrolng stanowity
hodowle CGC inkubowane przez 5 minut w podanym wyzej buforze inkubacyjnym,
natomiast grupa doswiadczalng byly hodowle CGC inkubowane w buforze z dodatkiem 10
ul GPT (2U/dotek) i 10 ul pirogronianu (pyr) w koncowym stezeniu 2 mM. Nastepnie do
obydwu $rodowisk hodowli CGC dodawano “°CaCl, (1 pCi/ml), TBBPA (5, 10, 25 uM) i
MK-801 (1 uM). Jako kontrole pozytywnag uzyto 100 puM glutaminianu, a Kkontrolg
rozpuszczalnikowg byt 0,5% DMSO. Nastepnie ptytki inkubowano przez kolejne 10 min. w
temperaturze 37°C. Po tym czasie reakcje zatrzymywano przez odessanie medium
eksperymentalnego i 3 krotne przeptukanie komorek zimnym buforem zawierajacym: 154
mM NaCl; 5,6 mM KCI; 3,6 mM NaHCOgz; 10 mM HEPES; 2 mM EGTA; pH 7.4. W
dalszej kolejnosci komodrki poddawano lizie przez dodanie 0,5 M roztworu NaOH i
inkubacji przez 30 minut w temperaturze 4°C. Po tym czasie zawarto$¢ dotkow przeniesiono
do fiolek i wuzupeliono ptynem scyntylacyjnym, a po 24 godzinach mierzono

radioaktywnos¢ probek przy uzyciu licznika Wallac 1409 (Wallac Oy, Turku, Finalndia).

3.5.8. Badanie przezywalnos$ci komoérek hodowli po ekspozycii na TBBPA

Toksyczne dziatanie TBBPA na hodowle komoérek ziarnistych mézdzku oceniano
badajac przezywalno$¢ neurondw przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego jodku propidyny
(PI) oraz kalceiny/homodimeru etydyny (CA/ET). PI nie przenika przez btony jadrowe
zywych komorek, dlatego przed wybarwieniem komorki wymagaja utrwalenia 80 %
metanolem dla uprzepuszczalnienia blony. W ten sposdb PI moze zwigza¢ si¢ z DNA

barwigc jadra komorkowe. Metodg tg znakujemy komorki, ktore w momencie utrwalenia
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byly zarowno martwe jak 1 zywe. PI uwidacznia morfologi¢ jader komorkowych, co moze
by¢ wykorzystane do oceny udziatu apoptozy w $mierci neurondéw. ,Martwe i zywe”
komorki zliczano pod mikroskopem fluorescencyjnym i szacowano ich procentowy udzial w
kazdym z dotkow (Ankarcrona i wsp., 1995). Innym testem réwniez uzytym do oceny
przezywalnosci komoérek byl test CA/ET. Kalceina w postaci niefluoryzujacego estru
acetoksymetylowego, ktéra dodaje si¢ do hodowli komoérkowych, przenika przez blony
komoérkowe. Dopiero po wniknigciu do zywych komorek posiadajacych nienaruszone blony
komorkowe jest ona przeksztalcana przez esterazy w fluoryzujaca w kolorze zielonym
kalceing. Homodimer-1 etydyny (ET) jest stabo fluoryzujacym zwigzkiem, ktory przenika
tylko do martwych lub umierajacych komoérek z uszkodzonymi btonami komoérkowymi i
wiaze si¢ z wysokim powinowactwem do DNA (fluorescencja w kolorze czerwonym). Ten
test mozna analizowac¢ z wykorzystaniem fluorescencyjnego czytnika plytek.

Podczas eksperymentéw badajacych przezywalnos¢ i $mieré neurondw, srodowisko
hodowlane wymieniane byto na bufor Locke 25 zawierajacy 134 mM NaCl, 25 mM KCl,
2,3 mM CaClz, 4 mM NaHCOs, 5 mM glukoze¢, 5 mM HEPES (pH 7.,4). Efekty podania 10
lub/i 25 puM TBBPA byly dodatkowo modulowane réznymi substancjami
farmakologicznymi. Podawano antyoksydanty, 10 uM butylowany hydroksyanizol (BHA) 1
1 mM zredukowany glutation (GSH), antagoniste receptora NMDA, 0,5 uM MK-801 (MK),
antagoniste receptora rianodynowego — 200 uM rianodyne (ryan) i modulatora RyR — 2,5
uM bastadyne (bast). Te substancje byly stosowane pojedynczo lub jako kombinacje
roznych antagonistow. Jako kontrole rozpuszczalnikowe stosowano 0,5% DMSO i 0,1%o
etanol. Po 30-minutowej inkubacji hodowli komérkowych przy 37°C dotki byty dwukrotnie
przemywane buforem Locke 25, a nastgpnie zostalo przywrdcone srodowisko hodowlane, a
komorki pozostawaly w hodowli przez kolejne 24 godziny. Po tym czasie usuwano
srodowisko hodowlane, a komoérki utrwalano w 80% roztworze metanolu przez 30 min w
temp. -20°C. Po utrwaleniu 1 odplukaniu metanolu komorki barwiono 0,5 pg/ml PI w
roztworze PBS przez 5 min w RT.

Przezywalno$¢ komoérek w eksperymentach z zastosowaniem PI byla analizowana
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Axiovert (Carl Zeiss AG, Niemcy) przy dlugosci
fali wzbudzenia 546 nm i emisji 617 nm. Zmiany fluorescencji przy zastosowaniu testu
CA/ET mierzono za pomocg czytnika plytek (FLUOstar Omega, Niemcy) przy dlugosci fali
wzbudzenia 485 nm 1 emisji 520 nm dla CA oraz przy dlugosci fali wzbudzenia 530 nm 1

emisji 620 nm dla ET. Przezywalno$¢ komoérek hodowli CGC okreslono, w przypadku
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barwienia PI jako procent zywych komorek w odniesieniu do wszystkich komorek obecnych
w danej grupie, a w przypadku CA/ET jako procentowy spadek przezywalnosci w stosunku

do kontroli.

3.5.9. Badanie zmian ekspresji genéw zwigzanych z programowang $miercig neuronow w
hodowli CGC
Catkowite RNA ekstrahowane byto z 30 mln komérek hodowli CGC w 3, 6 1 24
godzinie po 30-minutowej ekspozycji komorek na 25 uM TBBPA lub rozpuszczalnik (0.5%

DMSO) przy uzyciu zestawu ‘miRNeasyl Minik Kit” (Qiagen, Hilden, Germany) wedlug
instrukcji przewidzianej przez producenta. Po oczyszczeniu RNA przeprowadzone zostato
trawieniec DNAza na kolumnie uzywajac zestawu ‘RNAse-Free DNAse Set’ (Qiagen,
Hilden, Germany). Stezenie RNA bylo oszacowane spektrofotometrycznie przy dtugosci fal
260 nm przy uzyciu spektofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Czystos¢ probki RNA oznaczono poprzez okreslenie stosunku absorbancji
przy pomiarach o dtugosci fal 260 i 280 nm. Kontrole jakosci probki wykonano metoda
elektroforezy w 2% zelu agarozowym. Do konwersji RNA do cDNA stosowany byl zestaw
‘RT2 First Strand Kit’ (Qiagen, Hilden, Germany), a eksperymenty PCR w czasie
rzeczywistym (gPCR - Quantitative PCR) przeprowadzane byly zgodnie z instrukcja
zestawu ‘RT2 Profiler PCR array’ na termocyklerze LightCyclerl 96 (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). Za pomocg zestawu ‘The Rat Cell Death Pathway Finder
(PARN-212ZF) RT2 Profiler PCR Array’ (SA Biosciences, Frederick, USA) wykonany
zostat profil ekspresji 84 gendéw odpowiadajacych za $mier¢ komorkowa (Tabela 6).
Warunki eksperymentow PCR byly nastepujgce: 1 cykl w 95°C na 10 min; 45 cykli w 95°C
na 15 sek oraz w 60°C na 1 min; 1 cykl w 95°C na 10 sek i w 60°C na 15 sek oraz w 95°C na
15 sek. Badanie wzglednej ekspresji genow wykonane bylo metoda DDCT (Livak i
Schmittgen, 2001). Ekspresja genow byta normalizowana do $redniej z pieciu uzytych w
eksperymentach gendéw referencyjnych: Actb (B-aktyna), B2m (B2-mikroglobulina), Hprtl
(fosforybozylotransferaza  hipoksantynowo-guaninowa 1), Ldha (dehydrogenaza
mleczanowa A) oraz Rplpl (duza podjednostka rybosomalna, P1).

Wyniki z warto$ciami Ct byly analizowane przy pomocy bazy do analiz PCR:

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php
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3.5.10. Badanie indukcji apoptozy oraz autofagii komorek ziarnistych mézdzku w wyniku
ekspozycji na TBBPA

Eksperymenty dotyczace ujawnienia rodzaju $mierci komoérkowej indukowanej przez
ekspozycje hodowli CGC na TBBPA, przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych zestawow: ,,Annexin V-FITC Apoptosis Staining/Detection Kit” oraz
,Autophagy/Cytotoxicity Dual Staining Kit”. Test do wykrycia apoptozy opiera si¢ na
oznaczeniu fosfatydyloseryny (PS), ktora we wczesnej fazie apoptozy przemieszcza si¢ z
wewnetrznej powierzchni btony komoérkowej na powierzchni¢ komorki. Koniugat aneksyny
V z FITC posiada wysokie powinowactwo do PS emitujgc zielong fluorescencje (Crowley i
wsp., 2016). Test do monitorowania autofagii wykorzystujacy monodansylkadaweryng
(MDC), ktéra jest zwigzkiem lizosomotropicznym, i wykazuje powinowactwo do bton
lipidowych oraz przedziatow ze $rodowiskiem o obnizonym pH. Te cechy pozwalajg na
taczenie si¢ oraz wnikanie do ciatek wielopgcherzykowych jak lizosomy, pdzne endosomy
oraz wakuole autofagiczne, tym samym zwigkszajac intensywnos$¢ fluorescencji (Niemann i
wsp., 2001).

Analiza obrazow pod mikroskopem konfokalnym odbywata si¢ przy najmniejszej
intensywnosci §wiatta przechodzacego (1% mocy), w celu upewnienia si¢, ze zlokalizowana
fluorescencja pochodzi od morfologicznie prawidlowej i1 funkcjonujacej komorki ziarnistej
moézdzku, a nie artefaktu. Liczenie komoérek odbywato si¢ na zasadzie oznaczania 100
dowolnie wybranych, lecz morfologicznie prawidtowych komorek. Nastgpnie wykrywano —
za pomocg lasera argonowego ustawionego na dlugo$¢ fali odpowiadajacej danemu
markerowi $mierci komoérkowej i zliczano stosunek komoérek wykazujacych fluorescencije
do komorek oznaczonych, lecz nieswiecacych. Taka zasade przyjeto dla wszystkich
powtorzen 1 uzytych markeréw w tym badaniu.

Przygotowane hodowle otrzymane jak opisano powyzej, poddano 30-minutowej
ekspozycji na 25 uM TBBPA w 37°C. Po tym czasie dotki hodowli komérkowych byty
dwukrotnie przemywane buforem Locke 25 a nastepnie napetniano je medium hodowlanym,
a komorki pozostawaty w hodowli do czasu badania. Barwienie z wykorzystaniem danego
zestawu, przygotowane zgodnie z protokotem zatagczonym przez producenta, nastepowato
po 3, 6 oraz 24 godzinach od ekspozycji hodowli na TBBPA.

Analize badanej hodowli przeprowadzano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego
Axio Observer Z.1 z laserem argonowym i systemem Cell Observer SD przy ustawieniach

488 nm dhugosci fali wzbudzenia oraz 530 nm emisji w przypadku eksperymentéw z
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uzyciem komercyjnej aneksyny V-FITC. Pomiary fluorescencji MDC przeprowadzano przy
dhugos¢ fali 335 nm wzbudzenia oraz 512 nm emisji, natomiast fluorescencji Pl przy
dhugosci fali 546 nm wzbudzenia oraz 617 nm emisji. Pozyskanie oraz sortowanie danych
odbywato si¢ przy uzyciu programu mikroskopu konfokalnego ZEN w wersji 3.2 (Carl Zeiss
AG, Jena Germany). Liczenie komoérek zywych oraz martwych odbylo si¢ przy uzyciu
programu ZEN Blue dedykowanego dla uzytego mikroskopu konfokalnego. Przezywalnos¢
komoérek hodowli CGC okreslono, jako procent zywych komoérek w odniesieniu do

wszystkich komorek obecnych w danej probie.

3.6. Analiza statystyczna

Wszystkie eksperymenty wiazania radioligandéow do frakcji blon synaptycznych byly
powtarzane czterokrotnie z uzyciem roznych preparatéw blon izolowanych z réznych
dorostych szczurow. Zbiér danych prezentowany jest jako $rednia = odchylenie standardowe
(SD). Badania z uzyciem hodowli CGC byly powtarzane trzykrotnie, a w kazdym
eksperymencie hodowle komorkowe byly preparowane z oseskéw szczurzych pochodzacych z
réznych miotéw. Poniewaz réznice miedzy tymi eksperymentami byly nieistotne statystycznie
(p>0.05), uzyskane w ten sposdb dane zostaly uznane za jeden zbidr i wyniki przedstawiono
jako $rednig + SD.

Do oceny znamiennosci statystycznej roznic migdzy probami kontrolnymi a badanymi
stosowano test one-way lub two-way ANOVA wraz z testem wielokrotnych poréwnan

Dunnett’a lub Bonferroni’ego. Zmiany uznano za istotne statystycznie przy p<0,05.
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4. Wyniki

4.1. Indukowane przez TBBPA zaburzenia homeostazy wapnia w hodowli CGC
mozdzku szczura i ich wplyw na poziom stresu oksydacyjnego i potencjal
mitochondrialny
Wyniki przedstawione na Ryc. 8 pokazujg wzrost fluorescencji fluo-3, ktora

odzwierciedla wzrost [Ca®']i, wynikajacy z podania TBBPA do hodowli pierwotnych CGC.

Utrzymujacy si¢ podwyzszony poziom wewnatrzkomérkowego stezenia Ca®* podczas 30-

minutowej inkubacji byt zalezny od st¢zenia TBBPA (Ryc. 8, 9). Jednoczesne podanie 200 uM

rianodyny w kombinacji z 2,5 uM bastadyng i 0,5 uM MK-801 — antagonistow odpowiednio

RyR i NMDAR - catkowicie zapobieglo wzrostom [Ca?']i indukowanym przez 10 uM

TBBPA, i niemal catkowicie zmniejszyto efekt podania 25 uM TBBPA (Ryc. 8). Wyniki te sa

zgodne z wczesniej opublikowanymi danymi z mikroskopii konfokalnej w czasie rzeczywistym

(Zieminska i wsp., 2015), a takze z pomiarami W mikroskopii konfokalnej, ktore wykonalismy

na potrzeby obecnych badan (Ryc. 9).

Rycina 8. Wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia Ca?* indukowany w obecnosci TBBPA w pierwotnych
hodowlach CGC. Modulacja efektow 10 i 25 pM TBBPA przez zmiatacze wolnych rodnikow: 10 pM
butylowany hydroksyanizol (BHA) rozpuszczony w 0,1%o etanolu (ET), 1 mM zredukowany glutation
(GSH), 1 mM kwas askorbinowy (Vit C) i polaczenie antagonistow RyR i NMDAR: 2,5 uM bastadyny
(bast), 200 uM rianodyny (ryan) i 0,5 uM MK-801 (MK). Fluorescencja fluo-3 jest wyrazona jako procent
kontroli w 30 min. Wyniki sg warto$ciami $rednimi = SD (n = 15). Istotne statystycznie réznice w
porownaniu z grupg kontrolng (brak TBBPA): *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 oraz kontrola wewnatrz
grupy eksponowanej na 10 i 25 uM TBBPA z modulatorami: #p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001
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Wzrost [Ca®']i indukowany przez 25 uM TBBPA byt znaczaco nasilony w obecnosci
zmiataczy wolnych rodnikéw tj. 10 uM butylowanego hydroksyanizolu (BHA) (wzrost o
55,5%) lub 1 mM witaminy C (wzrost 0 35,5%). Podanie 1 mM GSH obnizyto fluorescencje
wywotang podaniem 25 uM TBBPA o 46,7%. Uzyte zmiatacze wolnych rodnikéw nie miaty
wplywu na stezenie [Ca®']i w probie kontrolnej hodowli CGC nie eksponowanej na TBBPA
oraz na wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia Ca®* wywotany przez 10 uM TBBPA (Ryc. 8).

Rycina 9. Wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia Ca?* indukowany w obecnosci TBBPA w pierwotnych
hodowlach CGC. (A) Zalezny od stezenia wpltyw 10 i 25 pyM TBBPA w poréwnaniu do kontroli
rozpuszczalnika (0,5% DMSO) na fluorescencje fluo-3. (B) Hamowanie dziatania 10 i 25 uM TBBPA przez
kombinacje antagonistow RyR i NMDAR: 2,5 uM bastadyny (bast), 200 uM rianodyny (ryan) i 0,5 uM MK-
801 (MK). Fluorescencja fluo-3 jest wyrazona jako procent poziomu podstawowego (F/Fo%) (A) lub procent
kontroli w 10 minucie (B). Wyniki z jednego przyktadowego eksperymentu (wartosci $rednie = SD z 4
powtdrzen). Istotne statystycznie réznice w pordwnaniu z grupg kontrolng (bez TBBPA): *p<0,05;
***n<0,001 oraz kontrolg wewnatrz grupy eksponowanej na TBBPA: ##p<0,001
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Wyniki przedstawione na Ryc. 9A pokazuja znaczacy wzrost fluorescencji fluo-3
indukowany przez 10 uM i 25 uM TBBPA w hodowlach CGC. Wzrost fluorescencji
odzwierciedla zalezne od stezenia TBBPA zwigkszenie [Ca?']i. Ponadto, na Ryc. 9B
wykazano, ze zastosowanie kombinacji antagonistow NMDAR i RyR (0,5 uM MK-801 i 200
uM rianodyny z 2,5 uM bastadyna) catkowicie zmniejszyto wzrost [Ca?*]i wywotany przez 10
uM TBBPA, zmierzony po 10 minutach (spadek z 183% do 76% poziomu kontroli), a wptyw
25 uM TBBPA zostat obnizony z 234% do 124%. Obecno$¢ tych antagonistow w kontroli i/lub
hodowli CGC traktowanej DMSO nieznacznie obnizato fluorescencj¢ fluo-3 (wynikow nie

pokazano).

Rycina 10. Wzrost produkcji reaktywnych form tlenu w pierwotnych hodowlach CGC eksponowanych na
TBBPA. Modulacja dziatania 10 i 25 uM TBBPA przez zmiatacze wolnych rodnikéw: 1 mM zredukowany
glutation (GSH), 10 uM butylowany hydroksyanizol (BHA) rozpuszczony w 0,1%o etanolu (ET), inhibitor
MPTP 5 uM cyklosporyne A (CsA) i kombinacje antagonistow RyR i NMDAR: 2,5 uM bastadyna (bast),
200 puM rianodyna (ryan) i 0,5 uM MK-801 (MK). Fluorescencja DCF jest wyrazona jako procent kontroli w
30 min. Wyniki sg warto§ciami $rednimi + SD (n = 15). Istotne statystycznie roznice w poréwnaniu z grupg
kontrolng (bez TBBPA): ***p<0,001 oraz kontrolg wewnatrz grupy eksponowanej na TBBPA: #p<0,05;
###1<0,001

-68 -



Stres oksydacyjny w hodowlach CGC wywotywany przez TBBPA oceniono przez
pomiar fluorescencji DCF; jego wzrost odzwierciedla produkcj¢ ROS. Wyniki przedstawione
na Ryc. 10 pokazuja zalezng od st¢zenia TBBPA produkcje ROS po ekspozycji komorek
hodowli CGC na badany zwigzek. Wyniki wykazaty tez, ze produkcja ROS w hodowli CGC
wywotana przez 10 lub 25 uM TBBPA byla inaczej modulowana przez zastosowanych
antagonistbw NMDAR i RyR. Zabieg ten, ktory catkowicie zapobiegal wzrostowi [Ca®*];
indukowanemu przez 10 uM TBBPA (Ryc. 8), rowniez catkowicie hamowat wzrost produkcji
ROS. Jednak w przypadku 25 uM TBBPA niemal pelnemu zahamowaniu wzrostu poziomu
[Ca?']i (Ryc. 8) towarzyszyta zaledwie nieznamienna statystycznie tendencja do zmniejszania
produkcji ROS (Ryc. 10).

Wyniki prezentowane na Ryc. 10 pokazuja, ze zmiatacze wolnych rodnikow BHA i GSH
catkowicie zapobiegaly wytwarzaniu ROS wywotanemu przez 10 uM TBBPA, podczas gdy w
probie z 25 uM TBBPA, wytwarzanie ROS bylo catkowicie zahamowane w obecnos$ci GSH,
ale mniej skuteczne hamowanie (tylko o 78%) stwierdzono po zastosowaniu BHA. Inhibitor
powstawania MPTP — cyklosporyna A (5 uM) — nie miala znaczacego wptywu na wytwarzanie
ROS w hodowlach CGC eksponowanych na 10 i 25 uM TBBPA (Ryc. 10).

Podsumowujac, uzyskane wyniki pokazuja, ze wzrost fluorescencji fluo-3 i DCF w
hodowlach CGC eksponowanych na TBBPA jest zalezny od jego stezenia oraz jest hamowany
przez antagonistow NMDAR i RyR. Podobne tendencje uzyskano przy pomocy mikroskopu
konfokalnego (Ryc. 8, 10) i przy uzyciu fluorescencyjnego czytnika ptytek (Ryc. 9, 11).
Ponadto, przedstawione tu wyniki dotyczace wptywu TBBPA na fluorescencje fluo-3 i
modulacj¢ tych efektow przez antagonistow NMDAR i RyR sa zgodne z naszymi poprzednio
opublikowanymi danymi, roéwniez uzyskanymi przy uzyciu konfokalnej mikroskopii
fluorescencyjnej (Zieminska i wsp., 2015). Opisane wyzej wyniki sugeruja, ze wzrost [Ca®']i w
hodowlach CGC, indukowany przez 10 uM TBBPA jest pierwotng przyczyna wzrostu
tworzenia ROS i w rezultacie stresu oksydacyjnego.
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Rycina 11. Wzrost produkcji ROS w pierwotnych hodowlach CGC indukowany w obecnosci TBBPA. (A)
Zalezne od stezenia dziatanie 10 i 25 uM TBBPA w stosunku do kontroli rozpuszczalnika (0,5% DMSO) na
fluorescencje DCF. (B) Modulacja wptywu 10 i 25 uM TBBPA przez polaczenie antagonistow RYR i
NMDAR: 2,5 uM bastadyny (bast), 200 uM rianodyny (ryan) i 0,5 uM MK-801 (MK). Fluorescencja DCF
jest wyrazona jako procent poziomu podstawowego (F/Fo%) (A) lub procent kontroli w 10 min (B). Wyniki z
jednego przyktadu eksperymentu (wartosci srednie = SD z 4 powtodrzen). Istotne statystycznie réznice w
poréwnaniu z grupg kontrolng (bez TBBPA): ***p<0,001 oraz kontrolg wewnatrz grupy eksponowanej na
TBBPA: #p<0,05; ##p<0,001

Dla oceny endogennego potencjatu antyoksydacyjnego hodowli CGC eksponowanych na
TBBPA, oznaczono zawartos¢ GSH oraz aktywno$¢ katalazy. Jak przedstawiono na Ryc. 12,
inkubacja hodowli CGC z TBBPA powoduje zalezne od jego stezenia obnizenie zawarto$ci

GSH. Temu zjawisku wywotanemu przez podanie 10 uM TBBPA catkowicie zapobiegata
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obecno$¢ antagonistObw NMDAR i RyR, a takze obecnos¢ BHA (Ryc. 12). Spadek zawartosci
GSH w hodowlach neuronéow spowodowany przez obecnos¢ 25 uM TBBPA byt zmniejszony
tylko czegsciowo (o 44,3%) przez kombinacje¢ bastadyny z rianodyng i MK-801, a bardziej
efektywnie — o0 75,5%, w obecno$ci BHA.

