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Wykaz skrotow

WYKAZ SKROTOW
[Ca®*]; stezenie wapnia wewnatrzkomorkowego
Actb B-aktyna
AD choroba Alzheimera (ang. Alzheimer's disease)
ALS stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral sclerosis)
AMPA kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izooksazolopropionowy
AMPAR receptory AMPA
ANOVA analiza wariancji (ang. Analysis OF VAriance)
APS5 selektywny antagonista receptora NMDA
(ang. D-2-amino-5-phosphonopentanoic acid)
AQP akwaporyna
ARE element odpowiedzi antyoksydacyjnej jadrowego DNA
(ang. antioxidant response element)
Asp asparaginian
ATP adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)
BBB bariera krew-mozg (ang. blood-brain barrier)
BCA kwas bicinchoninowy (ang. bicinchoninic acid)
BDNF neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego
(ang. brain-derived neurotrophic factor)
BSA albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumine)
CaMKIlI zalezna od Ca®* i kalmoduliny kinaza biatkowa II
cAMP cykliczny 3°,5° adenozynomonofosforan (ang. cyclic Adenosine MonoPhosphate)
Cdk kinaza zalezna od cyklin
cDNA komplementarny DNA (ang. complementary DNA)
CNQX antagonista receptorow AMPA (ang. 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione)
cpm liczba zliczen sygnatu na minutg (ang. counts per minute)
CREB biatko wigzace si¢ z elementem odpowiedzi na CAMP
(ang. cAMP-response element binding protein)
CTD wewnatrzkomérkowa domena C-koncowa receptora NMDA
(ang. C-terminal domain).
dBcAMP dwumaslan cyklicznego 3°,5° adenozynomonofosforanu
(ang. diButyryl cyclic Adenosine MonoPhosphate)
DEPC dietylopiroweglan
DL-TBOA inhibitor transporteréw Glu (ang. DL-threo-beta-Benzyloxyaspartate)
DMEM pozywka do hodowli komérkowych (ang. Dulbecco’s modified Eagle medium)
DMSO dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)
DNA kwas deoksyrybonukleinowy
EAAT transporter aminokwasow pobudzajacych (ang. excitatory amino acid transporter)
EAST/SeSAME rzadki autosomalny zespot recesywny wywotany mutacjami w Kcnj10 (ang. Epilepsy, Ataxia,
Sensorineural deafness and Tubulopathy)
EDTA kwas wersenowy; kwas etylenodiaminotetraoctowy
(ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
EpRE element odpowiedzi elektrofilowej (ang. electrophile response element)
ER siateczka $rodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)
FBS ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)
FOXO podgrupa czynnikow transkrypcyjnych rodziny Forkhead (ang. forkhead box O)
GABA kwas y-aminomastowy
GAPDH dehydrogenaza fosforanu aldehydu glicerynowego
(ang. glyceraldehyde 3-phospho dehydrogenase)
GDNF czynnik neurotroficzny pochodzenia glejowego
(ang. glia-derived neurotrophic factor)
GFAP kwasne biatko wtdkienkowe gleju (ang. glial fibrillary acidic protein)
GGC cykl glutaminian/glutamina (ang. glutamate-glutamine cycle)
GJ potaczenia szczelinowe (ang. gap junction)
GLAST transporter glutaminowo-asparaginowy
Gln glutamina
GLT-1 transporter glutaminianowy 1
Glu glutaminian
Gly glicyna
GS syntetaza glutaminy (ang. glutamine synthetase)
GSH glutation
HD choroba Huntingtona (ang. Huntington's disease)