Rycina 12. Zmiany zawartosci GSH w pierwotnych hodowlach CGC eksponowanych przez 30 min na
TBBPA. (A) Wplyw roznych stezen TBBPA i rozpuszczalnika (0,5% DMSO). (B) Modulacja wptywu 10 i
25 uM TBBPA przez zmiataczy wolnych rodnikéw: 1 mM zredukowany glutation (GSH) i 10 uM
butylowany hydroksyanizol (BHA) rozpuszczony w 0,1%o0 etanolu (ET) i przez mieszaning antagonistow
RyR i NMDAR: 2,5 uM bastadyne (bast), 200 uM rianodyne¢ (ryan) i 0,5 uM MK-801 (MK). Zawartos¢
GSH w CGC jest przedstawiona jako procent kontroli (bez TBBPA). Wyniki sa warto$ciami $rednimi = SD
(n = 15). Istotne statystycznie roznice w poroéwnaniu z grupg kontrolng (bez TBBPA): *p<0,05; **p<0,01;
***p<(0,001 oraz kontrolg grupy eksponowanej na TBBPA: #p<0,01; ##p<0,001
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Rycina 13. Obnizenie aktywnosci katalazy po 30-minutowej inkubacji hodowli CGC z TBBPA. (A) Wptyw
roznych stezen TBBPA i rozpuszczalnika (0,5% DMSO) na aktywno$¢ katalazy. (B) Modulacja wptywu 10 i
25 uM TBBPA przez zmiatacze wolnych rodnikow: 1 mM zredukowany glutation (GSH) i 10 uM
butylowany hydroksyanizol (BHA) rozpuszczony w 0,1%o0 etanolu (ET) i przez mieszaning antagonistow
RyR i NMDAR: 2,5 uM bastadyne (bast), 200 uM rianodyng¢ (ryan) i 0,5 uM MK-801 (MK). Aktywno$¢
katalazy w CGC jest przedstawiona jako procent kontroli (bez TBBPA). Wyniki sg warto$ciami $rednimi +
SD (n = 15). Istotne statystycznie roznice w porownaniu z grupa kontrolng (bez TBBPA): ***p<0,001; oraz
kontrolg grupy eksponowanej na TBBPA: #p<0,01
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Inkubacja CGC przez 30 minut z TBBPA (7,5; 10 1 25 uM) zmniejszyta aktywnos$¢
katalazy w sposob zalezny od stgzenia, odpowiednio o 28, 32 i 41% (Ryc. 13). Spadkowi
aktywnosci wywotanemu przez 10 uM TBBPA, catkowicie zapobiegato podanie GSH. Spadek
aktywnosci katalazy indukowany przez 25 uM TBBPA byt znacznie zmniejszony przez GSH,
BHA i kombinacje antagonistow RyR i NMDAR (Ryc. 13). Na Ryc. 13A pokazano rowniez,
ze wystapit 20% wzrost aktywnosci katalazy w komorkach kontrolnych (brak TBBPA) po 30
minutach inkubacji w obecnosci BHA. Jest to prawdopodobnie spowodowane wplywem
etanolu (0,1%o) stosowanego jako rozpuszczalnik dla BHA — poniewaz sam etanol zwigkszyt

aktywno$¢ katalazy o 28%.

Rycina 14. Depolaryzacja btony mitochondriow w pierwotnych hodowlach CGC inkubowanych z TBBPA.
Modulacja dziatania 10 i 25 pM TBBPA przez zmiataczy wolnych rodnikéw: 1 mM zredukowany glutation
(GSH), 10 uM butylowany hydroksyanizol (BHA) rozpuszczony w 0,1%o etanolu (ET), inhibitor MPTP 5
uM cyklosporyne A (CsA) i kombinacje antagonistow RyR i NMDAR: 2,5 uM bastadyne (bast), 200 uM
rianodyne (ryan) i 0,5 uM MK-801 (MK). Fluorescencja R123 jest wyrazona jako procent kontroli w 30
min.. Wyniki sg warto§ciami $rednimi = SD (n = 15). Istotne statystycznie réznice w pordwnaniu z grupa
kontrolng (brak TBBPA): ***p<0,001; oraz kontrolg grupy eksponowanej na TBBPA: #p<0,01; ##p<0,001
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Zmiany w potencjale blony mitochondrialnej (A¥m) w hodowlach CGC eksponowanych
na TBBPA oceniono przy uzyciu sondy fluorescencyjnej rodaminy 123 (R123). Jak pokazano
na Ryc. 14, zastosowanie TBBPA spowodowalo zalezny od stezenia wzrost fluorescencji R123
(175-215%), co jest wskaznikiem obnizenia A¥m. Mieszanina antagonistow RyR i NMDAR
catkowicie zapobiegla temu efektowi w grupie, w ktorej podawano 10 uM TBBPA, podczas
gdy w grupie, w ktorej podawano 25 uM TBBPA, depolaryzacja mitochondriow zmniejszyta
si¢ 0 67,3% w stosunku do kontroli tego st¢zenia (Ryc. 14). Zmiatacze wolnych rodnikow GSH
i BHA nie mialy statystycznie istotnego wpltywu na depolaryzacj¢ mitochondriow w
hodowlach CGC inkubowanych z 10 uM TBBPA. W przypadku ekspozycji na 25 uM TBBPA,
spadek A¥m byl nawet znaczaco poglgbiony w obecnosci GSH, podczas gdy BHA nie miato
istotnego wptywu. Dodanie 5 upM cyklosporyny A — o ktorej wiadomo, ze hamuje tworzenie
porow (megakanatow) mitochondrialnych (MPTP) — nie zapobieglto w istotny sposob obnizeniu
A¥m indukowanemu przez podanie 10 i 25 uM TBBPA (Ryc. 14).

Przedstawione wyniki wskazuja na to, ze centralnym elementem mechanizmu ostrej
cytotoksycznosci indukowanej przez TBBPA w hodowlach CGC jest niekontrolowany wzrost
wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia, glownie pierwotny wobec stresu oksydacyjnego i
dysfunkcji mitochondriow. Z poprzednich badan pracowni wiadomo, ze za to zjawisko
odpowiada aktywacja zardwno receptorow NMDA jak i rianodynowych (Zieminska i wsp.,
2015). Ponadto, poprzednie badania pracowni (Zieminska i wsp., 2014) rzucity $wiatlo na
mechanizm aktywacji RyR bedacej wynikiem ekspozycji CGC na TBBPA, natomiast
mechanizm aktywacji w tych warunkach NMDAR jest hipotetyczny i wymaga zbadania.

4.1.1. Wplyw TBBPA na sygnal sond fluorescencyjnych w systemie bezkomoérkowym

Przeprowadzone eksperymenty majace na celu uzasadnienie przydatnosci uzytych
sond fluorescencyjnych tj. fluo3AM, rodaminy 123, a przedewszystkim DCFH-DA. Wyniki
(tabela 2) pokazuja, ze 0,5% DMSO nie miat wptywu na fluorescencj¢ 100 uM roztworu
DCFH-DA, podczas gdy zastosowanie TBBPA w obu stezeniach powodowato jednakowy i
bardzo nieznaczny wzrost fluorescencji do 110%. W tych warunkach podanie TBBPA
rowniez nie miato istotnego wplywu na fluorescencje 100 puM DCF (wyniki
nieprzedstawione). Dane z Tabeli 2 pokazuja rowniez brak istotnego wplywu kombinacji
antagonistOw NMDAR 1 RyR na fluorescencj¢ roztworow DCFH-DA 1 DCF w §rodowisku

bezkomorkowym.
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Tabela 2. Wptyw TBBPA i antagonistow NMDAR/RyR na fluorescencj¢ 100 uM roztworu DCFH-DA w
srodowisku bezkomdrkowym

Préba Fluorescencja w 30 minucie (% kontroli)
Kontrola 100 £2

DMSO 0,5% 98+ 1

TBBPA 10 yM 110+ 3

TBBPA 25 uM 110+4

MK-801, rianodyna, bastadyna 103+2

Fluorescencj¢ mierzono w §rodowisku bezkomérkowym (bufor Locke 5) zawierajacym 100 uM DCFH-DA
pod nieobecno$¢ (kontrola, DMSO) lub w obecnosci 10 lub 25 uM TBBPA lub kombinacji 0,5 uM MK-801,
200 uM rianodyny i 2,5 pM bastadyny.

Wyniki z jednego eksperymentu, dane przedstawione jako $rednia z 3 powtdrzen na probe.

Tabela 3. Wptyw TBBPA i antagonistow NMDAR/RyR na fluorescencje 1 uM roztworu DCFH-DA w
srodowisku bezkomérkowym

Fluorescencja w 30 minucie (% kontroli)

Proba DCFH-DA DCF

Kontrola 100 +2 100+ 1
DMSO 0,5% 97 +2 104 £2
TBBPA 10 uM 132+3 108 £2
TBBPA 25 uM 13442 108 +3
MK-801 94 +2 104 £ 1
rianodyna 98 +2 104 +2
bastadyna 140 £3 114 +£2

Fluorescencje mierzono w srodowisku bezkomorkowym (bufor Locke 5) zawierajacym 1 uM DCFH-DA i
DCEF pod nieobecnos¢ (kontrola, DMSO) lub w obecnosci 10 Iub 25 uM TBBPA, 0,5 uM MK-801, 200 uM
rianodyny lub 2,5 uM bastadyny.

Wyniki z jednego eksperymentu, dane przedstawione jako $rednia z 3 powtdrzen na probe.

Tabela 4. Wptyw TBBPA i antagonistow NMDAR/RyR na fluorescencj¢ 1 uM roztworu fluo-3AM i fluo-3
w srodowisku bezkomérkowym

i Fluorescencja w 30 minucie (% kontroli)
Proba

fluo-3AM fluo-3
Kontrola 100 £ 1 100 £ 1
DMSO 0,5% 98+1 97+£2
TBBPA 10 uM 107 +3 106 £2
TBBPA 25 uM 106 £2 103+ 1
MK-801 100 + 1 98 +£1
rianodyna 98 +2 95+1
bastadyna 105+ 1 111£2

Fluorescencje mierzono w srodowisku bezkomérkowym (bufor Locke 5) zawierajacym 1 uM fluo-3AM i
fluo-3 pod nieobecnos¢ (kontrola, DMSO) lub w obecnosci 10 lub 25 uM TBBPA, 0,5 uM MK-801, 200 uM
rianodyny lub 2,5 uM bastadyny.

Wyniki z jednego eksperymentu, dane przedstawione jako $rednia z 3 powtorzen na probe.
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Kolejny eksperyment, w ktorym uzyto DCFH-DA i1 DCF w $rodowisku
bezkomoérkowym, w stukrotnie nizszym st¢zeniu (1 pM) wykazal wzrost fluorescencji tych
roztworow pod wptywem obu stezen TBBPA i bastadyny o 32-40% (DCFH-DA) oraz 8-
14% (DCF) w stosunku do kontroli (Tabela 3). Zaréwno rozpuszczalnik — 0,5% DMSO —
jak i pozostale badane substancje nie wptywaty istotnie na fluorescencje DCFH-DA i DCF.

W nastepnym do$wiadczeniu (Tabela 4) mierzono wptyw tych samych substancji na
fluorescencje 1 uM fluo-3 AM i fluo-3 w srodowisku bezkomorkowym. Dane z tabeli 4
pokazuja, ze TBBPA tylko nieznacznie (o 3-7%) zwigkszyto fluorescencj¢ sond wrazliwych
na Ca?* — fluo-3AM i fluo-3, podczas gdy bastadyna zwiekszyta fluorescencje fluo-3 0 11%.

Tabela 5 przedstawia wptyw badanych substancji na fluorescencj¢ 1 uM rodaminy
123 w $rodowisku bezkomérkowym. TBBPA (10 i 25 uM) zaleznie od st¢zenia zmniejszyta
fluorescencj¢ tej sondy odpowiednio o 23 i 31%. Inna bromowana substancja jaka jest

bastadyna, zmniejszyta fluorescencje tylko nieznacznie — 0 9% w stosunku do kontroli.

Tabela 5. Wptyw TBBPA i antagonistow NMDAR/RyR na fluorescencje 1 uM roztworu rodaminy123 w
srodowisku bezkomérkowym

Préba Fluorescencja w 30 minucie (% kontroli)
Kontrola 100 + 1
DMSO 0,5% 98 +£2
TBBPA 10 uyM 77 +£2
TBBPA 25 uM 69 + 3
MK-801 98 £1
rianodyna 99 +2
bastadyna 91+2

Fluorescencj¢ mierzono w srodowisku bezkomérkowym (bufor Locke 5) zawierajacym 1 pM rodaminy 123
pod nieobecno$é¢ (kontrola, DMSO) lub w obecnos$ci 10 lub 25 uM TBBPA, 0,5 uM MK-801, 200 uM
rianodyny lub 2,5 uM bastadyny.

Wyniki z jednego eksperymentu, dane przedstawione jako $rednia z 3 powtorzen na probe.

Dane te potwierdzaja wyniki innych autorow (Tetz 1 wsp., 2013; Szychowski 1 wsp.,
2016a, 2016b), ze TBBPA zwicksza fluorescencje roztworéw DCFH-DA w systemach
bezkomorkowych. Ponadto, nasze eksperymenty kontrolne pokazaty wywotany przez
TBBPA wzrost fluorescencji roztworu DCF, ktéry byt jednak nizszy niz w przypadku
DCFH-DA. Inny bromowany zwigzek — bastadyna, takze nasilal fluorescencj¢ roztworu
DCFH-DA. Co wazne, TBBPA 1 bastadyna, nieznacznie wzmocnily fluorescencje fluo-

3AM i fluo-3, a zmniejszyty fluorescencje rodaminy 123. Nalezy wiec odpowiedzie¢ na

pytanie, czy te wyniki uzyskane w systemie bezkomdérkowym wiarygodnie pokazuja, ze
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dane uzyskane w modelu hodowli CGC przy uzyciu testu DCF sg artefaktami. Innymi
stowy, czy stuszne sg poglady autoréw, ktdrzy ostrzegaja, ze wzmozonej fluorescencji DCF,
obserwowanej po podaniu TBBPA do hodowli komoérek nie nalezy przypisywaé wzrostowi
produkcji ROS w komorkach (Tetz i wsp., 2013), a test DCF nie nadaje si¢ do oceny
indukowanego przez TBBPA stresu oksydacyjnego w neuronach (Szychowski i wsp.,

2016b). Szersza analiza wynikow znajduje si¢ w podrozdziale 5.1. dyskusji.

4.2. Mechanizmy indukowanej przez TBBPA aktywacji receptoréw NMDA
4.2.1. Bezposrednie interakcje TBBPA z receptorami NMDA
Do zbadania bezpo$rednich interakcji TBBPA z receptorami NMDA znajdujgcymi

si¢ w btonach komorkowych izolowanych z kory mézgu szczura zastosowano [PHJMK-801,
specyficznego antagoniste NMDAR wiazacego si¢ do wnetrza aktywnego kanatu. Wyniki
pomiaréw kontrolnych (Ryc. 15A) wykazaty, ze wiazanie [*H]MK-801 do frakcji bton
komorkowych, bedace wskaznikiem aktywnos$¢ receptorow NMDA, zostato niemal
catkowicie zniesione po podaniu 100 uM ketaminy, niekompetycyjnego blokera NMDAR.
Podanie agonistow NMDAR - 100 uM NMDA oraz 100 uM NMDA wraz z 30 uM glicyna
spowodowato odpowiednio - dwukrotny lub czterokrotny wzrost specyficznego wigzania
[PH]MK-801, co $wiadczy o aktywacji tych receptorow. Taka obserwacja pozwala sadzié, ze
otrzymane blony wyizolowane z kory mozgow szczurzych zawierajg natywne NMDAR 1
nadajg si¢ do przeprowadzenia kolejnych eksperymentéw z uzyciem TBBPA.

Nastepnie zostaly przeprowadzone eksperymenty testujace wpltyw trzech stgzen
TBBPA (10, 25 oraz 40 pM) na wigzanie [°H]MK-801 do frakcji bton (Ryc. 15B). Proba
kontrolna nie zawierala badanej substancji, jedynie jej rozpuszczalnik — 0,5% DMSO.
Podanie TBBPA w obecnosci agonistow (100 puM NMDA 1 30 pM glicyny) oraz w
przypadku ich braku nie spowodowato istotnych zmian nie tylko w porownaniu z proba
kontrolna, ale rdwniez miedzy badanymi grupami o réznych stgzeniach tego zwiazku.
Przedstawione wyniki sugeruja, ze obecnos¢ TBBPA we wszystkich badanych stezeniach
nie spowodowata bezposrednich zmian w aktywnosci receptora NMDA nie tylko podczas
pobudzenia agonistami, lecz takze pod nieobecno$¢ egzogennych modulatoréw aktywnosci

kanatu tego receptora.
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Rycina 15. Specyficzne wigzanie [*H]MK-801 do blon kory mézgu szczura. (A) Modulacja za pomoca
antagonisty NMDAR — ketaminy (100 uM) i agonisty NMDA (100 uM) samego lub podanego z glicyng (30
uM). Dane wyrazono jako zliczenia impulsow radioaktywnos$ci na minute (cpm). (B) Wptyw 10, 25 lub 40
uM TBBPA w obecnoéci lub pod nieobecno$é agonistow NMDAR. Dane wyrazono jako procent kontroli
rozpuszczalnika (0,5% DMSO) w obecnosci agonistow NMDAR. Wyniki przedstawiono jako $rednig = SD
(n=9-11). Istotne statystycznie réznice w porownaniu z grupg kontrolng: ***p<0,001

Rycina 16. Modulacja specyficznego wigzania znakowanych agonistow NMDAR do bton kory moézgu
szczura. (A) Specyficzne wigzanie [*H]kwasu glutaminowego. Blony inkubowano bez zadnych dodatkow
(kontrola), z konkurencyjnym antagonista miejsca wiagzania glutaminianu - AP5 (100 i 200 pM) lub w
obecnosci 0,5% DMSO (0 mM TBBPA) czy 10, 25 i 40 uM TBBPA. (B) Specyficzne wigzanie [*H]glicyny
do blon. Btony inkubowano bez zadnych dodatkéw (kontrola), z selektywnymi i nieselektywnymi
antagonistami miejsca wigzania glicyny — 7-CKA (100 mM) lub CNQX (100 uM) lub w obecnosci 0,5%
DMSO (0 uM TBBPA) czy z 10, 25 i 40 uM TBBPA. Dane wyrazono jako procent kontroli nosnika
(DMSO0), a wyniki przedstawiono jako $rednig + SD (n=8-10). Istotne statystycznie réznice w poréwnaniu z
grupa kontrolng: **p<0,01; ***p<0,001
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Tych samych stezen TBBPA 1 tych samych frakcji bton komérkowych uzyto do
okre$lenia pozioméw wigzania [*H]kwasu glutaminowego i [*H]glicyny do ich
specyficznych miejsc wigzania do NMDAR. Przedstawione na Ryc. 16A wyniki badan
kontrolnych pokazuja, ze wiazanie [*H]kwasu glutaminowego byto hamowane zaleznie od
stezenia uzytego kompetycyjnego antagonisty APS5 (100 1 200 uM). Ponadto, zastosowanie
kompetycyjnych antagonistow miejsca glicynowego, 7-CKA (100 uM) i CNQX (100 uM),
spowodowalo zahamowanie wigzania [3H]glicyny odpowiednio 0 51% i 40% (Ryc. 16B).

Rycina 17. Zahamowanie swoistego wigzania [*H]kwasu glutaminowego z frakcjg bton komorkowych
izolowanych z kory moézgu szczurow przez kompetycyjnego antagoniste DL-APS. Stezenie radioligandu
wynosito 2 nM. Dane wyrazane sg jako procent zahamowania, a wyniki przedstawiane sg jako $rednia + SD
(n=10). Istotne statystycznie réznice w porownaniu z grupg kontrolng: ***p<0,001

W  celu uzupehienia wynikow zawartych w na Ryc. 16A, dotyczacych
zastosowanego stezenia antagonisty AP5, zbadano oraz przedstawiono (Ryc. 17) pehniejszy
zakres zaleznoéci miedzy wigzaniem [®H]kwasu glutaminowego do frakcji bton
komorkowych a réznymi stezeniami APS5 (1 uM do 1 mM). Jak przedstawiono na Ryc. 17,
AP5 hamowal wigzanie specyficzne [*H]kwasu glutaminowego do frakcji bton
komorkowych w sposob zalezny od stgzenia. Zastosowanie AP5 w stezeniu 100 uM i 200
1M hamowato wiazanie 0 23% i 34%, natomiast | mM AP5 hamowat wigzanie [*H]kwasu
glutaminowego o 63%.

Zastosowanie 10, 20 i 40 uM TBBPA nie wptyneto znaczaco na wigzanie [*H]kwasu
glutaminowego i [3*H]glicyny (Ryc. 16). Wyniki do§wiadczen przeprowadzonych na frakcji
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bton komoérkowych izolowanych z kory mozgu szczura wskazuja, ze TBBPA nie wptywa na
aktywnos¢ kanatow NMDAR ani poprzez interakcje allosteryczne, ani tez przez
oddzialywanie na miejsca wigzania dla agonisty i1 ko-agonisty znajdujace si¢ na

podjednostkach NMDAR.

4.2.2. Depolaryzacja neurondw wywotana przez TBBPA jako element mechanizmu

aktywacii receptorOw NMDA

Aktywacja kanatu jonowego NMDAR jest cze¢sciowo zalezna od depolaryzacji
btony, co prowadzi do zwolnienia zaleznego od potencjatu bloku magnezowego. Lezy to u
podstaw alternatywnej hipotezy, zaktadajacej, ze aktywacja NMDAR w hodowlach CGC
inkubowanych w obecnosci TBBPA moze by¢ efektem posrednim, zwigzanym z
indukowana przez TBBPA depolaryzacja neurondw. Dla jej weryfikacji wykorzystano
wrazliwy na zmiany potencjatu blonowego wskaznik fluorescencyjny oksonol VI. Aby
zweryfikowa¢ wiarygodno$¢ wynikow pomiardw potencjatu btonowego przy uzyciu
oksonolu VI, przeprowadzono eksperymenty kontrolne z zastosowaniem: 100 mM KCI i
100 uM glutaminianu.

Jako pierwszg kontrolg pozytywna uzyto KCI w wysokim stezeniu. Zaobserwowano
szybki wzrost fluorescencji oksonolu VI wskazujacy na depolaryzacje, spowodowang
narzuconymi warunkami do$wiadczalnymi zaburzeniami rownowagi jonowej. Na tle tego
pierwotnego efektu, ktorego nie mozna bylo zmodyfikowaé¢ farmakologicznie,
zaobserwowali$my faz¢ wtdrnej depolaryzacji, ktéra byta hamowana przez MK-801, CNQX
i TTX (Ryc. 18A). Podanie samego antagonisty AMPAR - CNQX (20 uM), obnizato
depolaryzacje wywotang przez KCI 0 32%. TTX (1 uM) - ktora jest selektywnym i silnym
blokerem kanatéw sodowych bramkowanych napigciem - hamowata depolaryzacje o 27%.
Jednakze, gdy antagonist¢ NMDAR - MK-801 (0,5 uM) podawano samodzielnie lub w
potaczeniu z CNQX, efekt depolaryzacji zmniejszat si¢ o okoto 50%. (Ryc. 18B). Inne
kombinacje polaczenia antagonistow zmniejszaty efekt depolaryzacji bton komoérkowych

indukowany przez KCI 0 34-50% (Ryc. 18B).
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Rycina 18. Wplyw KCI na fluorescencje oksonolu VI w pierwotnych hodowlach CGC: modulacja
receptorow jonotropowych dla glutaminianu i kanatéw sodowych bramkowanych napigciem przy uzyciu
blokerow i antagonistow. (A) Dynamika zmian fluorescencji oksonolu VI po podaniu 100 mM KCI pod
nieobecnos¢ lub w obecnoscei: 0,5 uM MK-801, 20 uM CNQX i I uM TTX. (B) Modulacja wptywu 100 mM
KCI przez MK-801, CNQX i TTX. Fluorescencja oxonolu VI jest wyrazona jako procent poziomu
podstawowego (F/Fo%) w czasie (A) lub jako interpolacja zmiany fluorescencji we wszystkich punktach
pomiaru po zastosowaniu KCl (B). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD (n=15). Istotne statystycznie
réznice w poroéwnaniu z grupa kontrolng (KCl): *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Rycina 19. Wplyw glutaminianu (glu) na fluorescencj¢ oksonolu VI w pierwotnych hodowlach CGC:
modulacja receptorow jonotropowych dla glutaminianu i kanatéw sodowych bramkowanych napieciem przy
uzyciu blokeréw i antagonistow. (A) Dynamika zmian fluorescencji oksonolu VI po podaniu 100 pM glu w
nieobecnosci lub obecnosci: 0,5 uM MK-801, 20 uM CNQX i 1 uM TTX. (B) Modulacja wptywu 100 uM
glu przez MK-801, CNQX i TTX. Fluorescencja oxonolu VI jest wyrazona jako procent poziomu
podstawowego (F/Fo%) w czasie (A) lub jako interpolacja zmiany fluorescencji we wszystkich punktach
pomiaru po podaniu glu (B). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD (n=15). Istotne statystycznie réznice
w poroéwnaniu Z grupa kontrolna (glu): **p<0,01; ***p<0,001
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Inna substancja kontrolna, glutaminian, rowniez zwiekszyta poziom fluorescencji
oksonolu VI (Ryc. 19), lecz wzrost ten byl wolniejszy i nizszy niz ten obserwowany po
podaniu KCI. Efekt podania glutaminianu byt hamowany o 40% w obecnosci MK-801,
natomiast calkowite zahamowanie indukowanej glutaminianem depolaryzacji hodowli CGC
obserwowano przy uzyciu samego CNQX lub w potaczeniu z innymi antagonistami (RYC.
19B). Nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian w tak wywotanej depolaryzacji po
podaniu samego TTX (Ryc. 19B).

Wyniki te sg zgodne z interpretacjg, ze W depolaryzacji pierwotnych hodowli CGC
indukowanej przez egzogenny glutaminian posrednicza jonotropowe receptory dla
glutaminianu. Warunkiem koniecznym jest aktywacja AMPAR, w nast¢pstwie dochodzi do
aktywacji NMDAR i kanatéw sodowych wrazliwych na TTX. Jednak udziat receptorow
AMPA dominuje w takim stopniu, ze przestania inne, wtorne mechanizmy. Do ujawnienia
roli kanatow sodowych bramkowanych napieciem w depolaryzacji indukowanej
glutaminianem okazato si¢ by¢ konieczne zastosowanie MK-801, co zmniejszyto udziat

receptorow glutaminianergicznych w depolaryzacji.

Kolejne eksperymenty przeprowadzone na pierwotnych hodowlach CGC wykazaty,
ze zastosowanie 5, 7,5, 10, 151 25 uM TBBPA mialo dwufazowy wptyw na fluorescencje
oksonolu VI (Ryc. 20). Poczatkowa i przejsciowa faza zmian fluorescencji oksonolu VI po
podaniu TBBPA polegata na jej obnizeniu 0 25-40%. Nastepnie zaobserwowaliSmy
stopniowy, i zalezny od stezenia (>7,5 uM TBBPA), wzrost fluorescencji oksonolu VI,
ktory interpretujemy jako depolaryzacj¢ neuronow (Ryc. 20B).

Przedmiotem dodatkowych badan byta natura poczatkowego obnizenia fluorescencji
oksonolu VI po podaniu TBBPA. Testowana byta hipoteza, ze ten efekt moze by¢ odbiciem
hiperpolaryzacji w wyniku aktywacji BKCa lub receptorow GABAAa. Jak pokazano w
naszych doswiadczeniach (Ryc. 21), zaobserwowany spadek fluorescencji spowodowany
obecnoscig TBBPA (Ryc. 20) nie byl hamowany ani przez blokera BKCa - iberiotoksyne,
ani przez antagonistow GABAAa: pikrotoksyne, bikukuling, metylobromek bikukuliny 1
furosemid. Tak wigc, indukowany przez TBBPA spadek fluorescencji oksonolu VI nie
wydaje si¢ by¢ zwigzany z mechanizmami hiperpolaryzacji, w ktérych posrednicza wyzej
wspomniane kanaty/receptory. Ponadto poczatkowy spadek fluorescencji nie byt zalezny od
stezenia TBBPA (Ryc. 20A).
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Rycina 20. Wptyw TBBPA na fluorescencje oksonolu VI w hodowlach pierwotnych komoérek ziarnistych
mozdzku (CGC). (A) Zmiany fluorescencji oksonolu VI w czasie, wyrazone jako procent poziomu
podstawowego (F/Fo%), indukowane przez TBBPA lub kontrole (0,5% DMSO). (B) Zalezno$¢ zmian
fluorescencji oksonolu VI, wyrazona jako interpolacja zmiany fluorescencji we wszystkich punktach
pomiaréw po zastosowaniu 5, 7,5, 10, 151 25 uM TBBPA. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD (n=15).
Istotne statystycznie réznice w poréwnaniu z grupa kontrolng: ***p<0,001
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Rycina 21. Wptyw blokerow BKCa i antagonistow GABAa na zmiany fluorescencji oksonolu VI w
pierwotnych hodowlach CGC indukowanych przez TBBPA. Wykres pokazuje poczatkowy spadek
fluorescencji oksonolu VI w czasie, indukowany przez 25 uM TBBPA w nieobecnosci lub obecnosci 200
uM blokera BKCa - iberiotoksyny (IBTX) (A) lub antagonistow GABAaR: 10 uM pikrotoksyny (PTX), 20
pM bikukuliny (BCC ), 20 pM metylobromku bikukuliny (BCMB) lub 1 mM furosemidu (FUR) (B).
Fluorescencja oxonolu VT jest wyrazona jako procent poziomu podstawowego (F/Fo%) w czasie. Wyniki
przedstawiono jako $rednig = SD (n=15). Dalsze wyjas$nienia w tek$cie rozprawy.

Zaobserwowane zmniejszenie fluorescencji oksonolu VI w pierwotnych hodowlach
CGC eksponowanych na TBBPA mozna przypisa¢ artefaktom. Natomiast wzrost
fluorescencji oksonolu VI po podaniu TBBPA mozna uzna¢ za odbicie depolaryzacji
neurondw, poniewaz zaostata wykazana modulacja tego efektu przy uzyciu substancji

farmakologicznych.
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Rycina 22. Wptyw TBBPA na fluorescencje oksonolu VI w pierwotnych hodowlach CGC: modulacja
receptorow jonotropowych dla glutaminianu i kanatéw sodowych bramkowanych napigciem przy uzyciu
blokeréw i antagonistow. [A] Zmiany fluorescencji oksonolu VI w czasie, po podaniu 25 uM TBBPA w
nieobecnosci lub obecnosci: 0,5 uM MK-801, 20 pM CNQX i 1 uM TTX. [B] Modulacja wptywu 25 uM
TBBPA przez MK-801, CNQX i TTX. Fluorescencja oxonolu VI jest wyrazona jako procent poziomu
podstawowego (F/Fo%) w czasie (A) lub jako interpolacja zmiany fluorescencji we wszystkich punktach
pomiaru po zastosowaniu TBBPA (B). Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD (n=15). Istotne
statystycznie roznice w porownaniu z probg kontrolng (TBBPA): *p<0,05; ***p<0,001
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Dalsze badania dotyczyty roli jonotropowych receptorow dla glutaminianu (AMPAR
i NMDAR) oraz kanatéw sodowych bramkowanych napieciem, w depolaryzacji blon
komorkowych hodowli CGC eksponowanej na 25 uM TBBPA (Ryc. 22). Efekt
depolaryzacji w wyniku podania TBBPA zostal niemal calkowicie zniesiony przez
antagonistow receptoréw jonotropowych dla glutaminianu: MK-801 (0,5 uM), CNQX (20
uM) w kombinacji z TTX (1 uM). Zastosowanie tylko CNQX lub TTX nie miato istotnego
wpltywu na wywotany przez TBBPA spadek potencjatu btony komorkowej. Depolaryzujace
dziatanie TBBPA byto znaczaco obnizone (0 36-45% w stosunku do kontroli) w obecnosci
MK-801, gdy ten antagonista byt stosowany zaréwno osobno, jak i w potgczeniu z TTX lub
CNQX, oraz gdy CNQX byt stosowany w potaczeniu z TTX (Ryc. 22B).

Wyniki te wskazuja, ze ekspozycja hodowli CGC na TBBPA prowadzi do
depolaryzacji neuronéw i w tym efekcie biorg udzial zar6wno jonotropowe receptory
glutaminianu (NMDAR i AMPAR), jak i wrazliwe na TTX kanaly sodowe bramkowane

napigciem.

4.2.3. Wplyw dekompartmentacji glutaminianu na aktywacje receptorow NMDA po
podaniu TBBPA

Uzywajac chlorku wapnia znakowanego radioaktywnym izotopem [*Ca] zostala

przetestowana ta czeS¢ hipotezy, ktora zaklada udziat endogennego glutaminianu w
wywotanym przez TBBPA nagromadzaniu si¢ jonéw Ca?* wewnatrz komorek pierwotnych
hodowli CGC, w ktorym posrednicza NMDAR. Dla weryfikacji naszych zatozen
przeprowadzono eksperyment w dwoch roznych srodowiskach inkubacyjnych: w warunkach
kontrolnych oraz w buforze inkubacyjnym wzbogaconym w uktad enzymatyczny
rozktadajagcy kwas glutaminowy tj. mieszaning transaminazy glutaminianowo-
pirogronianowej (GPT) w ilosci 4U/dotek i 2 mM pirogronianu (pyr).

Jak przedstawiono na Ryc. 23, podanie 100 puM glutaminianu indukuje wzrost
pobierania *°Ca przez CGC (0 142%) w poréwnaniu do proby kontrolnej. Ten efekt byt
silnie hamowany w obecnosci 1 uM MK-801 w obydwu $srodowiskach inkubacyjnych, co
$wiadczy o roli NMDAR w tym zjawisku. Zastosowanie 10 i 25 uM TBBPA spowodowato
takze istotny wzrost pobierania *°Ca (o 50%) w $rodowisku nie zawierajacym enzymow
rozktadajacych glutaminian, a efekt ten byl calkowicie zahamowany w obecnosci GPT i

pirogronianu. Podobny efekt zaobserwowano w grupie, w ktorej zastosowano sam
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glutaminian, gdzie obecnos$¢ uktadu enzymatycznego w srodowisku inkubacyjnym istotnie

zahamowata wzrost pobierania “°Ca z 242% do 124% kontroli.

Rycina 23. Pobieranie 4°Ca przez komorki pierwotnej hodowli CGC w obecnosci 5, 10 i 25 uM TBBPA w
warunkach kontrolnych oraz w obecno$ci transaminazy glutaminianowo-pirogronianowej (GPT) (4U/probe)
i 2 mM pirogronianu (pyr). Modulacja efektu przy uzyciu 100 uM glutaminianu (glu) lub/i 1 uM MK-801
(MK). Wartosci wyrazone jako procent kontroli, wyniki przedstawione jako s$rednia = SD (n=6). Istotne
statystycznie roznice w poroéwnaniu z grupg kontrolng: *p<0,05; ***p<0,001; oraz migdzy dwoma
srodowiskami inkubacyjnymi (T) a (IT): ##p<0,001.

Ten eksperyment wskazuje, ze usuwanie glutaminianu ze $rodowiska
zewnatrzkomorkowego znosi aktywacje NMDAR w hodowlach CGC eksponowanych na
TBBPA, co jest zgodne z hipoteza, ze endogenny glutaminian posredniczy w tym
mechanizmie. To odkrycie sprowokowato postawienie pytania o mechanizm pojawienia si¢
w Srodowisku zewnatrzkomérkowym hodowli CGC eksponowanych na TBBPA
podwyzszonego stezenia glutaminianu aktywujacego NMDAR. W nastepnych badaniach
zostalty uwzglednione nastepujace mozliwosci: zwickszone uwalnianie glutaminianu z puli
wewnatrzkomoérkowej, zwlaszcza z puli neuroprzekaznikowej, wywotane przez wzrost
[Ca?)i w zakonczeniach synaptycznych w zwiazku z dysfunkcja RyR, zahamowanie
pobierania zwrotnego glutaminianu lub nawet natozenie si¢ na siebie obu tych zjawisk.

Aby testowaé pierwszg z tych mozliwosci przeprowadzono eksperymenty z
wykorzystaniem antagonistow RyR, NMDAR oraz AMPAR, a takze blokera kanatow
sodowych bramkowanych napigciem, w ktorych za pomocg sondy fluorescencyjnej oksonol

VI badano indukowang przez TBBPA depolaryzacje neuronéw w hodowli CGC. Ryc. 24
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przedstawia wptyw podawania kombinacji rianodyny (200 uM) z bastadyng (2,5 uM) na
depolaryzacje hodowli CGC wywotanej przez 25 uM TBBPA.

Rycina 24. Wptyw TBBPA na fluorescencje oksonolu VI w pierwotnych hodowlach CGC: modulacja przez
antagonistow RyR i jonotropowych receptoréw dla glutaminianu. Zmiany fluorescencji oksonolu VI w
czasie, indukowane przez 25 mM TBBPA pod niecobecnos$¢ lub w obecnosci: 200 pM rianodyny i 2,5 uM
bastadyny (bast), 0,5 uM MK-801 i 20 pM CNQX Iub wszystkich czterech antagonistéw. Fluorescencja
oksonolu VT jest wyrazona jako procent poziomu podstawowego (F/Fo%) w czasie (A) lub jako interpolacja
zmian fluorescencji we wszystkich punktach pomiaru po zastosowaniu TBBPA (B). Wyniki przedstawiono
jako $rednig = SD (n=15). Istotne statystycznie r6znice w poréwnaniu z grupg kontrolng (TBBPA) *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001
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Kombinacja wyzej wymienionych antagonistow zostata uzyta dla oceny roli mobilizacji
wewngtrzkomoérkowego Ca®* w depolaryzacji wywolanej podaniem TBBPA. Jak wykazano
wczesniej, mobilizacja wapnia wewnatrzkomorkowego przez TBBPA byta catkowicie
hamowana w hodowlach CGC z zastosowaniem kombinacji wspomnianych antagonistow
receptora rianodynowego (Zieminska i wsp., 2014). Jak pokazano na Ryc. 24B,
depolaryzacja komorek hodowli CGC wywotana przez TBBPA zostala obnizona o okoto
50% przy podaniu kombinacji rianodyny i bastadyny, a skala tego hamowania byla
poréwnywalna do obserwowanej przy uzyciu mieszaniny antagonistow NMDAR i AMPAR
— MK-801 i CNQX (Ryc. 24B). Depolaryzacja wywotana podaniem TBBPA byta
zmniejszona o okoto 70%, w przypadku uzycia kombinacji wszystkich wymienionych wyzej
antagonistow. Przedstawione wyniki sugerujg ze do wzrostu stezenia glutaminianu W
przestrzeni zewnatrzkomorkowej w tych warunkach doswiadczalnych moze przyczyniaé sie
stymulowany przez wzrost [Ca?*]i wyrzut glutaminianu presynaptycznego, prowadzacy do

depolaryzacji neurondéw postsynaptycznych.

Rycina 25. Wptyw 5, 10 lub 25 uM TBBPA na dynamike pobierania [*H]kwasu glutaminowego przez
synaptosomy w 0, 2, 4, 6, 8 oraz 10 minucie od inicjacji reakcji. Efekt modulowany przez podanie inhibitora
transporteréw  glutaminianu — L-PDC (100 puM). DMSO (0,5%) zastosowano jako kontrolg
rozpuszczalnikowa. Dane wyrazone jako odczyt radioaktywnos$ci na minute (cpm) (A) lub jako procent
kontroli w 10 minucie eksperymentu (B). Wyniki przedstawione jako $rednia £ SD (n=8). Istotne
statystycznie r6znice w porownaniu z kontrola: p<0,05 (A); ***p<0,001 (B)
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Badania przeprowadzone na frakcjach synaptosomow izolowanych z mézgu szczura
miaty na celu zweryfikowanie nastepnej hipotezy, ktéra przypisuje TBBPA hamowanie
pobierania glutaminianu. W tym eksperymencie przetestowany zostal wptyw TBBPA na
poziom pobierania egzogennego glutaminianu przez frakcje synaptosomow izolowanych z
kory mézgu szczura. Testowano wplyw trzech stgzen TBBPA: 5, 10 oraz 25 uM, a takze
inhibitora transporterow glutaminianowych (EAAT) - 100 uM L-PDC. Zastosowanie
inhibitora w takim stezeniu traktowano jako kontrole pozytywna, co pozwolito oszacowaé
skale zmian w pobieraniu [*H]kwasu glutaminowego przez synaptosomy. Ryc. 25A
pokazuje zalezne od stezenia zahamowanie przez TBBPA pobierania [*H]kwasu
glutaminowego przez synaptosomy. Dane przedstawione na Ryc. 25B wykazaty, ze podanie
5 uM TBBPA spowodowalo zahamowanie pobierania glutaminianu do 65% wartosci
kontroli. Natomiast obecno$¢ 10 i 25 uM TBBPA spowodowata spadek pobierania glu
odpowiednio do 49 i 27%. Przedstawione wyniki potwierdzaja wigc, ze TBBPA hamuje
pobieranie [*H]kwasu glutaminowego przez frakcje synaptosomalna i sugeruje, ze
wywolane obecnoscia TBBPA zaburzenia jego transportu zwrotnego moze by¢ jedng ze
sktadowych mechanizmu ekscytotoksycznego dziatania tej substancji.

Na podstawie przedstawionych wyzej wynikow mozna postulowaé, ze indukowany
przez TBBPA wzrost zewnatrzkomorkowego stezenia glutaminianu ma zlozony mechanizm
i wynika zaréwno ze zwigkszonego uwalniania jak tez zahamowania jego pobierania
zwrotnego. Moze to powodowal znaczny wzrost stezenia glutaminianu w przestrzeni
synaptycznej, a w nastgpstwie wydostanie si¢ go poza przestrzen synaptyczng. Moze t0
prowadzi¢ do aktywacji nie tylko synaptycznych, ale i roéwniez pozasynaptycznych
receptorow  NMDA. Dla testowania tej hipotezy uzyto memantyng (mem),
niekompetycyjnego  antagoniste¢ NMDAR 0  wysokim  powinowactwie  do
pozasynaptycznych receptorow NMDA. Zastosowanie memantyny spowodowato
zahamowanie wzrostu fluorescencji oxonolu VI o 40% wywotanego ekspozycja hodowli
CGC na 25 uM TBBPA (Ryc. 26). Podobny poziom hamowania (0 30%) uzyskano po
podaniu antagonistow RyR — 200 uM rianodyny i 2,5 uM bastadyny (ryan, bast). Natomiast
podanie kombinacji wszystkich tych antagonistow spowodowato silne obnizenie (0 65%)
wzrostu fluorescencji oxonolu VI wywotanego przez ekspozycje hodowli CGC na 25 uM
TBBPA.

-91 -



Rycina 26. Wplyw antagonistow receptora NMDA i RyR na indukowany przez 25 uM TBBPA wzrost
fluorescencji oksonolu VI w pierwotnych hodowlach CGC: modulacja efektu przy uzyciu: 5 uM memantyny
(mem), 2,5 uM bastadyny (bast) z 200 pM rianodyng (ryan) lub kombinacjg wszystkich trzech antagonistow.
Fluorescencja Oxonol VI jest wyrazona jako interpolacja zmiany fluorescencji we wszystkich punktach
pomiaru po zastosowaniu TBBPA. Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD (n=15). Istotne statystycznie
roéznice w poréwnaniu z proba z TBBPA: **p<0,01; ***p<0,001

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze endogenny glutaminian posredniczy
w aktywacji receptorow NMDA oraz w depolaryzacji neuronéw CGC w hodowlach
pierwotnych eksponowanych na TBBPA. Wyniki sa zgodne z hipoteza, ze glutaminian
gléwnie pochodzi z presynaptycznych zakonczen nerwowych i jest uwalniany w wyniku
indukowanej przez TBBPA mobilizacji wewnatrzkomérkowego wapnia. Te dane
potwierdzaja rowniez, ze TBBPA silnie hamuje wychwyt glutaminianu ze $rodowiska

zewnatrzkomorkowego, przyczyniajac si¢ do jego retencji.

4.3. Cytotoksyczny wplyw TBBPA na CGC w hodowli pierwotnej - rola nekrozy,
apoptozy, autofagii

4.3.1. Spadek przezywalnosci komorek w hodowli CGC eksponowanej na TBBPA

W tej pracy badany byl cytotoksyczny wptyw 30 minutowej ekspozycji komorek
hodowli CGC na 10 i 25 uM TBBPA. Po uptywie 24 godzin od podania TBBPA
zaobserwowano zalezne od stgzenia zmniejszenie liczby zywych neuronow (Ryc. 27).
Antagonisci RyR i NMDAR, ktérych zastosowanie w kombinacji zapobiega wywolaniu
przez TBBPA wzrostu [Ca?*]i, czesciowo (0 44,2 i 48,4%) obnizyly spadek zywotnosci

-92-



neuronéw wywotany przez TBBPA. Podobny poziom neuroprotekcji obserwowano w
obecno$ci zmiataczy wolnych rodnikow GSH lub BHA. Jednoczesne stosowanie
antagonistow RyR i NMDAR z GSH lub BHA jeszcze bardziej zwigkszalo zywotnosé
hodowli CGC eksponowanej na obydwa stezenia TBBPA, aczkolwiek nie osiggnigto

catkowitej neuroprotekcji (Ryc. 27).

Rycina 27. Wptyw TBBPA na przezywalnos¢ hodowli CGC 24 godziny po 30-minutowej ekspozycji na 10 i
25 uM TBBPA. Efekt TBBPA byt modulowany przez uzycie zmiataczy wolnych rodnikéw: 10 uM
butylowany hydroksyanizol (BHA) rozpuszczony w 0,1%o etanolu (ET), 1 mM zredukowany glutation
(GSH) i kombinacje antagonistbw RyR i NMDAR: 2,5 pM bastadyng (bast), 200 pM rianodyng (ryan) i 0,5
uM MK-801 (MK). Zywotnoé¢ hodowli CGC wyrazona jako procent komérek przezywajacych. Wyniki sg
warto$ciami $rednimi = SD (n=15). Istotne statystycznie réznice w poréwnaniu z grupa kontrolng (bez
TBBPA): **p<0,01; ***p<0,001 oraz kontrolg wewnatrz grupy eksponowanej na TBBPA: ##p<0,001

Nastepnie, za pomocg dwoch metod (PI oraz CA/ET) zbadano dynamike ubytku
liczby zywych neuronow po ekspozycji hodowli CGC na 25 uM TBBPA. Jak
przedstawiono na rycinach 28 i 29, 30-minutowa ekspozycja komoérek hodowli CGC na 25
uM TBBPA, spowodowata stopniowe, zalezne od uptywu czasu obnizenie liczby zywych

neuronéw. Wyniki nieznacznie roznity si¢ w zalezno$ci od uzytej metody barwienia. W
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tescie wykorzystujacym PI, procent zywych komoérek hodowli w badaniu po 3, 6 i 24 godz.
po ekspozycji na TBBPA wynosit odpowiednio 75%, 58% i 41%. Natomiast test CA/ET, w
tych samych punktach czasowych, wykazat spadek zywotnosci komoérek odpowiednio do
65%, 58% i 28%. Trudno stwierdzi¢, czy rdznice te moga wynika¢ z niedoszacowania
$mierci neuronéw przez metode barwienia PI, zwlaszcza w punktach czasowych 1,5 oraz 24

godz. po ekspozycji na TBBPA.

Rycina 28. Zywotno$¢ hodowli CGC w réznych czasach po 30-minutowej ekspozycji na 25 uM TBBPA lub
0,5% DMSO. Przezywalno$¢ neuronow badano we wskazanych czasach, stosujgc barwienie Pl oraz CA/ET.
DMSO uzyto jako kontrola rozpuszczalnika. Wyniki sa warto§ciami $rednimi + SD (n=6). Istotne
statystycznie réznice w poréwnaniu z grupa kontrolng: *p<0,05.

Mikrofotografie wykonane przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (Ryc. 29)
przedstawiaja komorki hodowli CGC po 3, 6 i 24 godzinach od ekspozycji na TBBPA.
Barwienie CA/ET (Ryc. 29, lewy panel) wykazato, ze w kontroli prawie wszystkie komorki
byly zabarwione kolorem zielonym (CA), co wskazywalo, ze byty zywe. Wraz z uptywem
czasu po ekspozycji na TBBPA, liczba zabarwionych na czerwono (ET) martwych komorek
wzrosta, lecz nawet po 24 godzinach Zywe komorki byly nadal obecne. Natomiast
obserwacja jader komorkowych neuronow wybarwionych PI, w tych samych punktach
czasowych (Ryc. 29, prawy panel) wykazala wzrost liczby komorek z nieregularna,
kurczgca sie strukturg jader komorkowych w poroéwnaniu z komodrkami kontrolnymi.
Wszystkie komorki byty zywe w czasie utrwalania i posiadaty morfologicznie prawidtowe

jadra komoérkowe.
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Rycina 29. Mikrofotografie pierwotnych hodowli CGC w réznych czasach po 30-minutowej ekspozycji na
25 uM TBBPA lub 0,5% DMSO. Lewy panel - barwienie CA/ET - obrazuje zmiany proporcji zywych
(zielonych) do martwych (czerwonych) komoérek 3, 6 i 24 godziny po ekspozycji. Prawy panel — barwienie
Pl - przedstawia zmiany w morfologii jader komoérek hodowli CGC. DMSO uzyto jako kontroli
rozpuszczalnika. Wyniki sg warto§ciami srednimi + SD (n=6). Istotne statystycznie réznice w porownaniu z

grupa kontrolng: *p<0,05.
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4.3.2. Poziom ekspresji gendéw zwiazanych z programowana $miercia komorek po

ekspozycji hodowli CGC na TBBPA

Aby poglebi¢ wiedze na temat mechanizmu $§mierci komorek hodowli po ekspozycji
na TBBPA, przeprowadzono badania z wykorzystaniem technik PCR - profilowania
genowego. Ryc. 30 przedstawia przeglad wykreséw rozproszenia dla ekspresji 84 genow
(Tabela 6) zwigzanych z procesami $mierci komorkowej, ktora zbadana byla na modelu
pierwotnych hodowli CGC. Dane do analizy zebrane byty 3, 6 lub 24 godziny po 30-
minutowej ekspozycji na 10 lub 25 uM TBBPA, w poréwnaniu do kontroli

rozpuszczalnikowej.