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Hoechst sonda fluoroscencyjna do barwienia jader komérkowych
HP struktura spinki do wtosow (ang. hairpin loops)
HRP peroksydaza chrzanowa (ang. horseraddish peroxidase)
iGIuR jonotropowe receptory glutaminianu
IL-1B interleukina 13
IMDiK Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
IP3R receptor trisfosforanu inozytolu
KA kwas kainowy
KAR receptory kainianowe
Keapl biatko regulujace Nrf2 (ang. Kelch-like ECH associated protein 1)
Kir dokomorkowy prostowniczy kanat potasowy
(ang. inwardly rectifying potassium channels)
Km stala Michaelisa
KYNA kwas kynureninowy (ang. kynurenic acid)
LBD domena receptora NMDA wigzaca ligand (ang. ligand-binding domain),
LC-MS technika analityczna wykorzystujgca potaczenie spektrometrii mas z chromatografia cieczowsa
(ang. Liquid Chromatography — Mass Spectrometry)
MCAo0 trwala niedrozno$¢ tetnicy srodkowej mézgu
(ang. permanent middle cerebral artery occlusion)
mGIuR metabotropowe receptory glutaminianu
MK801 dizocylpina; antagonista receptora NMDA blokujacy jego kanat
(ang. 5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo(a,d)cycloheptan-5,10-imine maleate)
MMTS metylotiometylosulfotlenek metylu (ang. methanethiosulfonate)
MS Spektrometria Mas
MRNA matrycowy RNA (ang. messenger RNA)
MTT bromek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu
(ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium)
NADPH fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, forma zredukowana
NF200 neurofilament ci¢zki o masie molekularnej 200 kDa
(ang. 200 kDa neurofilament protein)
NGF czynnik wzrostu nerwow (ang. nerve growth factor)
NGS surowica kozia (ang. normal goat serum)
NMDA kwas N-metylo-D-asparaginowy
NMDAR receptor NMDA
NMO zapalenie nerwu wzrokowego i rdzenia kr¢gowego (ang. Neuromyelitis Optica)
NPA motyw asparagina-prolina-alanina
Nrf2 jadrowy czynnik (pochodzenia erytroidalnego) typu 2
NTD zewnatrzkomorkowa domena N-koncowa receptora NMDA (ang. N-terminal domain)
o/n przez noc (ang. over night)
OAP ortogonalne uktady czastek (ang. orthogonal arrays of particles)
oD gestos¢ optyczna (ang. optical density)
OUN osrodkowy uktad nerwowy
PAG fosfozalezna glutaminaza (ang. phosphate activated glutaminase)
PAN Polska Akademia Nauk
PBS roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym (ang. phosphate buffered saline)
PCR reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
PD choroba Parkinsona (ang. Parkinson's disease)
PDK1 kinaza 1 zalezna od fosfatydyloinozytolu
PI3K kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
PIP, fosfatydyloinozytolo-4,5-bifosforan
(ang. phosphatidylinositol 4,5-biphosphate)
PIP; fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforan
PKA kinaza biatkowa A
PKB kinaza biatkowa B
PKC kinaza biatkowa C
PLC fosfolipaza C
QUIN kwas chinolinowy, agonista NMDAR (ang. quinolinic acid)
RIPA bufor lizujacy komérki (ang. radio-immunoprecipitation assay)
RMP blonowy potencjat spoczynkowy (ang. resting membrane potential)
RNA kwas rybonukleinowy
ROI obszar wybrany do liczenia zmian st¢zenia wapnia wewnatrzkomorkowego
(ang. region of interest)
RT temperatura pokojowa (ang. room temperature)
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Real-Time PCR
SCA