Tabela 6. Lista testowanych genéw powigzanych ze szlakami $mierci koméorkowej

Symbol Opis
1 Abll C-abl oncogene 1, receptor tyrosine kinase
2 Aktl V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
3 Apafi Apoptotic peptidase activating factor 1
4 App Amyloid beta (A4) precursor protein
5 Atgl2 ATG12 autophagy related 12 homolog (S. cerevisiae)
6 Atglell ATG16 autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae)
7 Atg3 ATG3 autophagy related 3 homolog (S. cerevisiae)
8 Atg5 ATGS5 autophagy related 5 homolog (S. cerevisiae)
9 Atg7 ATG7 autophagy related 7 homolog (S. cerevisiae)
10 Atpé6vig2 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit G2
11 Bax Bcl2-associated X protein
12 Bcl2 B-cell CLL/lymphoma 2
13  Bcl2a1 B-cell leukemia/lymphoma 2 related protein Ald
14 Bcl2l1 Bcl2-like 1
15 Bcl2l11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
16 Becnl Beclin 1, autophagy related
17 Birc2 Baculoviral IAP repeat-containing 2
18 Birc3 Baculoviral IAP repeat-containing 3
19 Bmf Bcl2 modifying factor
20 Casp1 Caspase 1
21  Casp2 Caspase 2
22  Casp3 Caspase 3
23  Casp6 Caspase 6
24  Casp7 Caspase 7
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Tabela 6 (c.d.). Lista testowanych genow powigzanych ze szlakami $mierci komorkowe;j

25 Casp9 Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase

26 Cd40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5

27 Cd40lg CDA40 ligand

28 (Cflar CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

29 Commd4 COMM domain containing 4

30 Ctsb Cathepsin B

31 Ctss Cathepsin S

32 Cybb Cytochrome b-245, beta polypeptide

33 ¢oyld Cylindromatosis (turban tumor syndrome)

34 Defbl Defensin beta 1

35 Dffa DNA fragmentation factor, alpha subunit

36 Dpysl4 Dihydropyrimidinase-like 4

37 Esrl Estrogen receptor 1

38 Fas Fas (TNF receptor superfamily, member 6)

39 Faslg Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

40 Foxil Forkhead box I1

41 Gaa Glucosidase, alpha, acid

42 Gadd45a Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha

43  Gaint5 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine: polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 5
(GalNAc-T5)

44  Grb2 Growth factor receptor bound protein 2

45 Hspbapl Hspb associated protein 1

46 Htt Huntingtin

47 lfng Interferon gamma

48 Igfi Insulin-like growth factor 1

49 Igfir Insulin-like growth factor 1 receptor

50 Ins2 Insulin 2

51 Irgm Immunity-related GTPase family, M

52 Kcnipl Kv channel-interacting protein 1

53 Mag Myelin-associated glycoprotein

54 Maplic3a Microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha

55 Mapk8 Mitogen-activated protein kinase 8

56 Mcll Myeloid cell leukemia sequence 1

57 Nfkb1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
58 Nol3 Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain)

59 O0Ir1583 Olfactory receptor 1583
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Tabela 6 (c.d.). Lista testowanych genow powigzanych ze szlakami $mierci komorkowe;j

60 Parpl Poly (ADP-ribose) polymerase 1

61 Parp2 Poly (ADP-ribose) polymerase 2

62 Pik3c3 Phosphoinositide-3-kinase, class 3

63 Pten Phosphatase and tensin homolog

64 Pvr Poliovirus receptor

65 Rab25 RAB25, member RAS oncogene family

66 RGD1311517 Similar to RIKEN cDNA 9430015G10

67 Dennd4a DENN/MADD domain containing 4A

68 Rps6kbl Ribosomal protein S6 kinase, polypeptide 1

69 Snca Synuclein, alpha (non A4 component of amyloid precursor)
70 Spata2 Spermatogenesis associated 2

71 Sgstml Sequestosome 1

72 Sycp2 Synaptonemal complex protein 2

73 Tmem57 Transmembrane protein 57

74  Tnf Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)

75 Tnfrsfi0b Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b
76 Tnfrsfilb Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
77 Tnfrsfla Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a
78 Tnfrsf4 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4
79 Tnfrsf8 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8
80 Tp53 Tumor protein p53

81 Traf2 Tnf receptor-associated factor 2

82 Txnl4b Thioredoxin-like 4B

83 Ulkl Unc-51 like kinase 1 (C. elegans)

84 Xiap X-linked inhibitor of apoptosis

Geny zwigzane ze $miercig komorek — przedstawione w tabeli 6 — analizowano przy
uzyciu RT2 Profiler™ PCR Array. Wyniki pokazujg brak wptywu rozpuszczalnika dla
TBBPA - 0,5% DMSO (Ryc. 30A), jednak wptyw TBBPA na ekspresjc genow
poréwnywany byt do kontroli rozpuszczalnika. Po 6 godzinach od ekspozycji komoérek
hodowli na 10 puM TBBPA, nie stwierdzono istotnych zmian w ekspresji genoéw z
wyjatkiem jednego genu — Tnf, ktorego ekspresja ulegta obnizeniu (Ryc. 30B). Tak wigc W
dalszych eksperymentach skupilismy si¢ jedynie na zbadaniu wptywu 25 uM TBBPA.
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Rycina 30. Przeglad wykresow rozproszenia ekspresji 84 gendw zwigzanych z procesem $mierci
komérkowej w pierwotnych hodowlach CGC traktowanych 10 lub 25 uM TBBPA. Pomiary przeprowadzano
w okresach 3, 6 lub 24 godziny po ekspozycji hodowli na TBBPA. Wykresy rozproszenia dla kazdej z grup
ekspozycji wygenerowano przez normalizacje wzgledem kontroli zgodnie z analiza danych online Qiagen
dla macierzy PCR z profilem RT2.
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Po 3 godzinach od ekspozycji hodowli CGC na 25 mM TBBPA réwniez obserwowano
obnizenie ekspresji tylko jednego genu — Tnf (Ryc. 30C). Bardziej wyrazne byly zmiany
wywotane po 6 godzinach, gdzie zmianom ekspresji ulegto 12 z badanych genéw.
Stwierdzono zwickszanie ekspresji 2 gendéw oraz obnizenie 10 gendéw (Ryc. 30D).
Przedhuzona inkubacja komorek po ekspozycji na 25 uM TBBPA do 24 godzin
spowodowata nadekspresj¢ pigciu gendéw, a dwa z badanych gendéw ulegaly obnizeniu
ekspresji (Ryc. 30E).

Tabela 7. Ekspresja mRNA gendéw zaangazowanych w procesy $mierci komoérkowej po ekspozycji na
TBBPA

3h po ekspozycji CGC na 6h po ekspozycji CGC na 24h po ekspozycji CGC na

25 uM TBBPA 25 uM TBBPA 25 uM TBBPA
Podwyzszona ekspresja genow Podwyzszona ekspresja genow Podwyzszona ekspresja genow
symbol kro?nosc funkgja symbol krot.nosc funkgja symbol kranosc funkgja
genu zmiany genu zmiany genu zmiany

Irgm 6,4 autofagia Birc3 3,4 anty-apoptoza
Tnfrsf10b 4,6 pro-apoptoza Casp6 2,0 pro-apoptoza
Fas 29 pro-apoptoza,

’ autofagia

Htt 2,1 autofagia

Irgm 4,2 autofagia
1053 ’1 pro-apoptoza,

autofagia

Obnizona ekspresja gendéw Obnizona ekspresja gendéw Obnizona ekspresja gendéw

symbol  krotno$¢ . symbol krotnos¢ . symbol  krotnos$¢ .
) funkcja A funkcja ) funkcja
genu zmiany genu zmiany genu zmiany
autofagia, .
Tnf -9,0 pro-apoptoza Abl1 -2,1 pro-apoptoza Snca -2,1 autofagia
. autofagia,
App -2,5 autofagia Tnf -5,7 pro-apoptoza
Atg3 -2,0 autofagia
pro-apoptoza,
A 192 -2
tpévig 9 nekroza
Commd4 -2,3 nekroza
Mapk8 -2,2 autofagia
Pten -2,5 autofagia
Snca -6,1 autofagia
Tnf 21 autofagia,
pro-apoptoza
Xiap -2,1 anty-apoptoza
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Bardziej szczegdtowe dane dotyczace zaobserwowanych zmian w ekspresji genow
pokazane sa w Tabeli 7, gdzie wskazano szacunkowe zmiany w poziomie mRNA. Wartos$ci
wigksze niz jeden (oznaczone jako krotno$¢ zmiany) wskazuja na nadekspresje danego
genu, natomiast warto$ci mniejsze niz jeden wskazuja na obnizenie ekspresji. Po 3 godz. od
ekspozycji hodowli CGC na 25 uM TBBPA nie stwierdzono zmian w ekspresji genow
zaangazowanych w procesy programowanej $mierci komorki z wyjatkiem autofagicznego 1
pro-apoptotycznego genu Tnf, ktéry byt hamowany 9-krotnie. W hodowli neuronow
analizowanych 6 godz. po ekspozycji na TBBPA, tylko dwa geny zwigzane ze $miercig
komorki, Irgm (autofagia) i Tnfrsf10b (pro-apoptotyczny) ulegly nadekspresji. Ponadto, w
tym czasie obnizeniu ekspresji ulegto az dziesi¢¢ gendéw, a wigkszo$¢ z nich (5 genow)
bierze udzial w procesie autofagii.

Wystgpito rowniez zahamowanie genow o aktywnoS$ci anty-apoptotycznej; Xiap i
Commd4, ktore sg zaangazowane w procesy nekrozy, a takze dwa geny (Atp6vlg2 i Tnf)
regulujace odpowiednio apoptoze i nekrozg lub apoptoze i autofagic. W hodowlach CGC
badanych po 24 godz. od ekspozycji na TBBPA, ekspresja dwoch gendw tj. Snca (autofagia)
i Tnf (autofagia, apoptoza) zostata obnizona, natomiast takiej regulacji nie ulegt zaden z
gendéw bioragcych udziat w apoptozie lub nekrozie (Tabela 7). Z drugiej strony, zwigkszeniu
ekspresji ulegly nastepujace geny: Casp6, ktory koduje biatka bioragce udziat tylko w
procesie apoptozy, dwa geny odpowiedzialne za procesy autofagii (Htt i Irgm), dwa geny
biorgce udziat w obu tych procesach (Fas i Tp53) oraz tylko jeden gen anty-apoptotyczny
(Birc3).

4.3.3. Dynamika zmian w markerach nekrozy, apoptozy i autofagii po ekspozycji hodowli
CGC na TBBPA

Zbadany rowniez zostat udziat szlakéw $mierci komorkowej w neurotoksycznym
dziataniu TBBPA. W tym celu wykorzystano specyficzne markery: aneksyny V-FITC
(ANX) do oznaczenia apoptozy, monodansylkadaweryny (MDC) do oznaczenia autofagii
oraz jodku propidyny (PI) do oznaczenia zmian w integralnosci btony komorkowe;j
$wiadczacej o nekrozie nieregulowanej. Podobnie jak w przypadku wczesniej omoéwionych
wynikow dotyczacych przezywalno$ci neurondw po ekspozycji na 25 uM TBBPA, w tym
eksperymencie rowniez odnotowano wysoki ubytek Zzywych komodrek hodowli CGC (o

73,3%) w 24 godziny od podania TBBPA (Ryc. 31).
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Kontrola rozpuszczalnikowa tego eksperymentu byto zastosowanie 0,5% DMSO we
wszystkich punktach czasowych (0, 3, 6 i 24 godz.), gdzie nie zaobserwowano istotnych

r6éznic w nawigzaniu do proby kontrolnej zawierajace]j jedynie hodowle CGC (Tabela 8).

Tabela 8. Procent przyzywalnosci hodowli CGC w warunkach kontrolnych.

CGC

Kontrola 0,5% DMSO

Czas analizy (h): 0 3 6 24 0 3 6 24

ANX 99,7 99,5 99,5 99,5 99,7 99,5 99,0 99,5

MDC 99,5 99,5 99,5 99,0 99,5 98,7 99,0 98,7

Marker

Pl 98,4 96,7 97,0 96,5 97,4 95,8 95,8 96,0

Kontrolg czasowa bylo zastosowanie punktu pomiaru (godzina 0) zaraz po podaniu
TBBPA (lub DMSO) do $rodowiska inkubacyjnego, ktorej nie uwzgledniono na Ryc. 31
oraz w Tabeli 9 ze wzgledu na wysoka przezywalnos¢ i znikomy procent udziatu $mierci

komoérkowej w tym punkcie czasowym.

Rycina 31. Ocena udziatu r6znych proceséw $mierci komoérkowej indukowanej w pierwotnych hodowlach
CGC przez 25 pM TBBPA. W eksperymencie wykorzystano markery: aneksyne V-FITC (do oznaczenia
apoptozy); monodansylkadaweryne¢ (MDC) (do oznaczenia wakuol autofagosomalnych) oraz PI (do
oznaczania spadku integralnosci blony komoérkowej i nieprogramowanej nekrozy). Smiertelno$é hodowli
CGC wyrazona jako procent komérek martwych po 3, 6 i 24 godzinach od 30-minutowe]j ekspozycji na
TBBPA. Wyniki sg warto$ciami $rednimi (n=6). Istotne statystycznie roéznice w pordwnaniu z grupg
kontrolng: *p<0,05.
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Jak wykazano w Tabeli 9 oraz Ryc. 31, najwicksza ilos¢ komorek hodowli CGC
eksponowanej na 25 puM TBBPA byla barwiona przez PI, niezaleznie od czasu
przeprowadzonej analizy.

O ile stosunek liczby komorek hodowli barwionych ANX i MDC po 3 i 6 godzinach
od czasu ekspozycji neuronow na TBBPA utrzymywal si¢ na podobnym poziomie (Ryc.
31), to w przypadku analizy hodowli CGC po 24 godzinach zaobserwowany byl znaczny
wzrost liczby neuronéw zabarwionych ANX (z 23,5-16,5% do 35,9%) oraz MDC (z 5,9-
7,1% do 12,3%) (Tabela 9). Tym samym, procentowy udzial PI w barwieniu komorek
hodowli zmalat z 70,6-76,5% do 51,8%).

Tabela 9. Procentowy udziat markerow szlakow $mierci komorkowej po barwieniu komoérek hodowli CGC
eksponowanej na 25 uM TBBPA.

Czas analizy po ekspozycji neuronéow
3 godziny 6 godziny 24 godziny
« | ANX 23,5 16,5 35,9
% MDC 5,9 7,1 12,3
= PI 70,6 76,5 51,8

Powyzsze wyniki badan mechanizmu neurotoksycznos$ci indukowanej TBBPA
pozwalaja wnioskowac, ze w procesie $mierci komorkowej neuronéw eksponowanych na 25
uM TBBPA biorg udzial wszystkie badane procesy S$mierci komorkowej z wyrazng
przewaga nieregulowanej nekrozy, o czym $wiadczy dominacja barwienia Pl. Z upltywem
czasu wzrasta rola apoptozy, a zwlaszcza autofagii. Dane uzyskane w tym eksperymencie za
pomoca mikroskopii konfokalnej sg zgodne z opisanymi wyzej wynikami badan zmian
ekspresji genow szlakow programowanej $mierci komorek, przeprowadzonymi technikami
PCR.

5. Dyskusja

5.1. Ocena strony metodycznej

Pierwotne hodowle komorek ziarnistych mozdzku szczura sg popularnym modelem
neurondéw glutaminianergicznych w badaniach in vitro, ktéore stosowane sa w wielu
eksperymentach neurobiologicznych oraz neurotoksykologicznych (Schousboe i wsp., 1985;
Contestabile, 2002). Biologia oraz warunki hodowli tych komorek sa dobrze poznane oraz
opisane, dlatego nadajg si¢ do badania komoérkowych i molekularnych mechanizmow

neurodegeneracji, a takze neuroprotekcji. Wyniki uzyskane w naszej pracowni pokazaty, ze ten
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model jest szczegdlnie przydatny w badaniach mechanistycznych dotyczacych natury
przeplywu jonéw Ca?* w neuronach oraz mechanizméw cytotoksycznoéci réznych zwigzkow i
substancji farmakologicznych (Zieminska i wsp., 2006, 2006-2007, 2010, 2012, 2014a i b,
2015). Co wazne, hodowle CGC wykorzystano juz wczesniej w badaniach grupy Reistad i wsp.
(2007), ktora po raz pierwszy opisala przejsciowe zmiany w homeostazie jonéw Ca?* w
neuronach poddanych dziataniu TBBPA w mikromolowych stezeniach. Inne badania, w
ktorych wykorzystano linie komorkowe nie posiadajace funkcjonalnych receptorow NMDA,
wykazaly istotny wplyw TBBPA na uwalnianie wewnatrzkomorkowego Ca®* za
posrednictwem RyR (Ogunbayo i wsp., 2008; Al-Mousa i Michelangeli, 2012, 2014; Hendriks
I wsp., 2014). Te dane wskazuja, ze hodowle CGC sa dobrym modelem w badaniach
mechanizmow neurotoksycznosci, a zwlaszcza ekscytotoksycznos$ci wywotanej przez TBBPA.

Podstawowym narzedziem farmakologicznym do weryfikacji roli NMDAR w
przeprowadzonych eksperymentach byl ich niekompetycyjny antagonista - MK-801,
omoéwiony poprzednio w podrozdziale 1.4.1. Ten bloker kanalu NMDAR zostat celowo uzyty
w stosunkowo niskim stezeniu 0,5 uM. W tym stezeniu MK-801 skutecznie hamuje kanaty
NMDAR, przy unikni¢ciu efektow ubocznych tj. hamowania receptora acetylocholiny, ktore
zachodzi przy 1C50 réownym 3 uM (Amador i Dani, 1991). MK-801 jest blokerem kanatow
NMDAR o wysokim powinowactwie. Badania efektow cytoprotekcyjnych dla enancjomerdéw
MK-801: (+)MK-801 i (-)MK-801, w hodowlach CGC eksponowanych na 100 uM
glutaminian wykazaty, ze ich EC50 wynosi odpowiednio 30 nM i 150 nM (Lysko i wsp.,
1992). Dodatkowo, przedstawione wyzej dane (Ryc. 23) pokazuja, ze 0,5 uM MK-801 niemal
kompletnie hamuje indukowany przez glutaminian wzrost naptywu Ca?" do komorek hodowli
CGC. MK-801 w postaci radioligandu wykorzystany zostal réwniez w eksperymentach
prowadzonych na frakcji bton komoérkowych izolowanych z kory méozgu szczura, gdzie dzigki
jego specyficznemu powinowactwu do miejsc wigzania wewnatrz otwartego kanalu NMDAR,
mozliwa byla ocena poziomu aktywnosci tego receptora 1 wptywu podania agonistow oraz
TBBPA.

Uzyte W tej pracy zmiatacze wolnych rodnikow, takie jak zredukowany glutation (GSH) i
butylowany hydroksyanizol (BHA), byty poprzednio stosowane w tych samych stezeniach w
badaniach mechanistycznych prowadzonych na hodowlach CGC (Sagara i wsp., 2006;
Zieminska i wsp., 2010). W trakcie badan zrodzito si¢ pytanie, czy formowanie si¢ MPTP
odgrywa role w indukowanym przez TBBPA wzro$cie produkcji ROS. W poprzednio

prowadzonych badaniach in vitro stosowano rozne stgzenia cyklosporyny A (CsA) w celu

-104 -



zahamowania powstawania MPTP (Zieminska i wsp., 2006; Bambrick i wsp., 2006). Przy tym
skutecznos¢ tego dziatania CSA na mitochondria neuronéw jest kontrowersyjna (Brustovetsky i
Dubinsky, 2000; Elrod i Molkentin, 2013). Wykazano, ze 2 uM CsA skutecznie zapobiega
indukcji MPTP w mitochondriach astrocytow, lecz nie w pierwotnych hodowlach CGC
(Bambrick i wsp., 2006). Przeprowadzitem eksperymenty kontrolne w ktorych sprawdzony byt
wptyw 0,5, 51 10 uM CsA na przezywalno$¢ hodowli CGC eksponowanej na 10 i 25 uM
TBBPA (Zieminska i wsp., 2017a). Uzyskane dane wykazaty, ze jedynie 5 i 10 uM CsA
wptyneta cytoprotekcyjnie na hodowle CGC eksponowang na 10 uM TBBPA, lecz nie
zaobserwowano istotnych zmian w przezywalnosci neurondéw eksponowanych na 25 uM
TBBPA (Zieminska i wsp., 2017a). W badaniach przedstawionych w tej rozprawie
dotyczacych wywotanej przez TBBPA depolaryzacji mitochondriéw zastosowano wigc CSA w
stezeniu 5 uM.

Uzyte wskazniki fluorescencyjne tj. fluo-3, DCF i R123, ktorych fluorescencja mierzona
byla za pomocg czytnika plytek, stuzyly do oceny odpowiednio, dynamiki zmian poziomu
[Ca?*]i, produkcji ROS i A¥m w hodowlach CGC. Literatura zawiera raporty krytykujace niska
rozdzielczo$¢ czasowa i czulo$¢ tych czytnikow, przy pomiarach z wykorzystaniem sond
fluorescencyjnych bardzo dynamicznych i krotkotrwatych procesow, jak wzrost [Ca?*)i i
produkcja ROS (Heusinkveld i wsp., 2011; Meijer i wsp., 2014). Zostaly one wzigte pod
uwage, 1 dlatego przeprowadzono réwniez eksperymenty przy uzyciu mikroskopii
fluorescencyjnej w czasie rzeczywistym, aby zmierzy¢ w hodowlach CGC wptyw TBBPA na
fluorescencje fluo-3 i DCF. Zastosowanie obu platform pomiarowych przyniosto bardzo
podobne wyniki (do poréwnania Ryc. 8 z 9 oraz 10 z 11). Ponadto w naszej pracowni
uzyskalismy wczesniej porownywalne wyniki z czytnika ptytek i mikroskopii konfokalnej w
czasie rzeczywistym, gdy charakteryzowano wywolany przez TBBPA wzrost [Ca®']i w
hodowlach CGC, w tym zalezno$¢ stezenia do efektu oraz jego modulacj¢ farmakologiczng
(Zieminska i wsp., 2012, 20144, 2015).

Jednak w badaniach innych autoréw wykazano, ze TBBPA indukuje fluorescencje
roztworéw DCFH-DA w systemach bezkomoérkowych, i na tej podstawie stwierdzono, ze test
DCF nie moze by¢ stosowany do oceny komorkowego wytwarzania ROS w badaniach TBBPA
(Tetz i wsp., 2013; Szychowski i wsp., 2016a, 2016b). Autorzy ci podkreslaja, ze ze wzgledu
na obecnos¢ atoméw bromu w strukturze TBBPA, substancja ta dziala podobnie do wolnego

rodnika 1 jest podatna na redukcje poprzez debrominacje (Szychowski 1 wsp., 2016b). W tej
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sytuacji nie mozna byto wykluczy¢ interakcji TBBPA z innymi sondami fluorescencyjnymi. W

naszych badaniach uwzglednili$my tez fakt, ze bastadyna, jedno z narzedzi farmakologicznych

stosowanych w naszych eksperymentach, ktéora moduluje aktywno§¢ RyR, jest bromowana
pochodng tyrozyny, ktéra moze rowniez reagowac z sondami fluorescencyjnymi.

W eksperymencie kontrolnym w systemie bezkomérkowym (tabela 2) DCFH-DA i DCF
uzyto w stgzeniu 100 uM, ktore takze bylo zastosowane w fazie preinkubacji w badaniach
opisanych w podrozdziale 4.1 (Ryc. 10, 11). W kolejnych eksperymentach (Tabele 3-5)
wszystkie sondy fluorescencyjne uzyte byty w stezeniu 1 uM mogacym odpowiada¢ stezeniu
wewnatrz komorek. Wedlug mojej interpretacji wynikow przedstawionych w podrozdziale
4.1.1., interakcje TBBPA z sondami fluorescencyjnymi zachodzag w systemach
bezkomorkowych, jednak maja stabe odniesienie do zjawisk zachodzacych w zywych
komorkach. Uwazam, Ze eksperymenty ujawniajace wzrost produkcji ROS w komorkach
poddanych dziataniu TBBPA przy uzyciu testu DCF mogg dostarczy¢ przydatnych wynikow,
pod warunkiem, ze sg one traktowane z ostrozno$cig. Ponadto, te wyniki eksperymentow
biologicznych nalezy dodatkowo potwierdzi¢ za pomocg innych metod.

Odrzucenie przez nas krytycznych opinii na temat wykorzystania testu DCF do oceny
stresu oksydacyjnego wywotanego przez TBBPA w komorkach w hodowli majg nastepujaca
podstawe:

(1) Proste eksperymenty kontrolne z zastosowaniem roztworéw DCFH-DA lub DCF w
srodowisku bezkomoérkowym nie dostarczyly informacji o stopniu, w jakim wyniki
eksperymentow na komdrkach moga by¢ znieksztatcone. Do stwierdzenia danych z systemu
bezkomoérkowego, ze bezposrednie interakcje TBBPA-DCFH-DA moga wplywaé na
wyniki testow DCF w modelach komorkowych, trzeba stosowaé stezenia roztworéw DCFH-
DA 1lub DCF, ktore odpowiadaja stezeniu wewnatrzkomorkowemu dla tego wskaznika.
Wzgledne wzrosty fluorescencji (w procentach kontroli) roztworéw DCFH-DA
indukowanych przez TBBPA okazaly si¢ odwrotnie proporcjonalne do st¢zenia wskaznika
(Tetz i wsp., 2013; Szychowski i wsp., 2016b). Jednak rzeczywiste stezenie DCFH-DA
wewnatrz komorek po natadowaniu nim komorek hodowli CGC jest nieznane. W naszych
doswiadczeniach kontrolnych przeprowadzonych w $rodowisku bezkomérkowym z
zastosowaniem 100 i 1 uM stezenia DCFH-DA, obserwowalismy odpowiednio 10% lub 32-
34% wzrosty fluorescencji w obecnosci TBBPA. Jednakze, wyniki te nie mogg by¢
zwigzane z sytuacja, jaka moze mie¢ miejsce w hodowlach komoérkowych, poniewaz jak

wspomniano powyzej, rzeczywiste stezenie DCFH-DA/DCF w komorkach nie jest znane.
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(2) Wyniki naszych eksperymentow opisanych w glownej czesci pracy (podrozdziat 4.1) oraz

(3)

powyzej, ujawnily istotne niezgodnos$ci niektorych wynikow testéw DCF i rodaminy 123 w
systemie bezkomorkowym z danymi otrzymanymi z eksperymentdw z uzyciem hodowli
CGC. Po pierwsze, antagoniSci NMDAR i RyR (o nieznanym potencjale
antyoksydacyjnym), ktérzy w hodowlach CGC hamuja wzrost [Ca?*]i indukowany przez 10
uM TBBPA, zapobiegali rowniez wywotanym przez TBBPA wzrostom fluorescencji DCF
w komorkach (podrozdziat 4.1 — Ryc. 10, 11). Nalezy réowniez wziag¢ pod uwage, ze
potaczenie tych antagonistow - zawierajagcych bastadyng - nie zaktoca fluorescencji DCF w
kontroli hodowli CGC, nietraktowanej TBBPA (Ryc. 10). Z kolei w $rodowisku
bezkomoérkowym dwoje z tych antagonistow - MK-801 i rianodyna - rowniez nie miaty
wplywu na fluorescencje 1 uM DCFH-DA, aczkolwiek bastadyna istotnie zwickszyta te
fluorescencje. Inny przyktad niespdjnosci wynikow dotyczy wpltywu TBBPA na
fluorescencj¢ rodaminy 123. W srodowisku wolnym od komorek fluorescencja rodaminy
123 zmniejszyta si¢ o 23-31% w obecnosci TBBPA (Tabela 5), podczas gdy w
eksperymentach prowadzonych na hodowlach CGC, TBBPA wzmocnit fluorescencj¢ tej
sondy, wskazujac na depolaryzacje¢ mitochondriow (podrozdziat 4.1 — Ryc. 14). Tak wiec,
wyniki eksperymentow biologicznych przeprowadzonych na hodowlach CGC, szczegdlnie
tych wykorzystujacych roézne narzgdzia farmakologiczne, nie sg zgodne z danymi
otrzymanymi z testow przeprowadzonych w srodowisku bezkomoérkowym. Nie potwierdza
to obaw wynikajacych z eksperymentow kontrolnych w $rodowisku bezkomorkowym.
Proponuj¢ wiec nastgpujaca interpretacje przyczyn tych rozbieznosci. W przypadku TBBPA
(a takze bastadyny), wyniki uzyskane z eksperymentow na roztworach wodnych w
srodowisku bezkomorkowym nie maja zastosowania do sytuacji panujacej w komorkach.
TBBPA i bastadyna sa wysoce lipofilowe i w komorkach wigza si¢ z blonami, podczas gdy
produkty deacylowania DCFH-DA rozpuszczaja si¢ w cytozolu. W komorkach substancje te
znajduja si¢ w roznych przedziatach komorkowych i istnieje mate prawdopodobienstwo ich
bezposredniej interakcji. Zatem wyniki uzyskane w eksperymentach wylacznie na
roztworach bezkomorkowych nie wyjasniaja, czy i w jakim stopniu bezposrednia interakcja
TBBPA-DCFH-DA moze zaktdca¢ wyniki testu DCF w hodowlach CGC eksponowanych
na TBBPA.

Prezentacja zwigkszonej produkcji ROS wytacznie w oparciu 0 wynik testu DCF, bez
wsparcia innych wskaznikow, bylaby niekompletnym dowodem na indukowany przez

TBBPA stres oksydacyjny w hodowlach CGC. Jednak nasze wyniki testu DCF w hodowli
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CGC eksponowanej na TBBPA sg zgodne z wynikami badan z wykorzystaniem
alternatywnych metod oceny stresu oksydacyjnego (podrozdziat 4.1 - Ryc. 12, 13). Pokazuja
one, ze oprocz zwigkszenia fluorescencji DCF, TBBPA indukuje zalezny od st¢zenia spadek
poziomu GSH 1 aktywnosci katalazy w hodowlach CGC oraz, ze efekty podania 10 uM
TBBPA s3 zniesione przez antagonistow NMDAR 1 RyR. Na podstawie danych
literaturowych i wynikéw wilasnych uwazam, ze spadek poziomu GSH i zmniejszona
aktywno$¢ katalazy sg wtorne, sg efektem zwigkszonej produkcji ROS. Uzyskane wyniki
sugerujg, ze wzrost fluorescencji DCF w hodowlach CGC eksponowanych na 10 uM
TBBPA nie jest artefaktem, lecz odzwierciedla zwiekszong produkcje ROS, ktoéra jest
elementem indukowanego przez TBBPA stresu oksydacyjnego w neuronach w ktérym

posredniczy wzrost [CaZ*]i.

Testowanie hipotezy o depolaryzacji CGC eksponowanych na TBBPA zostato
przeprowadzone za pomocg dwoch kompatybilnych metod. Na wstgpie wykazano indukowane
przez TBBPA obnizenie potencjatu btony catych komorek ziarnistych (ang. wholecell current-
clamp) in situ w skrawkach moézdzku szczura (Ryc. 32). Badania elektrofizjologiczne zostaly
wykonane w ramach wspolpracy w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie. Ich wynik
uwiarygodnit szczegbtowe badania przeprowadzone w naszej pracowni metoda alternatywng z
uzyciem sondy oksonol VI, ktory jest wrazliwg na zmiany potencjalu sonda optyczng o
powolnej odpowiedzi (Apell i Bersch, 1987; Smith, 1990). Zwiazki z rodziny oksonoli sg
przydatne, poniewaz emituja stabilny sygnat fluorescencyjny z bardzo niskim poziomem
wybielania, co wigcej, sygnaly pochodzace z mitochondriow nie zaklocaja fluorescencji
oksonolu (Chifflet i Hernandez, 2007). Jest to bardzo wazna zaleta, poniewaz wiadomo, ze
TBBPA wywotuje depolaryzacj¢ bton mitochondrialnych w hodowlach CGC (Zieminska i
wsp., 2015).

W celu zidentyfikowania mechanizméw odpowiedzialnych za depolaryzacj¢ hodowli
CGC wywotang przez TBBPA, zastosowano wybrane narz¢dzia farmakologiczne. Aby
zaobserwowa¢ udzial jonotropowych receptoréw glutaminianu w powstawaniu depolaryzacji
uzyto selektywnego niekompetycyjnego antagoniste NMDAR (0,5 uM MK-801) oraz
antagoniste AMPAR (20 uM CNQX) (Foster i wsp., 1988; Blake i wsp., 1989). Do
potwierdzenia/wykluczenia udzialu kanatow sodowych bramkowanych napigciem W
mechanizmie depolaryzacji wywotanej przez TBBPA, zastosowano TTX jako blokera tych
kanatoéw (Sah, 1995). Natomiast do sprawdzenia czy wywotana podaniem TBBPA mobilizacja
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Ca?" z magazynéw ER w czesci presynaptycznej zakonczen nerwowych moze prowadzi¢ do
uwalniania puli pgcherzykowej glutaminianu, zastosowano kombinacj¢ antagonistow RyR -
200 uM rianodyny z 2,5 pM bastadyna. Wykazano juz wczesniej, ze te ligandy RyR stosowane
w kombinacji, zapobiegaja mobilizacji wewnatrzkomorkowego Ca?* wywotanej zaréwno przez

TBBPA, jak i tapsigarging (Zieminska i wsp., 2014).

Kolejnym modelem badawczym wykorzystanym w niniejszej pracy byly frakcje blon
komoérkowych izolowanych z kory moézgu szczura z uzyciem metody polegajacej na
homogenizacji, zamrazaniu-rozmrazaniu i przemywaniu homogenatu (Reynolds, 2001). W
konsekwencji btony mozna uwaza¢ za calkowicie oczyszczone z endogennego glutaminianu
zawartego w strukturach pecherzykowych, takich jak synaptosomy, synaptoneurosomy lub
gliosomy. Specyficzne wigzanie znakowanych ligandow NMDAR do izolowanych bton kory
moézgu szczura wykorzystano do weryfikacji hipotezy roboczej, zZe istnieje bezposrednia
interakcja TBBPA z NMDAR. Wiazanie [*H]MK-801 jest szczegdlnie waznym markerem,
poniewaz odzwierciedla poziom otwarcia kanatu NMDAR (Foster i Wong, 1987; Ransom i
Stec, 1988; Reynolds and Miller, 1988). Wiadomo, ze MK-801 wigze si¢ wylacznie do
aktywnych (otwartych) kanatow NMDAR w blonach mézgu (Foster i Wong, 1987) i hamuje te
receptory w sposob zalezny od ich aktywnosci (Capek i Esplin, 1997). Ponadto, ewentualne
zmiany w wigzaniu znakowanych agonistow NMDAR tj. glutaminianu i glicyny, mogtyby by¢

pomocne w ocenie mechanizmu interakcji miedzy TBBPA a receptorem NMDA.

Nastepnym modelem badawczym byly frakcje synaptosoméw izolowanych z
przodomoézgowia szczurdw z uzyciem metody opierajacej si¢ na homogenizacji, wirowaniu
roéznicowym 1 rozdziale frakcji na nieciggtym gradiencie, przy uzyciu 7 i 12% roztworow
Ficollu. Dzigki tej metodzie uzyskano frakcje synaptosomow, ktore sg aktywne metabolicznie i
minimalnie zanieczyszczone wolnymi mitochondriami (ok. 3,8% wedlug Bootch i1 Clark,
1985). Poniewaz ta metoda byta wielokrotnie stosowana z powodzeniem - rowniez w Zaktadzie
Neurochemii (Sulkowski i wsp., 2009, 2014) — zastosowanie jej w eksperymentach opisanych
w niniejszej pracy nie budzito watpliwosci. Jako kontroli pozytywnej dla efektu wywotanego
przez TBBPA postuzytem si¢ inhibitorem transporteréw glutaminianu (EAAT) — kwasem L-
trans-pirolidyno-2,4-dikarboksylowym (PDC), ktory w stezeniu 100 uM skutecznie hamuje
pobieranie glutaminianu do wnetrza komoérek (Cebers i wsp., 2008). W przeprowadzonych
eksperymentach, hamowanie pobierania [*H]kwasu glutaminowego przez synaptosomy

wywotane podaniem PDC wahato si¢ na poziomie 50-55% (Ryc. 18A). Te wartos¢ przyjeto za
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maksymalng warto§¢ hamowania transportu. Analogiczny wynik uzyskano w badaniach
przeprowadzonych na frakcjach bton astroglejowych oraz synaptosomach izolowanych z kory
mozgu myszy, gdzie maksymalne hamowanie transportu glutaminianu przez PDC (25 uM)
wynosito 30-50% (Rauen i wsp. 1992). Niewielkie roznice tych danych mogg wynikaé z
metody izolacji frakcji synaptosomalnej, badanego materialu, st¢zenia uzytego PDC oraz
uzytego radioligandu. W eksperymentach, ktorych wyniki przedstawiono na Ryc. 18B,
uzyskany poziom hamowania przyjeliSmy za maksymalny (100% hamowania pobierania
[*H]kwasu glutaminowego), a pobieranie [*H]kwasu glutaminowego w warunkach kontrolnych

za maksymalng aktywnos¢ transportu (100% pobierania).

Nalezy podkresli¢, ze stezenia 10 i 25 uM TBBPA stosowane w tych eksperymentach —
wybrane na podstawie poprzednich publikacji naszej pracowni (Zieminska i wsp., 2012, 2015)
— sg o kilka rzgdow wielkosci wyzsze niz te wystepujace w plynach ustrojowych cztowieka
(Hendriks 1 wsp., 2012). Stosowanie stezen mikromolowych TBBPA jest niezbedne dla
ujawnienia bardzo dynamicznych mechanizmow ostrej toksycznosci TBBPA. Uwazamy, ze
moga one uczestniczy¢ takze w procesach indukowanych przewlekta ekspozycja neurondw na
nizsze st¢zenia TBBPA. Sugeruje sig¢, ze substancje, ktore czg¢sto wspdlnie zanieczyszczaja
srodowisko, moga dziata¢ synergistycznie (Reistad i wsp., 2007; Fonnum i Mariussen, 2009;
Zieminska i wsp., 2012) i razem stanowig realne zagrozenie. Jak dotychczas, wykazano to dla
robakow ziemnych 1 zwierzat wodnych (He 1 wsp., 2015; Chen 1 wsp., 2018). Ponadto istniejg
poglady, ze skumulowany efekt toksyczny TBBPA 1 neurotoksyn s$rodowiskowych o
podobnym mechanizmie dziatania i czgsto wspdlnie wystgpujacych w srodowisku, takich jak
polichlorowane bifenyle 1 organiczne zwigzki rtgci, mogg by¢ znacznie silniejsze niz efekty
toksyn badanych indywidualnie (Fonnum i1 Mariussen, 2009). Tak wiec, wyniki tej pracy
dotyczace wylacznie ostrego cytotoksycznego dziatania TBBPA, traktowane indywidualnie,
nie odnosza si¢ bezposrednio do oceny ryzyka dla ludzi. Wyniki innych badan
neurotoksycznosci TBBPA, przedstawionych w niniejszej pracy wskazuja, ze podanie do
hodowli CGC 25 uM TBBPA prowadzi do stopniowego zmniejszania si¢ odsetka zywych
komorek po 3, 6 i 24 godzinach od 30-min. ekspozycji hodowli na TBBPA. Zdajemy sobie
sprawe z tego, ze ostra neurotoksycznos¢ TBBPA, ktora byta badana in vitro z wykorzystaniem
modelu pierwotnych hodowli CGC, nie odzwierciedla rzeczywistego zagrozenia
toksykologicznego dla populacji ludzkich. Wiadomo, Zze Zaden przypadek ostrego zatrucia

TBBPA u ludzi nigdy nie zostal opisany. Natomiast pojawiajg si¢ ostrzezenia o
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niebezpieczenstwie chronicznego narazenia ludzi na niskie dawki TBBPA (Yu i wsp., 2020).
Autorzy tej pracy zauwazyli, ze po 90 dniach ekspozycji szczurow na TBBPA (54,6 mg/m3)
drogg inhalacji, najwigksza jego zakumulowang ilo§¢ zanotowano w watrobie oraz osoczu - OK.
1,6 £0,5 mg/g tluszczu. Narazenie dotyczy rowniez noworodkéw, poniewaz substancje t¢ —
tatwo przechodzacg przez tozysko — wykryto w mleku matki (Cariou i wsp., 2008; Shi i wsp.,
2013). Uzyty w moich badaniach model eksperymentalny okazal si¢ bardzo przydatny do
ujawnienia mechanizméw cytotoksycznosci TBBPA, a zwlaszcza w potaczeniu z wynikami
ukazujacymi zaburzenia homeostazy wapniowej i indukcje stresu oksydacyjnego (Zieminska i
wsp., 2015, 2017). Jednak aby oszacowa¢ realne zagrozenie oraz narazenie srodowiskowe dla

ludzi potrzebna jest kontynuacja oraz rozszerzenie badan mechanizmow toksycznosci TBBPA.

5.2. Analiza wynikow

5.2.1. Indukowane przez TBBPA zaburzenia homeostazy wapnia w hodowli CGC oraz ich

wplyw na poziom stresu oksydacyjnego i potencjal mitochondrialny

Przedstawione wyzej wyniki pokazuja, ze ekspozycja hodowli CGC na TBBPA,
zaleznie od stezenia, indukuje wzrost poziomu [Ca?*]i, powstawanie stresu oksydacyjnego
oraz depolaryzuje btone mitochondriow. Wszystkie te efekty sa catkowicie (przy 10 uM
TBBPA) lub bardzo silnie (przy 25 uM TBBPA) hamowane przez kombinacj¢ antagonistow
NMDAR i RyR. Substancje te zapewniajg rowniez znaczgca, lecz niepelng ochrone przed
cytotoksycznoscig TBBPA. Obecnos$¢ zmiataczy wolnych rodnikow nie niweluje skutkow
ekspozycji na TBBPA tj. zaburzen homeostazy wapnia i depolaryzacji mitochondriow,
natomiast zmniejsza stres oksydacyjny i zapewnia znaczaca neuroprotekcje zwigkszajac
przezywalno$¢ komoérek w hodowli. Jednoczesne podawanie zmiataczy wolnych rodnikow z
antagonistami NMDAR 1 RyR prawie catkowicie zapobiega cytotoksycznosci TBBPA.
Inhibitor tworzenia megakanatow mitochondrialnych (MPTP), cyklosporyna A (5 uM), nie
wykazala znaczacego wptywu na wzmozong produkcje ROS oraz spadek A¥Ym wywolany
podaniem TBBPA, aczkolwiek zmniejszyta efekt cytotoksyczny po ekspozycji hodowli na
10 uM TBBPA (Zieminska i wsp., 2017a). Wyniki te pokazuja, ze zar6wno naruszenie
homeostazy i wzrost wewnatrzkomorkowego stgzenia wapnia, jak i stres oksydacyjny sa
zaangazowane w mechanizm(y) cytotoksyczno$ci TBBPA w hodowlach CGC. W badaniach
z wykorzystaniem 10 uM TBBPA pierwotnym mechanizmem wydaje si¢ by¢ wyltacznie
wzrost wewngtrzkomorkowego stezenia wapnia, ktory pobudza produkcje¢ ROS oraz

depolaryzacje mitochondriow, co prowadzi do cytotoksyczno$ci. Dodatkowe mechanizmy

-111 -



niezalezne od zaburzen homeostazy wapnia obserwujemy dopiero przy podaniu 25 uM
TBBPA.

Opisane tu obserwacje pokazujace zalezny od stezenia TBBPA wzrost [Ca*']i w
hodowlach CGC, ktéremu mozna catkowicie zapobiec przez jednoczesne zastosowanie
antagonistow NMDAR (0,5 uM MK-801) i RyR (200 uM rianodyny i 2,5 uM bastadyny)
(Ryc. 8), sa potwierdzeniem wcze$niej opublikowanych wynikéw (Zieminska i wsp., 2015).
Wyniki te sa zgodne z hipoteza, ze w hodowlach CGC, mechanizm indukowanego przez
TBBPA wzrostu [Ca?']i ma dwie sktadowe: uwalnianie Ca?* z zasobéw zmagazynowanych
w ER poprzez cieknace kanaly RyR, a takze naplyw Ca?" do komoérek poprzez NMDAR.
Zbiorcza analiza wynikéw pomiaréw [Ca®']i za pomoca mikroskopu konfokalnego i
czytnika fluorescencji ptytek pozwala bez watpienia stwierdzié, ze receptory NMDA sg
zaangazowane W indukowany przez TBBPA naptyw Ca®" do komoérek prowadzacy do
wzrostu [Ca?*]i. Rozbieznosci wynikéw uzyskanych za pomoca mikroskopu konfokalnego
oraz czytnika ptytek, zaobserwowane w postaci odczytu roéznych poziomdéw wzrostu
fluorescencji fluo3 i DCF przy zastosowaniu tych samych dawek substancji, przypisujemy
réznicom w rozdzielczo$ci pomiardw fluorescencji fluo-3 podczas uzycia dwoch réznych
platform pomiarowych. Podczas gdy pomiary z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego
skupialy si¢ na ciatach komorek nerwowych, ktore sg bogate w retikulum endoplazmatyczne
zawierajace RyR, lecz o malej gestosci wystepowania NMDAR, czytnik plytek
fluorescencyjnych mierzy $redniag zmian wewnatrzkomérkowego Ca?* w catej populacji
hodowli CGC (Berman i Murray, 2000), w tym regiony bogate w dendryty z duza gestoscia
NMDAR. Uzyskane wyniki uzasadniajg pdzniejsze zastosowanie kombinacji antagonistow
NMDAR i RyR jako narzedzia w celu zbadania zwigzkéw przyczynowych migdzy
wzrostem [Ca?']i a produkcja ROS w hodowlach CGC eksponowanych na TBBPA.
Ponadto, prezentowane w tej pracy wyniki pokazuja, ze dodanie egzogennych zmiataczy
wolnych rodnikéw nie hamuje indukowanego przez TBBPA wzrostu [Ca?*]i (Ryc. 8), co
$wiadczy o tym, ze wywotany przez TBBPA stres oksydacyjny nie jest pierwotng przyczyng
zaburzen homeostazy wapnia w hodowlach CGC traktowanych TBBPA.

Juz wczesniej wykazano, ze stres oksydacyjny rozwija si¢ w hodowlach CGC
eksponowanych na TBBPA (Reistad i wsp., 2007; Zieminska i wsp., 2012). W
eksperymentach prezentowanych w tej pracy, wykazano zalezny od stezenia TBBPA wzrost
produkcji ROS (Ryc. 10, 11) oraz zmniejszenie si¢ zawartoSci GSH i aktywnos$ci katalazy w
hodowlach CGC (Ryc. 12, 13). Zaréwno GSH, jak i katalaza reprezentuja system obrony
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antyoksydacyjnej komorki, ktory obejmuje przeciwutleniacze nieenzymatyczne i
enzymatyczne (Birben i wsp., 2012). Spadek zawartosci GSH w hodowlach CGC
eksponowanych na TBBPA mozna interpretowac jako efekt nadmiernej produkcji ROS i
nastepnie zuzycia GSH w reakcji redukcji nadtlenku wodoru do H20. GSH stuzy takze jako
kofaktor kilku detoksyfikujacych enzymow (Birben i wsp., 2012), a w rownowadze z GSSH
we wszystkich komorkach tworzy glowny system rozpuszczalnych antyoksydantow.
Wiadomo, ze brak rownowagi redoks moze stuzy¢ jako biomarker choréb neurologicznych
(Ruszkiewicz i Albrecht, 2015).

Wywotany przez TBBPA spadek zawartosci GSH lub wzrost GSSH zaobserwowano
w badaniach na watrobie szczura i hodowlach hepatocytow (Nakagawa i wsp., 2007) oraz w
dzdzownicach i gatunkach zwierzat wodnych eksponowanych na TBBPA (He i wsp., 2015).
Katalaza wraz z dysmutazg ponadtlenkowa (SOD) 1 peroksydaza glutationowa (GSH-Px) sa
enzymatycznymi  przeciwutleniaczami. ~ SOD  katalizuje =~ dysmutacj¢ = rodnika
ponadtlenkowego (O27) w H202, podczas gdy katalaza i GSH-Px sg odpowiedzialne za
przeksztalcenie tego potencjalnie toksycznego produktu w wodg (Armogida i wsp., 2012).
Doktadny mechanizm obnizenia aktywnosci katalazy w hodowlach CGC eksponowanych na
TBBPA jest nieznany, to wiadomo, ze efektem wtornym jest zwigkszenie wytwarzania
ROS, poniewaz efekt ten zostal odwrocony przez podanie egzogennych zmiataczy wolnych
rodnikéw (Ryc. 13). Poniewaz zaré6wno zmniejszenie zawartosci GSH, jak i zmniejszona
aktywnos¢ katalazy sg mechanizmami wtornymi W stosunku do zwigkszonej produkcji ROS,
zjawiska te posrednio potwierdzaja hipotezg, ze TBBPA powoduje zwigkszenie dynamiki
produkcji ROS w hodowlach CGC.