SD

SDS
SDS-PAGE

SERCA

SFK
SiRNA
TBS-T

TCEP
TEMED
TFA
TLE
™
TMD

TNF-a
TTX
Vmax
WB

PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR)

ataksja rdzeniowo-moézdzkowa (ang. spinocerebellar ataxia)
odchylenie standardowe (ang. standard deviation)
dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulphate)
elektroforeza na zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
(ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis)
zalezne od ATP kanaly wapniowe w siateczce Srodplazmatycznej
(ang. sarco/endoplasmic reticulum Ca?* ATPase)

kinazy z rodziny Src

mate interferujace RNA (ang. small interfering RNA)
buforowany roztwor soli TRIS, z dodatkiem Tween-20

(ang. tris-buffered saline with Tween-20)
tris(2-karboksyetylo)fosfina (ang. tris(2-carboxyethyl)phosphine)
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

kwas trifluorooctowy

padaczka skroniowa (ang. temporal lobe epilepsy)

transbtonowa domena transportera dla glutaminianu
transbtonowa domena receptora NMDA tworzaca kanat

(ang. transmembrane domain)

czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)
tetradotoksyna (ang. tetradotoxin)

szybkos¢ maksymalna wychwytu

Western blot



Streszczenie

I. STRESZCZENIE

Receptor N-metylo-p-asparaginowy (NMDAR), podtyp jonotropowego receptora dla
glutaminianu (Glu), odgrywa kluczowa role w fizjologii i1 patologii osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN). Przez dlugi czas badania roli NMDAR w OUN dotyczyly wylacznie receptoréw
zlokalizowanych w neuronach. W ostatnich latach udowodniono obecnos¢ NMDAR w astrocytach,
jednakze ich rola w metabolizmie i funkcji tych komorek jest stabo poznana. Pobudzenie
astrocytarnego NMDAR generuje prady jonowe i prowadzi do akumulacji Ca?* wewnatrz astrocytow,
co moze zachodzi¢ w sposéb kanoniczny, jonotropowy, tzn. poprzez naptyw zewnatrzkomoérkowego

Ca?" i/lub pochodzié¢ ze zrodel wewnatrzkomérkowych, na drodze mechanizmu metabotropowego.

Role astrocytarnego NMDAR w fizjologii i patologii mézgu zaczeto poznawac dopiero od
bardzo niedawna. Badania na szczurzych hodowlach mieszanych astrocytarno-neuronalnych
wykazaty, ze aktywacja astrocytarnego NMDAR wywotuje efekt neuroprotekcyjny, stymulujac
synteze 1 uwalnianie przeciwutleniajacych prekursoréw glutationu (GSH) z astrocytéw do neurondéw
poprzez wewnatrzkomorkowy szlak sygnalizacyjny NMDAR-Cdk5-Nrf2. Istnieje niewiele danych
literaturowych, w ktérych analizowano odpowiedzi NMDAR w astrocytach na bodzce patogenne.
Dotychczas wykazano, ze astrocytarne NMDAR posrednicza w zwigkszonym wydzielaniu cytokin
prozapalnych w komorkach poddanych stymulacji zapalnej, promuja wydzielanie B-NGF w
hipokampie po traktowaniu amyloidem B 1-40 i przyczyniaja sic do zwigkszenia stgzenia Ca®" w
astrocytach poddanych dlugotrwatej ekspozycji na amoniak. Ponadto, badania przeprowadzone
wczesniej w Zaktadzie Neurotoksykologii IMDIK PAN wykazaly, ze dlugotrwata stymulacja
NMDAR w hodowanych astrocytach szczurzych obniza ekspresj¢ Kir4.1, dokomorkowego
prostowniczego kanatu potasowego swoistego dla astrocytow, co wskazuje na zaangazowanie
astrocytarnego NMDAR w stanach patologicznych mozgu zwigzanych z zaburzeniami homeostazy
jonéw.

Bazujac na tym ostatnim doniesieniu, postawili$my hipotezg, ze dlugotrwata stymulacja
astrocytarnego NMDAR moze rowniez indukowa¢ zmiany w ekspresji innych biatek astrocytarnych,

krytycznych dla utrzymania homeostatycznych funkcji astrocytow w OUN.

Gléownym celem rozprawy bylo zbadanie wptywu dilugotrwatego pobudzenia NMDAR w
hodowanych astrocytow mysich na ekspresj¢ syntetazy glutaminy (GS), akwaporyny 4 (AQP4)
I Kird.1. Autentyczno$¢ interakcji NMDA z NMDAR, zweryfikowano badajac efekt NMDA w
hodowlach astrocytow z wyciszong podjednostka GluN1 NMDAR, ktora jest niezbedna do potaczenia
innych podjednostek NMDAR i utworzenia funkcjonalnego kanatu receptora. Ponadto zmierzono
aktywnos$¢ GS w astrocytach eksponowanych na NMDA, aby oceni¢, czy zmiany w ekspresji tego

biatka skutkuja jego zmieniong funkcja. Aby oceni¢, czy mamy do czynienia z mechanizmem
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jonotropowym, traktowanie NMDA przeprowadzano w obecnosci i pod nieobecno$¢ Ca?* w pozywce
hodowlanej. W celu sprawdzenia, czy efekty NMDAR sg wybiorcze dla badanych biatek
astrocytarnych, czy moze dotycza wszystkich bialek swoistych dla tych komorek, zbadano wptyw
traktowania NMDA na astrocytarne transportery Glu: GLAST i GLT-1. Badania nad efektami
dlugotrwatymi  poprzedzono analiza wpltywu krétkotrwatego pobudzenia NMDAR na

wewnatrzkomorkowy przeplyw wapnia.