Kluczowa kwestia w tej grupie eksperymentow jest rola jonéw Ca®* w powstawaniu
stresu oksydacyjnego wywotanego podaniem TBBPA. Wykazano, ze TBBPA podwyzsza
[Ca*]i, a inkubacja komoérek w pozywce wolnej od jonéw Ca®* zmniejsza poziom
wytwarzania ROS, co sugerowaé¢ moze rol¢ wapnia w wywotywaniu stresu oksydacyjnego.
Z drugiej jednak strony w badaniach tych autoré6w podanie MK-801 nie zdotato znaczaco
zahamowa¢ produkcji ROS w hodowlach CGC eksponowanych na 10 uM TBBPA (Reistad
I wsp., 2007). Wyniki eksperymentow przedstawionych w niniejszej pracy ujawnity, ze
jednoczesne podanie kombinacji antagonistow RyR i NMDAR, ktore zapobiegato
wzrostowi [Ca?*]i w hodowlach CGC eksponowanych na 10 uM TBBPA (Ryc. 8, 9),
réwniez zapobiega wzrostom wskaznikow stresu oksydacyjnego (Ryc. 10, 11). Jest to

zgodne z hipoteza o podstawowej roli wzrostu [Ca®'];i w wywotywaniu przez TBBPA stresu
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oksydacyjnego w hodowlach CGC. W tych samych warunkach, podanie zmiataczy wolnych
rodnikow GSH i BHA zapobiegato nagromadzaniu si¢ ROS i spadkowi potencjatu
antyrodnikowego komorek. Natomiast po zastosowaniu 25 uM TBBPA, pomimo niemal
catkowitego zahamowania wzrostu [Ca?*]i przez podanie kombinacji antagonistow NMDAR
i RyR, obserwuje si¢ tylko czgsciowe odwrocenie wzrostu produkcji ROS i spadku poziomu
GSH (Ryc. 10, 12). Takze dziatanie zmiataczy wolnych rodnikow hamujace rozwoj stresu
oksydacyjnego wywotanego przez 25 uM TBBPA bylo ograniczone i nickompletne. Wyniki
te sugeruja, ze po podaniu 25 uM TBBPA oprocz proceséw zaleznych od jonow Ca?",
uruchamiany jest niezalezny od wapnia mechanizm indukcji stresu oksydacyjnego. Mozliwe
jest, ze cze$é niezaleznego od jonow Ca?* wzrostu fluorescencji DCF wywotanej przez 25
uM TBBPA mozna przypisa¢ bezposrednim oddzialywaniom chemicznym TBBPA z
komoérkami, zapewne z btonami, gdyz stwierdzono, ze TBBPA wykazuje wlasciwosci
podobne do wolnego rodnika (Szychowski i wsp., 2016).

Wiadomo, ze wzrost [Ca?']i w komérkach moze prowadzi¢ do nagromadzania sic
jonow Ca?* w mitochondriach, prowadzac do przetadowania mitochondriéw wapniem, co z
kolei moze skutkowa¢ obnizeniem A¥m, aktywacja MPTP i zwigkszeniem produkcji ROS
w mitochondriach (Adam-Vizi i wsp., 2010; Gleichmann i Mattson, 2011). Ponadto wysokie
stezenia TBBPA mogg rozsprzgga¢ oksydacyjng fosforylacje w mitochondriach 1 indukowac
peroksydacje lipidow, jak zasugerowano w odniesieniu do hepatocytow (Nakagawa i wsp.,
2007). Wyniki tej rozprawy pokazuja, ze TBBPA depolaryzuje mitochondria w sposob
zalezny od stgzenia (Ryc. 14), 1 ze przy 10 uM stezeniu TBBPA depolaryzacja ta moze by¢
zahamowana przez podanie kombinacji antagonistow NMDAR i RyR, ktorych zastosowanie
rowniez zapobiega wzrostowi [Ca?*]i wywotanemu przez TBBPA. Wyniki te wskazuja
wiec, ze wzrost [Ca®']; jest czynnikiem odpowiedzialnym za depolaryzacje mitochondriéw
w CGC. Wspotistnienie wywotanych przez TBBPA wzrostow [Ca2']; i produkcji ROS, wraz
z depolaryzacja mitochondriow i uwalnianiem cytochromu c, wykazano juz przy uzyciu
ludzkiej linii neuroblastoma - SH-SY5Y (Al-Mousa i Michelangeli, 2012). Jednakze,
wedlug naszej wiedzy, badanie przedstawione w niniejszej pracy jest pierwszym, ktore
pokazuje bezposredni zwigzek przyczynowy miedzy wzrostem [Ca?*]i a depolaryzacja
mitochondriow w neuronach eksponowanych na niskie stgzeniami TBBPA. Ponadto nasze
wyniki pokazuja, ze spadek A¥Ym wywotany przez 25 uM TBBPA moze by¢ tylko
cze$ciowo hamowany przez antagonistow NMDAR i RyR, co sugeruje dodatkowy udziat

mechanizméw niezwigzanych z jonami Ca®". Zastosowanie 25 uM TBBPA
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prawdopodobnie w sposéb bezposredni poglebia depolaryzacje btony mitochondrialnej (Al-
Mousa i Michelangeli, 2012). Zobserwowano, ze TBBPA w mikromolowym zakresie stezen
zmienia wlasciwosci bton fosfolipidowych (Ogunbayo i Michelangeli, 2007), a Mariussen i
Fonnum (2003) donosza o depolaryzujacym efekcie wywolanym przez TBBPA we
frakcjach synaptosomalnych bton plazmatycznych. Badania opisane w niniejszej pracy
wykazatly, ze zastosowanie zmiataczy wolnych rodnikéw (GSH i BHA), ktére hamuja
poziom produkcji ROS w hodowli CGC eksponowanej na TBBPA, nie ma wptywu na
wywotany przez TBBPA spadek AWYm (Ryc. 14). Jest to spdjne z wyjasnieniem, ze
przeciazenie mitochondriéw jonami Ca?*, a nie stres oksydacyjny, powoduje spadek A¥m w
hodowlach CGC poddanych dziataniu TBBPA. Rowniez cyklosporyna A stosowana w
stezeniu 5 uM uwazanym za neuroprotekcyjne (Ryc. 14) nie miata wpltywu na indukowang
TBBPA depolaryzacj¢ mitochondrialng i tworzenie ROS (Ryc. 10), co nie wspiera
twierdzenia o roli MPTP w wywotanych przez TBBPA zaburzeniach funkcji mitochondriow
i indukcji stresu oksydacyjnego w hodowlach CGC. Jednak skutecznos¢ cyklosporyny A
jako inhibitora powstawania MPTP w mitochondriach neuronéow byta kwestionowana (Elrod
i Molkentin, 2013; Brustovetsky i Dubinsky, 2000). Z drugiej jednak strony, wcze$niejsze
wyniki naszej pracowni pokazaty, ze 0,5 uM cyklosporyna A obniza obrzek mitochondriow
oraz wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne w hodowlach CGC eksponowanych na
glutaminian (Zieminska i wsp., 2006). Wydaje si¢ wiec, ze sprawa powstawania i roli MPTP
w wywotanej przez TBBPA produkcji ROS w hodowlach CGC, pozostaje niejasna i
wymaga dalszych badan.

5.2.2. Mechanizmy aktywacji receptorow NMDA a ekscvtotoksycznos¢ TBBPA

Omowione powyzej wyniki pokazaly, ze w hodowlach CGC eksponowanych na
TBBPA aktywacja NMDAR jest czynnikiem wspotodpowiedzialnym za wzrost [Ca?]i a co
za tym idzie za indukcj¢ stresu oksydacyjnego oraz deenergizacj¢ mitochondriow. W chwili
podejmowania przeze mnie badan mechanizm aktywacji NMDAR w tych warunkach nie byt
znany 1 pozostawat w sferze hipotez.

W tej rozprawie sprawdzana byta hipoteza sugerujaca, z2 NMDAR w neuronach
moga by¢ aktywowane przez TBBPA w sposob bezposredni. Wiadomo, ze TBBPA wptywa
na aktywnos¢ wielu receptoréw i innych biatek blonowych (Ogunbayo i Michelangeli, 2007,
Ogunbayo 1 wsp., 2008; Hendriks 1 wsp., 2012). W szczegdlnosci, TBBPA ma wysokie
powinowactwo do hydrofobowych przedziatow btonowych (Ogunbayo i wsp., 2007) i w ten
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sposob moze modyfikowa¢ biologiczne wlasciwosci bton na rdézne sposoby, w tym
oddziatujac allosterycznie. Jednak wyniki przedstawionych badan z uzyciem radioligandow
receptora NMDA wykazaty, ze TBBPA nie ingeruje w wigzanie zadnego z badanych
ligandow NMDAR do izolowanych frakcji bton kory mézgu szczuréw, w tym [*HJMK-801
(Ryc. 15 i 16). Uwazamy, ze te negatywne wyniki sg wiarygodne i wskazujg na brak
bezposredniego oddziatywania TBBPA z receptorami NMDA. Twierdzenie to opieramy na
kilku przestankach. Po pierwsze jednorodnos¢ i czystos¢ tej frakcji btonowej jest
przypuszczalnie wysoka. Ponadto eksperymenty kontrolne wykazuja, ze wiazanie [*H]MK-
801 z tymi btonami ulegalo przewidywalnej modulacji przez agonistow 1 antagonistow
NMDAR, co bezposrednio potwierdza natywno$¢ bton i receptorow (Ryc. 15A).

Kwas DL-2-amino-5-fosfopentanowy (APS5), ktory jest kompetycyjnym antagonistg
glutaminianu w miejscu wigzania agonisty do receptora NMDA, byt wykorzystany w
doswiadczeniach prezentowanych w gtownej czesSci pracy (Ryc. 16), jako kontrola
pozytywna w badaniach wptywu TBBPA na aktywno$¢ NMDAR. Poniewaz w tym zakresie
stezen nie osiggni¢to maksymalnego zahamowania, trudno byto okresli¢ wartos¢ 1C50. Z
wykresu uzupehiajacego wplyw APS5 na wigzanie [*H]kwasu glutaminowego do frakcji
bton (Ryc. 17) wynika jednak, ze zahamowanie wigzania jest niepetne. Jednak efekt ten jest
zgodny z danymi wykazujacymi, ze tylko ligandy pobudzajagcych receptorow
aminokwasowych o szerokim spektrum, takie jak L- i D-glutaminian lub cis-2,3-PDA,
powoduja catkowite zahamowanie wigzania specyficznego [*H]kwasu glutaminowego do
frakcji izolowanych bton komoérkowych, podczas gdy stosowanie selektywnych ligandow
NMDAR (zar6wno agonistow jak 1 antagonistow), prowadzi do maksymalnego
zahamowania rzgdu 65-90% (Grimwood i wsp., 1991; Fukunaga i wsp., 1991). Dane z
literatury dotyczace procentu zahamowania swoistego wigzania [*H]kwasu glutaminowego
przez 100 uM APS5 sa rézne; Grimwood i wsp. (1991) przy uzyciu D-AP5 i frakcji
zageszczen postsynaptycznych izolowanej z mozgu szczura otrzymali 75% zahamowanie,
podczas gdy Fukunaga i wsp. (1991) wykazali 50% zahamowanie dla D,L-AP5 i frakcji
bton komorkowych izolowanych z ludzkiej kory moézgu. Jest to zgodne z interpretacja, ze
specyficzne wigzanie [*H]kwasu glutaminowego reprezentuje poziom wigzania agonistow
ze wszystkimi klasami receptoréw glutaminianergicznych, podczas gdy udziat receptorow
NMDA moze si¢ r6zni¢ w réznych preparatach bton mézgowych. Wyniki badan z uzyciem
radioligandow NMDAR okazaly si¢ tez spojne z danymi pochodzgcymi z pomiaréw
elektrofizjologicznych (Grimwood i wsp., 1991).
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Za szczegollnie istotny uwazam wynik pokazujacy, ze TBBPA nie miat Zzadnego
wpltywu na wigzanie [*H]MK-801 (Ryc. 15B). Ten negatywny wynik odzwierciedla brak
zmian w aktywno$ci kanaltu NMDA 1 posrednio wskazuje na brak jakichkolwiek
potencjalnych interakcji z tym receptorem, w tym efektéw allosterycznych. Rowniez wyniki
wskazujace, ze TBBPA nie wptywa na specyficzne wiazanie agonistow NMDAR [*H]kwasu
glutaminowego i [*H]glicyny (Ryc. 16) sugeruja brak bezposredniego oddzialywania
TBBPA z ortosterycznymi miejscami wigzania. Ogétem, wyniki przeprowadzonych badan
wigzania radioligandow do frakcji blon nie potwierdzaja hipotezy o bezposredniej aktywacji
lub modulacji receptorow NMDAR przez TBBPA.

Ze wzgledu na brak dowoddow przemawiajacych za hipoteza 0 bezposrednim
oddziatywaniu TBBPA na NMDAR, rozwazono alternatywnag hipoteze 0 mechanizmie
posrednim dzialania TBBPA na NMDAR polegajacym na depolaryzacji btony, co by
zwigkszato prawdopodobienstwo aktywacji kanalu NMDAR.

ié:-iﬂ-
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Rycina 32. Zmiany potencjatu btony komérkowej mierzonego w komorkach ziarnistych po podaniu 25 uM
TBBPA. Kropkowana linia wskazuje $redni potencjal kontrolny btony. Dane przedstawiono jako $rednie +
SEM; p<0,05. (Diamandakis i wsp., 2019)

Rejestrowanie pradu btonowego w catych komoérkach ziarnistych in  situ,
prowadzone na skrawkach mozdzku szczura wykazato, ze podanie TBBPA depolaryzuje
neurony (Ryc. 32), przy czym depolaryzacja rozwija si¢ wzglednie powoli. Ten sam efekt
wykazano rowniez przez pomiar wzrostu fluorescencji oksonolu VI (Ryc. 20, 22, 24).
Istnieje wiele powodow, dla ktorych depolaryzacje rejestrowana metoda optyczng mozna
uzna¢ za efekt biologiczny. Indukowana przez TBBPA zwigkszona fluorescencja oksonolu
VI odpowiadata danym uzyskanym w eksperymentach elektrofizjologicznych, ponadto byta
ona zalezna od stgzenia TBBPA (Ryc. 20), a zakres efektu wywotanego przez 25 uM
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TBBPA byt poréwnywalny z depolaryzacjg indukowang przez referencyjne substancje
depolaryzujace tj. KCI i glutaminian (Ryc. 18, 19). Co wazne, zwigkszona fluorescencja
oksonolu VI w hodowlach CGC eksponowanych na TBBPA byla modulowana w
przewidywalny sposob przez $rodki farmakologiczne (Ryc. 22) .

Wywotany przez TBBPA wzrost fluorescencji oksonolu VI byl poprzedzony
przejsciowym obnizeniem fluorescencji (Ryc. 20, 22, 24). Analizujac naturg tego zjawiska,
nalezy zdecydowac, czy mozna je uzna¢ za odzwierciedlenie hiperpolaryzacji. To zjawisko
wydaje si¢ przypomina¢ od dawna znang hiperpolaryzacj¢ neuronow korowych,
obserwowang w poczatkowej fazie zmian potencjatu btonowego neuronéw indukowanych
przez anoksje, poprzedzajaca depolaryzacje¢, a wywolang aktywacja kanatoéw potasowych i
przeptywem jonéw K* z neuronéw do przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Hansen i wsp.,
1982; Erdemli i wsp., 1998; Miiller i Somjen, 2000). Zostaty wigc rozwazone potencjalne
mechanizmy, ktére moglyby posredniczy¢ w hipotetycznym efekcie hiperpolaryzacyjnym
wywotanym przez TBBPA. Wiadomo, ze TBBPA indukuje uwalnianie Ca®** z retikulum
endoplazmatycznego, co powoduje wzrost [Ca?*]i w hodowlach CGC (Zieminska i wsp.,
2014). Wzrost [Ca?*] moze aktywowa¢ hiperpolaryzujace kanaty BKCa, ktorych ekspresje
w komorkach hodowli CGC dawno wykazano (Olesen i wsp., 1994). Z drugiej strony,
istniejg rowniez informacje, ze TBBPA moze dziala¢ jako agonista receptora GABAA
(Hendriks i wsp., 2012), lecz doniesienia dotyczgce obecnosci funkcjonalnych receptorow
GABAAa w pierwotnych hodowlach CGC sa sprzeczne. Wczesne badania wykazaty, ze
ekspresja hamujacych receptorow GABAa o niskim powinowactwie wymaga obecnosci
agonisty tego receptora w pozywce hodowlanej dla CGC (Schousboe i wsp., 1985), co nie
bylo stosowane w moich badaniach. Z kolei w innych badaniach zaobserwowano
funkcjonalne receptory GABAA na komoérkach hodowli CGC (Kardos i Maderspach, 1987;
Babot i wsp., 2005). Wyniki mojej pracy (Ryc. 21) pokazaly jednak brak wplywu
antagonistow BKCa i receptorow GABAAa na wywotany przez TBBPA poczatkowy spadek
fluorescencji oksonolu VI, co nie wsparto tych hipotetycznych interpretacji. Ponadto efekt
hiperpolaryzacji nie byt obserwowany po podaniu KCI lub glutaminianu (Ryc. 18, 19) oraz
nie byt zalezny od stezenia TBBPA (Ryc. 20), a eksperymenty elektrofizjologiczne
przeprowadzone na skrawkach mo6zdzku szczura nie wykazaly poczatkowej hiperpolaryzacji
komorek ziarnistych po podaniu TBBPA (Ryc. 32). Wydaje si¢ wiec, ze tego spadku nie
mozna przypisa¢ hiperpolaryzacji, lecz jest to artefakt. Wiadomo, ze TBBPA jest substancja

lipofilowa i ma wysokie powinowactwo do bton komorkowych (Ogunbayo i wsp., 2007) co
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w konsekwencji, zaraz po zastosowaniu TBBPA, moze prowadzi¢ do krotkotrwatych zmian
wiasciwosci  hydrofobowych domen btony plazmatycznej. Takie zmiany moglyby
powodowaé zmniejszenie wigzania oksonolu VI przez wewngtrzng blone plazmatyczna,
powodujac zmniejszenie jego fluorescencji niezwigzane z hiperpolaryzacja.

Eksperymenty wykonane w tej pracy wykazaly, ze mechanizm wywolanej przez
TBBPA depolaryzacji komorek hodowli CGC jest ztozony. Aktywacja NMDAR odgrywa
znaczacg role w tym procesie, o czym $wiadczy czeSciowe obnizenie depolaryzacji
neuronow indukowanej przez TBBPA w obecnosci MK-801. Cho¢ ten efekt przypomina
hamowanie przez MK-801 depolaryzacji indukowanej glutaminianem (Ryc. 19), sg istotne
réznice miedzy obydwoma zjawiskami. Przede wszystkim, antagonista receptorow AMPA -
CNQX, niemal kompletnie zahamowat depolaryzacje wywolang przez glutaminian (Ryc.
19), natomiast podany indywidualnie nie hamowat depolaryzacji wywotanej TBBPA (Ryc.
22). Silne, lecz niepelne zahamowanie wywotanej przez TBBPA depolaryzacji komorek
CGC nastgpito po podaniu kombinacji obu antagonistow jonotropowych receptorow
glutaminianu, co wskazuje na znaczacy udziat w tym zjawisku mechanizmow zaleznych od
glutaminianu, oraz na istnienie innych dodatkowych mechanizmow.

W poszukiwaniu tych mechanizmow wykorzystatem TTX do zbadania udziatu
kanatow sodowych bramkowanych napigciem w wywotanej przez TBBPA depolaryzacji
neuronéw hodowli CGC. TTX byt juz poprzednio uzywany jako narzgdzie farmakologiczne
w celu zahamowania zaleznego od potencjatu czynnosciowego uwalniania glutaminianu z
zakonczen presynaptycznych w hodowlach CGC (Lysko i wsp., 1994; Varming i wsp.,
1997). W naszych eksperymentach TTX podawany samodzielnie nie miat istotnego wptywu
na depolaryzacje CGC wywotang przez TBBPA (Ryc. 22), natomiast byta ona praktycznie
catkowicie zahamowana po podaniu kombinacji CNQX i MK-801 z TTX. Te wyniki
wskazuja, ze W mechanizmie indukowanej przez TBBPA depolaryzacji CGC biorg udziat
niezalezne efekty depolaryzujace, w ktorych posredniczg jonotropowe receptory dla
glutaminianu, a takze kanaty sodowe bramkowane napigciem - wrazliwe na hamowanie
przez TTX.

Mechanizm aktywacji jonotropowych receptorow dla glutaminianu, biorgcej udziat
w wywolanej przez TBBPA depolaryzacji neuronow w hodowlach pierwotnych CGC,
bedzie dyskutowany w dalszej czesci tej sekcji. Natomiast tu wymaga omdwienia zjawisko
aktywacji wrazliwych na hamowanie przez TTX kanatow sodowych bramkowanych

napieciem. Nasuwa si¢ tu pytanie, dlaczego TTX podany samodzielnie nie mial wptywu na
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depolaryzacje hodowli CGC eksponowanej na TBBPA. Wyniki przedstawione w tej
rozprawie pokazaty, ze w pierwotnych hodowlach CGC zaréwno depolaryzacja wywotana
przez TBBPA, jak i glutaminian (Ryc. 19), w ktorej posredniczg gtownie jonotropowe
receptory glutaminianowe, znacznie przewyzsza wszelkie inne potencjalne mechanizmy
depolaryzacji. Dlatego tez w obu przypadkach zastosowanie MK-801 w celu czesciowego
zahamowania jonotropowych receptoréow dla glutaminianu jest niezbedne do ujawnienia
udziatlu wrazliwych na TTX bramkowanych napigciem kanatow sodowych w procesie
depolaryzacji.

Pierwotny mechanizm aktywacji wrazliwych na TTX kanalow sodowych
bramkowanych napigciem w neuronach eksponowanych na TBBPA jest obecnie nieznany.
Nalezy jednak zwroci¢ uwage na interesujgcag analogi¢ pomigdzy zobserwowanym W tej
pracy wplywem antagonistéw jonotropowych receptorow dla glutaminianu oraz
bramkowanych napigeciem kanaldow sodowych na depolaryzacje neuronéw indukowang
przez TBBPA i wynikami innych autoréw badajacych depolaryzujacy efekt anoksji. Miiller i
Somjen (2000) pokazali, ze rozw6] wywotanej przez anoksj¢ depolaryzacji neurondw w
skrawkach kory mézgu szczura zauwazalnie opoznialo podanie kombinacji antagonistow
NMDAR i AMPAR, jednak niemal catkowite zahamowanie wczesnej fazy depolaryzacji
obserowano po dotgczeniu TTX do kombinacji tych antagonistow. To podobienstwo
farmakologicznych wlasciwosci depolaryzacji indukowanej przez TBBPA 1 anoksje moze
sugerowaé wspolny mechanizm, to jest zaburzenia energetyczne, prowadzace do niedoboru
ATP. Hipotetyczne wyjasnienie, ze glownym miejscem aktywno$ci neurotoksycznej
TBBPA mogg by¢ mitochondria - gdzie nastgpuje depolaryzacja i deenergizacja, ktora
prowadzi do niedoboru ATP i ostatecznie do depolaryzacji btony komoérkowej neuronow,
ma jednak staby punkt. W tej rozprawie wykazano, ze wywotana przez TBBPA
depolaryzacja mitochondriow w pierwotnych hodowlach CGC jest p6znym zjawiskiem w
tancuchu przyczynowo-skutkowym i jest wtorna w stosunku do przetadowania neurondéw, a
nastepnie mitochondriéw jonami wapnia (Ryc. 14). Wracajac do braku wptywu TTX
podanego samodzielnie na depolaryzacje CGC indukowang przez TBBPA, jedng z przyczyn
moglo by¢ zahamowanie przez TBBPA napigciowozaleznych kanatéw wapniowych
(Hendriks 1 wsp., 2012), ktére posrednicza w naplywie wapnia do presynaptycznych
zakonczen nerwowych odpowiedzialnych za uwalnianie glutaminianu zawartego w
pecherzykach synaptycznych (Wang i1 Sihra, 2004). Takie zahamowanie zapobiega

zaleznemu od potencjatu czynno$ciowego 1 wrazliwego na TTX presynaptycznego
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uwalnianiu glutaminianu. Z drugiej strony, nie ma powodu, aby przypuszczaé, ze uwalnianie
glutaminianu ~ spowodowane  wywotang przez TBBPA  mobilizacja  wapnia
wewnatrzkomoérkowego moze by¢ wrazliwe na inhibicje przy uzyciu TTX.

Nalezy takze rozwazy¢ mozliwo$¢ bezposredniego wplywu TBBPA na btony
plazmatyczne skutkujace zwigkszaniem ich przepuszczalnosci dla kationdw 1 depolaryzacje.
Chociaz TBBPA ma wysokie powinowactwo do bton fosfolipidowych, pokazano jednak, ze
jego zwigzanie ze sztucznymi btonami fosfolipidowymi nie tylko nie zwigksza, ale nawet
zmniejsza ich przepuszczalnos¢ dla kationow (Ogunbayo i1 wsp., 2007). Oznacza to, ze
TBBPA nie posiada prostych wilasciwosci jonoforu, ktore moglyby wyjasni¢ pierwotny
proces depolaryzacji. Nie ma roéwniez danych w literaturze na temat mozliwych
bezposrednich oddziatywan TBBPA z kanalami sodowymi. Kwestia ta wymaga dalszych
badan.

Na zakonczenie nasuwa si¢ pytanie o rol¢ wykazanej tu depolaryzacji neurondéw
eksponowanych na TBBPA w cytotoksycznosci tej substancji. W niniejszej pracy nie
badano odwracalnosci depolaryzacji hodowli CGC wywolanej ekspozycja na TBBPA.
Wiadomo, ze dlugotrwala, nieodwracalna depolaryzacja jest waznym elementem
mechanizmu ekscytotoksycznosci prowadzacej do dysfunkcji neuronow, ich uszkodzenia i
Smierci (Coulter 1 wsp., 1992). Hydrofobowy TBBPA wykazuje silne powinowactwo do
lipidéow btonowych (Ogunbayo i in., 2007), co moze prowadzi¢ do ich trwatego zwigzania z
blonami i nieodwracalnych skutkow cytotoksycznych. Z drugiej jednak strony, wyniki
badan nad interakcja TBBPA z wyizolowang frakcja ATP-azy SERCA zdaja si¢
wskazywac, ze jego wigzanie z okreslonymi regionami biatek enzymatycznych moze byc¢
odwracalne (Ogunbayo i Michelangeli, 2007). Odwracalnos¢ efektow TBBPA moze by¢
waznym celem dalszych badan mechanizméw neurotoksycznosci TBBPA. Wyniki moich
badan, uzyskane na pierwotnych hodowlach CGC, wskazuja na depolaryzujace dziatanie
TBBPA podawanego w stezeniach >7,5 uM. Warto zauwazy¢, ze TBBPA w podobnym
zakresie stezen ma toksyczny wpltyw na pierwotne hodowle CGC, a w tym dziataniu
czg$ciowo posrednicza NMDAR (Zieminska i wsp., 2015, 2017). Depolaryzacja jest (oprocz
zwigzania glutaminianu z miejscem wigzania agonisty na NMDAR) niezaleznym
czynnikiem warunkujacym aktywacje kanalu jonowego tego receptora (Seeburg i wsp.,
1995). Dlatego hipotetyczna, niezalezna od glutaminianu frakcja depolaryzacji indukowanej
przez TBBPA, zachodzaca za posrednictwem wrazliwych na TTX kanatéw sodowych, moze

dodatkowo potegowacé neurotoksycznos¢, w ktorej posrednicza NMDAR. Brak jednak
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dowodow na rolg tego zjawiska jako pierwotnego mechanizmu aktywacji NMDAR w CGC
eksponowanych na TBBPA.

Przedstawione wyniki, ktore pokazuja kluczowa rolg jonotropowych receptoréw dla
glutaminianu, a zwlaszcza NMDAR, w wywotanym przez TBBPA mechanizmie
depolaryzacji hodowli CGC, prowokujg pytanie o udzial endogennego glutaminianu w
mechanizmie ich aktywacji. Hipotetyczna rola uwalniajacego si¢ endogennego glutaminianu
w aktywacji jonotropowych receptoréw glutaminianu w hodowlach CGC narazonych na
TBBPA moze by¢ postulowana z wielu powodow. Wiadomo, ze pierwotne hodowle CGC w
7 dniu hodowli nie tylko ekspresjonujg funkcjonalne NMDAR oraz AMPAR ale tez, ze
zachodzi w nich pobudzajaca neurotransmisja i sg og6lnie akceptowane jako model do
badan tego zjawiska (Schousboe i wsp., 1985, 1992; Contestabile, 2002). Ponadto, Reistad i
wsp. (2007) zademonstrowali stopniowy - ale powolny i trwajacy kilka godzin — wzrost
stezenia glutaminianu w $rodowisku wzrostowym po podaniu TBBPA do pierwotnych
hodowli CGC. Dla zweryfikowania hipotezy w mysl, ktorej w aktywacji NMDAR, a co za
tym idzie depolaryzacji neurondéw eksponowanych na TBBPA, posredniczy endogenny
glutaminian, przeprowadzono eksperymenty wykorzystujace uklad enzymatyczny
rozkladajacy glutaminian tj. transaminaz¢ glutaminianowo-pirogronianowa (GPT) wraz z
substratem — pirogronianem. Wskaznikiem aktywacji NMDAR bylo tu pobieranie *°Ca.
Stosujac podobny uktad doswiadczalny Matthews 1 wsp. (2003) wykazali, ze endogenny
glutaminian posredniczy w neurotoksycznym wptywie PDC na komorki skrawkow
hipokampa (zaleznie od podanego stgzenia), ktoéry byl hamowany w Srodowisku
zawierajagcym rozkladajacy glutaminian uktad enzymatyczny (GPT/pyr). Wyniki
eksperymentow kontrolnych pokazuja, ze wywotany podaniem 100 pM glutaminianu do
srodowiska inkubacyjnego wzrost pobierania **Ca przez komoérki hodowli CGC (Ryc. 25)
byt silnie hamowany przez podanie uktadu enzymatycznego rozktadajacego glutaminian, w
stopniu porownywalnym do dziatania antagonisty NMDA — MK-801. Potwierdza to udziat
NMDAR we wzroicie pobierania “°Ca w obecnoéci nadmiaru glutaminianu oraz
skuteczno$§¢ metody jego eliminacji. Zaobserwowano roéwniez Wwzrost pobierania
radioaktywnego wapnia po ekspozycji komorek hodowli CGC na TBBPA, ktory byt zalezny
od stgzenia. Jest to zgodne z poprzednimi wynikami naszej pracowni, ktdre pokazaty
hamowanie tego efektu przez MK-801 (Zieminska i wsp., 2015). Co najwazniejsze, W
hodowlach CGC zawierajacych wspomniany uktad enzymatyczny rozktadajacy glutaminian

obserwowano kompletne zahamowanie wzrostu pobierania *°Ca indukowanego przez

-122 -



TBBPA. Te wyniki wskazuja, ze TBBPA indukuje wzrost stezenia glutaminianu w
srodowisku zewnatrzkomorkowym, co prowadzi do aktywacji NMDAR i depolaryzacji. Ten
efekt moze by¢ spowodowany uwalnianiem endogennego glutaminianu lub zahamowaniem
jego pobierania zwrotnego. Niewykluczony jest rowniez jednoczesny udziat obydwu tych
mechanizmow.

Po wykazaniu roli endogennego glutaminianu w aktywacji NMDAR w hodowlach
pierwotnych CGC eksponowanych na TBBPA, co wynika ze wzrostu jego stgzenia w
srodowisku zewngtrzkomorkowym, badatem mechanizm tego zjawiska. Zgodnie z sugestig
Reistad i wsp. (2007), moze ona by¢ przypisane hamowaniu transporterow glutaminianu, co
wykazano wczesniej w badaniach na synaptosomach moézgu szczura (Mariussen i Fonnum,
2003). Oprocz tej hipotezy, w mojej pracy byt tez badany udzial mechanizmu
presynaptycznego uwalniania glutaminianu aktywowanego przez TBBPA. Na pozor
hipoteza przypisujaca TBBPA pobudzenie uwalniania presynaptycznego glutaminianu,
wydaje si¢ mato prawdopodobna, poniewaz TBBPA w niskich stezeniach mikromolowych
ma zdolno§¢ do hamowania kanalow wapniowych bramkowanych napigciem,
posredniczacych w naptywie Ca?* do synaptoplazmy, co prowadzi do uwolnienia
glutaminianu z pecherzykéw synaptycznych do przestrzeni synaptycznej (Hendriks i wsp.,
2012). Z drugiej jednak strony wykazano, ze TBBPA dziata jako czynnik mobilizujacy
wapn wewnatrzkomorkowy (Ogunbayo i wsp., 2008), co zostalo dobrze udokumentowane
we weczesniejszych badaniach naszej pracowni przeprowadzonych na hodowlach CGC
(Zieminska i wsp., 2014a, 2015, 2017). W innych modelach do$§wiadczalnych wykazano, ze
mobilizacja Ca?* z zasobéw Wewnatrz zakonczen synaptycznych moze zwigkszy¢
uwalnianie neuroprzekaznikow (Nizami 1 wsp., 2010). Tak wigc wywotana przez TBBPA
mobilizacja wewnatrzkomoérkowego Ca?" moze by¢ mechanizmem inicjujagcym uwalnianie
glutaminianu z zakonczen presynaptycznych, prowadzace do aktywacji jego jonotropowych
receptorow 1 depolaryzacji komorek. Przedstawione wyniki (Ryc. 24) pokazuja, ze
depolaryzacja neuronéw hodowli CGC przez TBBPA jest silnie hamowana przez podanie
kombinacji bastadyny z rianodyna, co jak wiadomo, zapobiega wywotanej przez TBBPA
mobilizacji wewnatrzkomorkowego Ca?" (Zieminska i wsp., 2014). Efekt ten mozna
interpretowac jako odzwierciedlenie zahamowania tancucha zdarzefn rozpoczynajacego si¢
od wywotanej przez TBBPA wewnatrzkomorkowej mobilizacji wapnia, ktora prowadzi do

uwalniania glutaminianu z zakonczen presynaptycznych, €0 skutkuje aktywacja
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postsynaptycznych jonotropowych receptorow glutaminianu, gléwnie odpowiedzialnych za
depolaryzacje komorek.

Testowana byla takze wspomniana powyzej hipoteza, sugerowana przez Reistad i
wsp. (2007), o hamowaniu przez TBBPA zwrotnego pobierania glutaminianu. Badano
wplyw 25 uM TBBPA na pobieranie znakowanego trytem kwasu glutaminowego przez
frakcj¢ synaptosoméw izolowanych z przodomoézgowia szczuréw. Podanie TBBPA do
frakcji synaptosomalnej powodowato zalezne od stezenia obnizenie pobierania glutaminianu
przez synaptosomy. Podobny efekt obserwowano po podaniu inhibitora transporterow
glutaminianu — PDC. Istniejg dane z literatury ujawniajace, ze podanie 100 uM PDC do
hodowli CGC skutkuje wzrostem stezenia glutaminianu w przestrzeni zewnatrzkomoérkowe;,
zaleznie od czasu ekspozycji hodowli na PDC (Cebers i wsp., 2008). Z kolei inna grupa
autoréw wykazata, ze zahamowanie pobierania glutaminianu wywoluje neurodegeneracje
zwlaszcza, gdy ostabiony jest metabolizm energetyczny komorek (Del Rayo Sanchez-
Carbente i Massieu, 1999). Nalezy przypomnie¢, ze efekt obnizenia potencjatu
mitochondrialnego, a wigc deenergizacji mitochondriéw i catej komorki, zaobserwowano po
ekspozycji komoérek hodowli CGC na TBBPA (Ryc. 14). Himi i wsp. (2003) wykazali, ze
zablokowanie pobierania glutaminianu przez 200 pM PDC w hodowlach komoérek
hipokampa szczuréw wywiera wptyw neurotoksyczny na neurony, a mechanizm $mierci
komorek obejmuje retencje zewnatrzkomorkowego glutaminianu 1 nadmierng aktywnos$¢
receptora NMDA, a takze znaczacy spadek stezenia GSH oraz wzrost produkcji ROS.
Wyniki eksperymentow Himi i wsp. (2003) z wykorzystaniem blokera transporteréw
EAAT, jakim jest PDC, wydaja si¢ wiec analogiczne do wynikow moich eksperymentow
pokazujacych, ze TBBPA rowniez obniza zawartos¢ GSH 1 wywoluje zwigkszong produkcje
ROS. Te informacje przemawiaja za tym, ze w toksycznym dziataniu TBBPA kluczowa role
odgrywa mechanizm ekscytotoksycznosci. Mozna wigc przypuszczaé, ze TBBPA powoduje
wzrost stezenia glutaminianu w przestrzeni synaptycznej nie tylko przez indukcje jego
uwalniania z zakonczen synaptycznych, ale tez przez hamowanie transporteréw
glutaminianowych (EAAT).

Interesujacym wynikiem, ktory zaobserwowaliSmy podczas badan do tej rozprawy
byto hamowanie wzrostu fluorescencji oxonolu VI indukowanego przez TBBPA po
zastosowaniu 5 uM memantyny w hodowli CGC. Obserwacja tak silniego dziatania
memantyny sugeruje, ze hamuje ona pobudzone przez glutaminian pozasynaptyczne

NMDAR. Mozliwe, ze odbywa si¢ to na skutek przelewania si¢ nadmiaru glutaminianu ze
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szczeliny synaptycznej do przedziatow pozasynaptycznych. Sprzyja¢ moze temu dodatkowo
brak prawidtowego funkcjonowania pobierania zwrotnego glutaminianu przez komorki
nerwowe.

Na podstawie wnioskow z eksperymentow zaprezentowanych w niniejszej pracy
oraz wynikow pochodzacych z prac innych autorow mozna sadzi¢, ze glownymi
mechanizmami aktywowanymi w obecnosci TBBPA sg zahamowanie pobierania
endogennego glutaminianu przy jednoczesnym wzros$cie jego uwalniania z zakonczen
nerwowych, co moze prowadzi¢ do nagromadzania glutaminianu w Szczelinie synaptycznej.
Te procesy wydaja si¢ by¢ podstawa mechanizmu ekscytotoksycznosci indukowanej przez
TBBPA.

5.2.3. Ocena udziatu proceséw $mierci komédrkowej w hodowli CGC eksponowanej na
TBBPA

Zgodnie z wczesniej opublikowanymi danymi (Reistad i wsp., 2007; Wojtowicz i
wsp., 2014; Hendriks i wsp., 2014; Zieminska i wsp., 2015) wykazano, ze cytotoksycznosé
TBBPA jest zalezna od stezenia i znacznie, lecz niekompletnie hamowana przez uzycie
kombinacji antagonistow NMDAR i RyR (Ryc. 27) hamujacych wzrost [Ca®']i. Wyniki
poprzednich badan naszej pracowni pokazaty, ze oprocz cytotoksycznosci, w ktorej
posredniczy wzrost [Ca?']i w hodowli CGC traktowanej TBBPA, uruchamiane sa rowniez
dodatkowe mechanizmy, prawdopodobnie zwigzane ze stresem oksydacyjnym (Zieminska i
wsp., 2015). Wyniki tej rozprawy przedstawione w podrozdziale 4.3 potwierdzity i
uzupehity te informacje oraz pokazuja, ze zmiatacze wolnych rodnikow tj. GSH i BHA
majg silny potencjal neuroprotekcyjny. Poprzednio, Reistad i wsp. (2007) wykazali, ze
rowniez witamina E zapewnia czgsciowg ochron¢ przed cytotoksycznoscia TBBPA w
hodowlach CGC. Ponadto okazato sig, ze zmiatacze wolnych rodnikéw stosowane razem z
kombinacja antagonistow NMDAR 1 RyR zapewniajg prawie catlkowita neuroprotekcje
(Ryc. 27), co jest bardzo waznym, nowym doniesieniem. Dane te wskazujg, ze mechanizmy
zalezne oraz niezalezne od wapnia mogg wywotac stres oksydacyjny i ze oba te szlaki sg
zaangazowane w cytotoksyczno$¢ TBBPA.

Rozpatrujac mechanizmy wywotanej przez TBBPA $mierci komoérek w hodowli
CGC nalezy z jednej strony rozwazy¢ wyniki dotyczace zmian przezywalnosci komorek
wraz z danymi z literatury, a z drugiej strony wyniki eksperymentow badajacych zmiany w

ekspresji genéw po ekspozycji na TBBPA. W przeprowadzonych eksperymentach
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zastosowano takze specyficzne, fluorescencyjne markery $mierci komorek, ktore stanowig
istotne uzupelnienie wynikow uzyskanych w badaniach udziatlu poszczegélnych

mechanizmow $§mierci komorki w zaobserwowanej cytotoksycznosci.

Aby doktadniej omowi¢ wyniki badan zmian ekspresji ,,gendw $mierci” komoérek po
ekspozycji hodowli CGC na TBBPA, trzeba zwr6ci¢ uwage na bardzo zréznicowany
wzorzec zmian w ekspresji genow zaangazowanych w trzy gtowne drogi $mierci komoérek
nerwowych po podaniu TBBPA. Sze$¢ godzin po ekspozycji, ekspresja tylko dwoch genow,
Irgm (autofagia) i Tnfrs10b (pro-apoptoza), ulegta zmianie. Tnfrs10b (ang. Tumor necrosis
factor receptor superfamily 10b) moze nie tylko bra¢ udziat w przekazie sygnatu apoptozy,
ale takze uczestniczy¢ w procesach zapalnych, proliferacji, przezyciu i roéznicowaniu
komorki. Jak pokazano w tabeli 6, ekspresja 10 genow ulegta obnizeniu - wickszo$¢ z nich,
w tym App, Atg3, Mapk8, Pten i Snca uczestniczy w procesie autofagii, jeden (Commd4)
uczestniczy w procesie nekrozy, jeden (Abll) w procesie apoptozy (pro-apoptotyczny), dwa
(Atp6v1g2 i Tnf) sa zaangazowane w autofagi¢, apoptoze¢ i nekroze, i tylko jednemu (Xiap)
przypisuje si¢ efekt anty-apoptotyczny. Enzym podobny do ubikwityny - Atg3, oprocz
udzialu w autofagii, odgrywa rowniez role¢ w homeostazie mitochondrialnej (Liu 1 wsp.,
2016), a Mapk8 (aktywowana mitogenem kinaza biatkowa 8) wykazuje jeszcze szersze
spektrum aktywnos$ci. Mapk8, podobna jest do innych biatek tej rodziny, dziata jako punkt
integracji wielu sygnaléw biochemicznych 1 jest zaangazowana w rdznorodne procesy
komorkowe, takie jak proliferacja, roznicowanie, migracja, transformacja i $mier¢ komorek
(Chen i wsp., 2014).

Podobng heterogenno$¢ 1 ztozono$¢ mozna zaobserwowac analizujac liste genow ze
zmianami ekspresji 24 godziny po ekspozycji na TBBPA. Sposréd wszystkich tych genow
tylko Casp6 koduje biatko zaangazowane wyltacznie w kaskadg aktywacji kaspaz
odpowiedzialnych za rozpoczgcie procesu apoptozy. Inne biatka maja szerokie spektrum
aktywnosci. Fas nie tylko uczestniczy w tworzeniu kompleksu sygnatowego wywotlujacego
$mier¢ komorki (DISC) i w aktywacji proteolitycznej kaspazy 8, ale takze uczestniczy w
przekazie sygnatu generowanego przez czynnik nekrozy nowotworéw. Chociaz dokladna
funkcja huntingtyny (Htt) nie jest znana, wydaje si¢ ona odgrywaé¢ wazng rolg w procesie
autofagii 1 apoptozy (Rigamonti i wsp., 2000). Biatko to reguluje ekspresjc BDNF
(Czynnika Neurotroficznego Pochodzenia Mozgowego — ang. Brain Derived Neurotrophic

Factor) 1 jest zwigzane z pecherzykami 1 mikrotubulami. Prawdopodobnie odgrywa ono
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rowniez role w zakotwiczaniu cytoszkieletu i transporcie mitochondriow (Velier 1 wsp.,
1998). Oprocz regulacji procesu autofagii, Irgm (ang. Immunity-related GTPase family M
protein) moze regulowac¢ produkcje prozapalnych cytokin i odgrywac role w adhezji i
motoryce makrofagow (Ge 1 wsp., 2014). Wydaje si¢, ze W proapoptotycznym dziataniu
Tp53 (komoérkowego antygenu nowotworowego p53) posredniczy albo w pobudzeniu
ekspresji BAX i antygenu FAS, albo w obnizeniu ekspresji Bcl-2. Tp53 dziata rowniez jako
czynnik hamujacy rozwdj nowotworow w wielu typach nowotwordw i jest zaangazowany w
regulacje cyklu komorkowego jako trans-aktywator, ktéry negatywnie reguluje podziat
komorek poprzez kontrolowanie zestawu genéw wymaganych w tym procesie. Jednym z
genow aktywowanych przez gen TpS53 jest inhibitor kinaz zaleznych od cykliny (Shaw,
1996). Wielofunkcyjny Birc3 (ang. baculoviral 1AP repeat-containing protein 3) nie tylko
reguluje kaspaze i1 proces apoptozy, ale takze moduluje sygnalizacj¢ stanu zapalnego 1
odpornos¢, sygnalizacje kinaz aktywowanych mitogenami i proliferacje komorek, a takze
inwazyjno$¢ i przerzuty komorek nowotworowych (Saleem i wsp., 2013).

Aby lepiej zrozumie¢ funkcje molekularne i procesy biologiczne genow
regulowanych po ekspozycji hodowli CGC na TBBPA, przeprowadzono analize sieci
interakcji STRING (ang. Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes, http://string-
db.org). Jest to baza danych znanych i przewidywanych interakcji biatkowych, w tym
bezposrednich (fizycznych) 1 posrednich (funkcjonalnych) skojarzen. Analiza wykazala
obecno$¢ interakcji nie tylko migdzy Bir3 1 Casp6, ktére zostaly szczegdtowo opisane
(Wang i wsp., 2012), ale takze migdzy biatkami Htt 1 Tp53 (Basu i wsp., 2013). Wydaje sig,
ze zlozony wzorzec zmian w ekspresji genow zaangazowanych w omawiane trzy gtowne
sciezki zaprogramowanej $mierci komorkowej moze czgSciowo wynika¢ ze znanego
zjawiska wzajemnego oddziatywania tych $ciezek sygnalowych (Nikoletopoulou i wsp.,
2013) oraz z réznorodno$ci miejsc oddzialywania TBBPA z neuroprzekaznikami w
neuronach, prowadzacego do indukcji wielu réznych $ciezek sygnatowych (Hendriks i wsp.,
2012).

W swietle wynikow przedstawionych na rycinach 28 i 29 oraz informacji z literatury,
rola sporadycznej nekrotycznej $mierci w mechanizmie uszkodzenia i $mierci neuronéw po
podaniu TBBPA wydaje si¢ niezaprzeczalna. Obserwowali§my rosnaca liczbe komorek
hodowli CGC fluoryzujacych na kolor czerwony przez homodimer-1 etydyny (Ryc. 29,

prawy panel), co wskazuje na utrate integralno$ci blony komorkowej, a takze zmniejszong
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liczbe zywych komorek zabarwionych fluorescencyjnie na zielono przez kalceing (Ryc. 29,
lewy panel). Wyniki te sa zgodne z doniesieniami méwigcymi o uwalnianiu dehydrogenazy
mleczanowej do podloza hodowlanego z neurondw hipokampa 1 kory moézgu
eksponowanych na TBBPA, co wskazuje na utrate integralnosci blony komorkowe;,
prowadzacg do uwolnienia prozapalnych tresci koméorkowych (Wojtowicz i wsp., 2014;
Szychowski 1 Wojtowicz, 2016). TBBPA wywoluje w neuronach przetadowanie wapniem,
zwicksza produkcje ROS oraz powoduje deenergizacje mitochondriow w hodowlach CGC
(Ryc. 8-11, 14). Sa to zjawiska zwigzane z nekrotyczng Smiercig komorek (Duprez i wsp.,
2009). Prawdopodobienstwo wystapienia nekrozy w komoérce wzrasta przy niskim poziomie
ATP (Eguchi i wsp., 1997). W literaturze nie znalaztem danych na temat wptywu TBBPA
na zawartos¢ ATP w neuronach, a dostepne informacje dotycza jedynie obwodowych
komorek NK (z ang. natural killers) i izolowanych hepatocytow szczurdéw, ktore wskazuja
na zmniejszenie zawartoSci ATP w komorkach eksponowanych na TBBPA (Nakagawa
wsp., 2007; Kibakaya i wsp., 2009). Sadze¢, ze wywolana przez TBBPA deenergizacja
dotyczy takze hodowli CGC. Natomiast brak danych mogacych §wiadczy¢, ze zjawisko
wtornej nekrozy wynikajace z rozpadu cial apoptotycznych, ktore bywa obserwowane w
hodowlach in vitro (Ando i wsp., 2001), ma istotny wptyw na ocen¢ roli nekrozy w
wywolanej przez TBBPA $mierci hodowli CGC.

Kwestig odrebng od udziatu sporadycznej nekrozy w neurotoksyczno$ci wywotanej
przez TBBPA jest udzial programowanej nekrozy. Proces ten jest niezaleznym od kaspazy
programowanym szlakiem $mierci komorki (Nikoletopoulou i w., 2013). To zagadnienie
zostato rozwazone, poniewaz poczatkowo kwestionowano role kaspaz w wywolanej przez
TBBPA $mierci neurondéw (Reistad i wsp., 2007). Jednak wyniki przedstawione w tej
rozprawie pokazaty jedynie obnizenie ekspresji dwoch nekrotycznych gendéw w czasie 6
godz. po ekspozycji hodowli na TBBPA, a przede wszystkim brak zmian w ekspresji innych
gendow zwigzanych z zaprogramowang nekrozg (Tabela 7). Pozwala to na stwierdzenie, ze
TBBPA nie aktywuje regulowanej, zaprogramowanej nekrozy neuronalnej. Ponadto badania
innych grup pokazuja aktywacj¢ kaspaz w neuronach eksponowanych na TBBPA
(Ogunbayo i wsp., 2008; Al-Mousa i Michelangeli, 2012; Szychowski i Wojtowicz, 2016),
Cco jest zgodne z opisang w niniejszej rozprawie obserwacja wzrostu ekspresji genu Casp6
24 godz. po ekspozycji hodowli na TBBPA (Tabela 7).
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Wyniki przedstawione na Ryc. 28 i 29 pokazujg rowniez, ze hodowle CGC po
ekspozycji na TBBPA, jednoczesnie przedstawiaja obraz wskazujacy na rozwijanie sig
nekrozy (barwienie CA/ET), a takze obraz charakterystyczny dla komorek apoptotycznych
(barwienie PI) tj. spadek odsetka komodrek o normalnej morfologii jadra i zwickszona liczba
neuronow wykazujgcych zmiany w chromatynie jadrowej. Juz w dawniej prowadzonych
badaniach udziat apoptozy w mechanizmach $mierci neuronéw indukowanej przez TBBPA
wykazano w pierwotnych hodowlach CGC na podstawie fragmentacji DNA, kondensacji
chromatyny i charakterystycznego kurczenia komoérek nerwowych (Reistad i wsp., 2007).
Pozniejsze badania z uzyciem linii komoérek SH-SY5Y inkubowanych z TBBPA wykazaty
aktywacje kaspazy 3/7 1 dzialanie cytoprotekcyjne inhibitora kaspazy (Al-Mousa i
Michelangeli, 2012). Szychowski i Wojtowicz (2016) oraz Wojtowicz i wsp. (2014) z
wykorzystaniem hodowli pierwotnych neuronéw kory moézgowej i hipokampa wykazali, ze
oprécz indukowanego przez TBBPA uwalniania dehydrogenazy mleczanowej z komorek,
nastepuje rowniez aktywacja kaspazy 3 i powstawanie cialek apoptotycznych, co sugeruje
pojawienie si¢ mieszanego mechanizmu nekrotyczno-apoptotycznego w neurotoksycznos$ci
wywotanej TBBPA. Al-Mousa i Michelangeli (2012) wigzali indukcj¢ apoptozy przez
TBBPA z zaburzona homeostazg wapnia, depolaryzacja mitochondriow 1 uwalnianiem
cytochromu c, sugerujac aktywacje wewnetrznego (mitochondrialnego) szlaku apoptozy.
Czes¢ wynikow tej rozprawy jest zgodna z tg interpretacjg. Wykazana juz poprzednio rola
NMDAR w cytotoksycznosci TBBPA w hodowlach pierwotnych CGC (Reistad i wsp.
2007; Zieminska i wsp., 2015) wskazuje na udzial w tym zjawisku mechanizméw
ekscytotoksycznosci, o ktorych wiadomo, ze prowadza do $mierci komorek o charakterze
mieszanym, nekrotyczno-apoptotycznym. Nasze badania pokazaty (tabela 7), ze 3 godziny
po ekspozycji hodowli CGC na dziataniec TBBPA ekspresja genow proapoptotycznych
pozostata niezmieniona. Natomiast 6 godzin po podaniu TBBPA wykryto spadek ekspresji
antyapoptotycznego genu Xiap i wzrost ekspresji proapoptotycznego Tnfrsf10b, a po 24
godzinach nastgpity kolejne zmiany - nadekspresja proapoptotycznych genéw Casp6, Fas i
Tp53 (Tabela 2). Pomimo faktu, ze tym ostatnim zmianom towarzyszyta nadekspresja
antyapoptotycznego genu Birc3, te wyniki lacznie dostarczaja nowych danych, ktore
wskazuja, ze zmieniona ekspresja gendéw anty- | proapoptotycznych z przewaga tych
ostatnich, moze odgrywac rol¢ w mechanizmie neurotoksycznosci indukowanej TBBPA.

Autofagia to szlak kataboliczny stuzacy do degradacji i1 recyklingu bialek i organelli

komorkowych, dlatego zasadniczo odgrywa ona role sprzyjajaca przetrwaniu komorek.
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Jednakze uwaza si¢, ze w cigzkich warunkach, podczas urazu komoérek nerwowych,
autofagia moze by¢ albo fenomenem towarzyszacym $mierci komorki, albo moze nawet
przyczynia¢ si¢ do mechanizmow cytotoksycznosci (Duprez i wsp., 2009). Z drugiej strony,
uposledzone dziatanie procesu autofagii moze uczestniczy¢ w neurodegeneracji (Yin i in.,
2017). Zgodnie z moja wiedza, w literaturze nie ma informacji na temat wptywu TBBPA na
proces autofagii w komorkach nerwowych. Jak wykazano w niniejszym badaniu, po
ekspozycji hodowli CGC na TBBPA, stosunek liczby gendéw zwigzanych z autofagia 0
obnizonej ekspresji do liczby genow z podwyzszong ekspresjg po 3 godzinach wynosit 1:0,
po 6 godzinach 6:1 a dopiero po 24 godzinach stosunek ten osiggnat warto$¢ 2:2 (Tabela 7).
Wyniki te odzwierciedlajg zaburzenie regulacji ekspresji genéw zaangazowanych w
autofagie z przewaga obnizenia ekspresji genow 3 i 6 godzinach po ekspozycji hodowli
CGC na TBBPA. Istnieja doniesienia, ze zaburzony proces autofagii jest szkodliwy dla
neuronéw w hodowli w réznych warunkach patologicznych, w tym in vivo w mézgu po
urazie i udarze niedokrwiennym (Yin i wsp., 2017). Nalezy jednak zauwazy¢, ze w wyniku
ekspozycji na TBBPA w CGC zmienita si¢ ekspresja tylko niewielkiej czesci genow
zwigzanych z autofagia, podczas gdy catkowita liczba tych genow badanych w matrycy RT2
Profiler PCR wynosita 23. Dlatego tez konieczne byly dalsze badania w celu ustalenia, czy
poczatkowe zahamowanie ekspresji niektorych gendéw zaangazowanych w autofagie w
hodowlach CGC inkubowanych z TBBPA znajduje odbicie w dynamice tego procesu i czy
mozna uzna¢ je za mechanizm ochronny, czy tez jest to raczej uczestnictwo w procesach

neurodegeneracji (Fink i Cookson, 2005; Yin i wsp., 2017).

Do uzupelnienia wyzej omowionych wynikéw otrzymanych metodag RT-qPCR, i
powigzania ich z rzeczywista dynamika badanych mechanizmoéw $mierci neuronow
przeprowadzono eksperymenty z uzyciem komercyjnie dostgpnych zestawow do
fluorescencyjnego oznaczania apoptozy/nekrozy oraz autofagii. Hodowle CGC, ktore
poddano ekspozycji na TBBPA byty réwniez badane po 3, 6 i 24 godzinach, w celu
tatwiejszego porownania z wynikami przedstawiajgcymi zmiany ekspresji genéw. Uzyte
markery szlakéw $mierci komorkowe;j tj. aneksyna V, monodansylkadaweryna oraz jodek
propidyny z powodzeniem stosuje si¢ do oznaczania, odpowiednio, apoptozy (réwniez
wczesnych etapow tego procesu), autofagii (wakuole autofagosomalne) oraz nekrozy
nieprogramowane] (przerwanie integralnosci btony komorkowej). Porownujac dane

uzyskane w eksperymentach z uzyciem metody RT-gPCR z danymi otrzymanymi w analizie
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fluorescencji markeréw szlakow $mierci komorkowej w hodowlach CGC pod mikroskopem
konfokalnym, mozna zauwazy¢ zbiezno$¢ wynikéw. Po 3 i1 6 godzinach od ekspozycji
hodowli CGC na TBBPA zaobserwowano nieznaczny udzial apoptozy oraz autofagii w
$mierci komorek hodowli, co zgodne jest z danymi otrzymanymi metodg RT-qPCR, ktore
sumarycznie wykazuja obnizong ekspresje gendw odpowiedzialnych za te procesy $mierci
komorkowej. Natomiast 24 godziny po ekspozycji komorek hodowli na TBBPA widaé
wyrazny wzrost udzialu zar6wno proceséw apoptozy jak i autofagii, co roOwniez jest zgodne
z zaobserwowanymi wynikami badania zmian ekspresji genéw komorek hodowli CGC
eksponowanych na TBBPA. Jednak nadal wigkszos¢ (ok. 55%) martwych neuronow
stanowig komorki, ktore utracity integralno$¢ bton komoérkowych. Omoéwione powyzej
wyniki eksperymentow testujacych zmiany ekspresji gendw po ekspozycji hodowli CGC na
TBBPA wykazaty brak istotnego udzialu genéw nekrozy programowanej w $mierci
komorkowej (Tabela 7). Wydaje si¢ wige, ze zaobserwowana utrata integralnosci bton
komorek w znacznym procencie populacji neuronow (50-70%) wskazuje na nekrozg
nieregulowang. Nalezy jednak pamietac, ze te badania stuzg jedynie do oszacowania udziatu
trzech omawianych proceséw $mierci komodrkowej w zaobserwowanym obnizeniu
przezywalnosci komorek hodowli CGC po ekspozycji TBBPA. Do doktadniejszego
scharakteryzowania mechanizmu $mierci tych komorek potrzeba zlozonych i

ukierunkowanych badan.
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6. Podsumowanie i wnioski

|. Badanie powiazan przyczynowo — skutkowych miedzy wywolanym przez TBBPA

wzrostem [Ca®']; a stresem oksydacyjnym i depolaryzacia mitochondridéw.

Zaobserwowany wzrost [Ca®']i w neuronach (Ryc. 33) indukowany przez TBBPA
odgrywa role czynnika inicjujgcego inne mechanizmy dziatania cytotoksycznego: stres

oksydacyjny oraz dysfunkcje mitochondriow.

Rycina 33. Hipotetyczne mechanizmy ekscytotoksycznego dziatania TBBPA. [1] Wzrost [Ca®*]i za
posrednictwem NMDAR i dysfunkcjonalnych RyR. [2] Wzrost ROS, ktdry przyczynia si¢ do powstawania
stresu oksydacyjnego. [3] Spadek potencjalu blony mitochondrialnej, co skutkuje deenergizacja
mitochondriow. Nastepuje spadek poziomu ATP i zaburzenia pracy pompy sodowo-potasowej, co prowadzi
do odwrotnego transportu jonéw oraz glutaminianu przez transportery glutaminianowe (GT). [4]
Depolaryzacja btony komorkowej przez obecnos¢ TBBPA prowadzaca do aktywacji NMDAR, udziat
receptorow AMPA 1 kanatéw sodowych bramkowanych napigciem. [5] Aktywacja receptorow NMDA
spowodowana wzrostem st¢zenia glutaminianu w przestrzeni zewnatrzkomorkowej oraz [6] uwalnianie
glutaminianu z puli pgcherzykowej zakoficzen synaptycznych, przy jednoczesnym hamowaniu pobierania
zwrotnego glutaminianu przez obecnos¢ TBBPA. (ER - retikulum endoplazmatyczne, JK - jadro
komoérkowe, MT — mitochondria)

Wiyniki pokazaty zalezny od stezenia TBBPA wzrost [Ca?*]i, zwiekszenie produkcji ROS
(Ryc. 33,[2]), obnizenie zawartosci GSH i aktywnosci katalazy w komorkach oraz spadek
A¥Ym (Ryc. 33,[3]). Podanie kombinacji antagonistow NMDAR i RyR zapobiegato
wywotanemu przez TBBPA wzrostowi [Ca?']i. Zastosowanie zmiataczy wolnych rodnikéw
skutecznie zapobiegalo rozwojowi stresu oksydacyjnego. Podanie CsA, inhibitora MPTP nie

modyfikowato indukowanego przez TBBPA spadku A¥Ym. Kombinacja antagonistow
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NMDAR i RyR catkowicie zapobiegata zaréwno wzrostowi [Ca?']i jak i zwickszonej
produkcji ROS oraz obnizeniu A¥Ym indukowanym przez 10 uM TBBPA. Nizsza byta
skuteczno$¢ wptywu tych antagonistow na te parametry w komoérkach eksponowanych na 25
uM TBBPA.

Podsumowujac, testowana hipoteza robocza o roli indukowanego przez TBBPA wzrostu
[Ca?*]i jako podstawowego pierwotnego mechanizmu, uruchamiajacego dalsze elementy
cytotoksycznego dzialania tej substancji na neurony zOstata pozytywnie zweryfikowana. Przy
wysokim (25 uM) stezeniu TBBPA moze dotacza¢ si¢ dodatkowy mechanizm indukcji stresu
oksydacyjnego, niezalezny od wzrostu [Ca®']i. Potwierdzono takze wspotudziat NMDAR,

obok dysfunkcjonalnych RyR, w indukowanym przez TBBPA wzroscie [Ca®']i.

I1. Mechanizmy aktywacji NMDAR w neuronach eksponowanych na TBBPA

Badania bezposredniej interakcji TBBPA z NMDAR, uwzglednialy mozliwo$é
allosterycznego dziatania na aktywno$¢ kanatu i/lub wptyw na miejsca wigzace agonistow. W
eksperymentach specyficznego wigzania znakowanych agonistow ([*H]glutaminianu,
[*H]glicyny) i antagonisty ([*H]MK-801) NMDAR do frakcji bton izolowanych z kory mézgu
szczura, nie zaobserwowano wptywu TBBPA na wigzanie zadnego z tych ligandow, co
przemawia przeciw testowanej hipotezie.

Czynnikiem posrednio sprzyjajagcym aktywacji NMDAR w neuronach eksponowanych
na TBBPA i potegujacym jego aktywnos¢ moze by¢ pierwotna depolaryzacja neuronow.
Przeprowadzone badania z wykorzystaniem sondy wrazliwej na zmiany potencjatu
btonowego komorek w pierwotnych hodowlach CGC eksponowanych na TBBPA, pokazaty
po raz pierwszy zalezng od st¢zenia TBBPA depolaryzacje neurondéw. Dla identyfikacji
kanaléw jonowych, ktore mogly posredniczy¢ w depolaryzacji zastosowano antagonistow
jonotropowych receptorow dla glutaminianu: MK-801 dla zablokowania NMDAR, oraz
CNQX w celu zahamowania aktywnosci AMPAR. Ponadto uzyto TTX, inhibitora kanatow
sodowych bramkowanych napigciem. Badania pokazaty brak znamiennego statystycznie
wptywu podania CNQX lub TTX, oraz umiarkowane hamowanie depolaryzacji indukowanej
przez TBBPA w obecnosci MK-801. Te wyniki potwierdzilty aktywacje NMDAR. Dla
osiggnigcia maksymalnej inhibicji, konieczne bylo jednoczesne zastosowanie wszystkich
trzech antagonistow, cO wskazuje na wspotudziat zarowno NMDAR, jak i AMPAR, oraz
wrazliwych na TTX bramkowanych napigciem kanatow sodowych. Cho¢ nie dostarczyty one

bezposrednich dowodéw, ze aktywacja przez TBBPA wrazliwych na TTX kanalow
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sodowych, albo tez AMPAR, moze by¢ mechanizmem pierwotnym, inicjujagcym
depolaryzacje, t0 pokazaly nowy mechnizm sprzyjajacy aktywacji NMDAR. Natomiast
wspotudziat jonotropowych receptoréow dla glutaminianu typu AMPA, obok NMDAR, w
depolaryzacji CGC eksponowanych na TBBPA, wskazuje na rolg¢ endogennego glutaminianu
w mechanizmie obserwowanych zmian.

W hodowlach CGC eksponowanych na TBBPA endogenny glutaminian byt eliminowany
przez dodanie do srodowiska inkubacyjnego transaminazy glutaminianowo - pirogronianowej
i pirogronianu. Wyniki tego eksperymentu pokazaly, ze zaleznemu od stezenia TBBPA
zwiekszeniu pobierania “°Ca przez neurony zapobiega usuniecie endogennego glutaminianu
ze srodowiska zewnatrzkomorkowego. Potwierdzito to po raz pierwszy w sposob bezposredni
kluczowa rol¢ endogennego glutaminianu w aktywacji NMDARs (Ryc. 33,[5])

Natomiast wykorzystujac frakcje synaptosomow izolowanych z kory moézgu szczura,
przeprowadzono badanie wptywu TBBPA na pobieranie przez synaptosomy
[*H]glutaminianu, w poréwnaniu do efektu indukowanego przez inhibitora transporterow
glutaminianu, 100 uM PDC. Eksperymenty wykazalty —hamowanie pobierania
[*H]glutaminianu, zalezne od stezenia TBBPA (5 — 25 uM) lecz stabsze niz efekt 100 pM
PDC. Te wyniki, potwierdzity stusznos$¢ hipotezy o roli endogennego glutaminianu w
indukowanej przez TBBPA aktywacji NMDAR. Zaburzenia transportu i kompartmentacji
glutaminianu mogg prowadzi¢ do przelania si¢ tego neuroprzekaznika ze szczeliny
synaptycznej i pobudzenia pozasynaptycznych NMDAR (Ryc. 33). Zbadano wiec wptyw
memantyny,  preferencyjnego  antagonisty  receptorow ~ NMDA  zlokalizowanych
pozasynaptycznie, na depolaryzacje¢ CGC eksponowanych na TBBPA. Badanie to pokazato
silny efekt hamujagcy memantyny, co moze wskazywac na znaczny udzial pozasynaptycznych
NMDAR w mechanizmie zaburzen indukowanych przez TBBPA w hodowlach pierwotnych

Neuronow.

I11. Mechanizmy $mierci komorkowej indukowanej przez ekspozycije hodowli neuronéw na
TBBPA
Wyniki badan przezywalnosci hodowli CGC po 24 godzinach od 30-minutowej

ekspozycji na TBBPA z wykorzystaniem barwnika Pl, wykazaly zalezne od stezenia
zmniejszenie liczby Zzywych neurondéw, ktéra po podaniu 10 i 25 uM TBBPA spadata do ok.
35%. Wyniki tych eksperymentow ujawnity rowniez znaczacg, lecz nie pelng, cytoprotekcje

po zastosowaniu kombinacji samych antagonistow NMDAR i RyR lub zmiataczy wolnych
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rodnikow (wzrost przezywalnosci do 70-75%). Natomiast zastosowanie kombinacji tych
antagonistow ze zmiataczami wolnych rodnikow znacznie podwyzszylo efekt cytoprotekcji
do 82-90%. Przeprowadzono rowniez eksperymenty, w ktorych za pomoca dwoch metod
barwienia (PI oraz CA/ET), zbadano dynamike ubytku liczby zywych neurondéw po
ekspozycje hodowli CGC na 25 uM TBBPA. Zaobserwowano, ze 30-minutowa ekspozycja
komoérek hodowli CGC na 25 uM TBBPA, spowodowata stopniowe, zalezne od uptywu
czasu (po 1,5, 3, 6, 12, 24 godzinach) zmniejszenie przezywalnosci neuronow. Wyniki
nieznacznie roznity si¢ w zaleznos$ci od uzytej metody barwienia, a procent zywych komoérek
hodowli analizowanych po 3, 6 i 24 godzinach po ekspozycji na TBBPA s$rednio wynosit
odpowiednio ok. 70%, 58% 1 35%. Biorac pod uwagg wszystkie obserwacje mozna
stwierdzi¢, ze indukowany przez TBBPA wzrost [Ca®']; wraz ze stresem oksydacyjnym sg
kluczowymi czynnikami aktywujacymi mechanizmy $mierci neurondéw eksponowane na
TBBPA.

Poniewaz wptyw TBBPA na zmiany ekspresji genéw $mierci komoérkowej w hodowlach
CGC nie byt dotychczas badany, przeprowadzono dos§wiadczenia z wykorzystaniem techniki
RT-gPCR, ktéra umozliwita oszacowanie dynamiki zmian ekspresji genéw zwigzanych z
apoptoza, nekrozg oraz autofagia w hodowlach CGC po 3, 6 i 24 godzinach od 30-minutowej
ekspozycji na 25 uM TBBPA. Po 3 godzinach od ekspozycji hodowli CGC na TBBPA
zaobserwowano jedynie obnizenie ekspresji tylko jednego genu, pro-apoptotycznego
zwigzanego rowniez z autofagig. Bardziej wyrazne byly zmiany obserwowane po 6
godzinach. Woéwczas zmianom ekspresji uleglto 12 z badanych gendéw; zaobserwowatem
zwickszanie ekspresji 2 gendw oraz obnizenie ekspresji 10 genéw. Przedtuzenie inkubacji
komorek po ekspozycji na TBBPA do 24 godzin spowodowata nadekspresje pieciu genow, a
dwa z badanych gendéw ulegaty obnizeniu ekspresji. We wszystkich tych punktach czasowych
zmiany ekspresji dotyczyty gtownie genow autofagii a takze apoptozy — jedynie dwa z
badanych genow dotyczyty nekrozy 1 ulegatly one obnizeniu ekspresji. Wydaje si¢, ze ztozony
wzorzec zmian w ekspresji gendw zaangazowanych w te trzy gléwne Sciezki
zaprogramowanej $mierci komorkowej moze wynika¢ nie tyle ze znanego zjawiska
wzajemnego oddziatywania S$ciezek sygnatowych, lecz réwniez z rdéznorodnosci miejsc
interakcji TBBPA z neuronami, prowadzac do aktywacji wielu roéznych szlakow
sygnatowych.

W celu uzupelnienia wynikdw otrzymanych metodga RT-qPCR przeprowadzono

eksperymenty z uzyciem komercyjnie dostepnych zestawdéw do oznaczania apoptozy/nekrozy
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oraz autofagii. Hodowle CGC, ktore poddano ekspozycji na TBBPA badano po 3, 6 i 24
godzinach. W 3 i 6 godzinie po ekspozycji zaobserwowano zdecydowang przewage nekrozy i
tylko nieznaczny udziat apoptozy oraz autofagii w $mierci komorek hodowli, co jest zgodne z
wynikami otrzymanymi metodag RT-gPCR. Wyrazny wzrost udzialu zar6wno procesow
apoptozy jak i autofagii zaobserwowano natomiast 24 godziny po ekspozycji hodowli CGC
na TBBPA, co rowniez jest zgodne z wynikami otrzymanymi technika RT-gPCR. W
badaniach zmian ekspresji gendéw nie zaobserwowano istotnego udzialu genoéw nekrozy
programowanej w $mierci komoérkowej, podczas gdy w badaniach z uzyciem markerow
fluorescencyjnych wykazano, ze najwickszg czes$¢ — ok. 52% — martwych neurondéw stanowig
komorki, ktore utracily integralno§¢ bton komoérkowych, co wskazuje, ze $§mieré¢ neuronow

zachodzi droga nekrozy nieregulowanej.

WNIOSKI SZCZEGOLOWE

I.  Indukowany przez TBBPA wzrost [Ca®*]; jest podstawowym pierwotnym mechanizmem
uruchamiajgcym stres oksydacyjny i depolaryzacje mitochondriow, bedace dalszymi
elementami cytotoksycznego dzialania tej substancji na neurony.

Pod wptywem 25 uM TBBPA prawdopodobnie pojawia si¢ dodatkowy mechanizm

indukcji stresu oksydacyjnego, niezalezny od wzrostu [Ca?*]i.

Il.  Aktywacja NMDAR w hodowlach pierwotnych CGC eksponowanych na TBBPA nie jest
wynikiem bezposredniej interakcji TBBPA z tymi receptorami, ani tez wykazanej po raz
pierwszy depolaryzacji neuronow, ktora wydaje si¢ by¢ wylacznie efektem wtornym.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze w tych warunkach doswiadczalnych do aktywacji
NMDAR dochodzi w  wyniku zalegania  glutaminianu w  przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, w czym posredniczy uwalnianie go z zakonczen presynaptycznych

i zahamowanie pobierania zwrotnego.

I11. Ostra ekspozycja hodowli pierwotnych CGC na TBBPA indukuje cytotoksyczno$é, w
ktorej posrednicza zaréwno niekontrolowany wzrost [Ca®']i jak i stres oksydacyjny.
Zwiazek przyczynowy migdzy tymi mechanizmami zalezy od stezenia TBBPA (patrz
whniosek I).

Po ekspozycji CGC na TBBPA dochodzi do ztozonych zmian ekspresji gendéw

zaangazowanych w programowang $mier¢ komoérek: po poczatkowym obnizeniu
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ekspresji genow zwigzanych z apoptoza i autofagia, po 24 godz. nastepuje jej wzrost,
natomiast nie stwierdzono zmian ekspresji genéw programowanej nekrozy.

Obrazowi zmian w ekspresji gendéw odpowiada dynamika zmian w markerach
nieprogramowanej nekrozy, apoptozy i autofagii. Poczatkowo przewazajacy udzial w
$mierci neuronéw ma nieregulowana nekroza, po 24 godz. réwnie istotna staje si¢ $§mierc¢

programowana, gldwnie z udzialem apoptozy, a w mniejszym stopniu autofagii.

WNIOSEK OGOLNY

Wyniki badan przedstawione w tej rozprawie wskazuja, ze podstawowym mechanizmem
ostrych zmian cytotoksycznych wywotanych przez ekspozycja hodowli pierwotnych CGC
na TBBPA jest ekscytotoksyczno$é. Elementami tego ztozonego i zapgtlonego mechanizmu
sa nadmierne gromadzenie si¢ glutaminianu w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, aktywacja
receptordw jonotropowych dla glutaminianu, depolaryzacja komoérek, wzrost [Ca®'];, stres
oksydacyjny i deenergizacja mitochondriow, oraz indukcja zaré6wno nekrozy jak i

programowanej $mierci komorki.
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