Krotkotrwate traktowanie NMDA wywotywalo wzrost stezenia Ca?* wewnatrzkomoérkowego
w astrocytach w sposob angazujacy interakcje NMDA z NMDAR, bowiem odpowiedZ byta
blokowana przez bloker kanatu receptora, MK801, a ponadto nie wystapita w komorkach z wyciszong
podjednostkg GluN1 NMDAR. Po raz pierwszy wykazalismy, ze NMDA powoduje wzrost wigzania
[®H]-MKS801 w hodowanych astrocytach, a wigc efekt, ktory moze mieé¢ miejsce tylko wowczas, gdy
receptor zostal uprzednio zaktywowany. Przeprowadzona analiza immunocytochemiczna ujawnita
btonowa lokalizacje podjednostki GluN1 NMDAR w astrocytach. Dodatkowo uzycie specyficznego
siRNA dla podjednostki GluN1 NMDAR potwierdzito swoisto$¢ uzyskanego wyniku. Ekspresje
podjednostki GluN1 NMDAR na poziomie biatka wykazata takze przeprowadzona analiza metoda
Western-blot.

Dlugotrwata ekspozycja astrocytow na NMDA obnizyta ekspresj¢ trzech specyficznych dla
astrocytow biatek - GS, AQP4 oraz Kir4.1. Co wigcej, wykazano, ze obnizenie ekspresji GS przektada
si¢ na zahamowanie aktywnosci tego enzymu. Zniesienie zmian wywotanych przez NMDA poprzez
wyciszenie podjednostki GluN1 NMDAR pozytywnie zweryfikowalo specyficzne oddziatywanie
NMDA z NMDAR. Obnizona ekspresja GS, AQP4 i Kir4.1 zalezata od obecnosci Ca?" w pozywce
hodowlanej, co wskazuje, ze efekt ten zostal wywotany na drodze jonotropowej. Jednocze$nie
wykazano, ze regulacja przez NMDAR nie jest uniwersalna dla wszystkich bialek astrocytarnych;
traktowanie NMDA powodowato podwyzszenie ekspresji mRNA dla GLAST, nie wptywajac na
ekspresjg mRNA dla GLT-1, oraz znacznie obnizalo zdolnos¢ astrocytow do wychwytu
D-asparaginianu (niemetabolizowanego analogu Glu).

W sumie, w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze hodowane astrocyty mysie
posiadaja funkcjonalny NMDAR, ktérego pobudzenie indukuje zalezny od obecnosci wapnia
zewnatrzkomorkowego mechanizm przekazywania sygnatu do wnetrza komorki, w postaci naptywu
Ca?*. Fakt, ze dlugotrwata ekspozycja astrocytow in vitro na NMDA obnizata ekspresje trzech biatek
astrocytarnych, krytycznych w utrzymaniu homeostazy jonowej (Kird.1), wodnej (AQP4)
I zachowaniu rownowagi neuroprzekaznikéw (GS), dokumentuje udziat astrocytarnego NMDAR w
plastycznej odpowiedzi astrocytéw na sygnatl ekscytotoksyczny. W zaleznos$ci od charakteru i czasu
dziatania czynnika patogennego, indukowane przez NMDAR zmiany w funkcji astrocytow moga

miec¢ skutki neuroprotekcyjne badz neuropatogenne.
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1. ABSTRACT

The N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR), a subtype of the ionotropic glutamate (Glu)
receptor, plays a critical role in physiology and pathology of the central nervous system (CNS). For
a long time, the interpretation of the role of NMDAR in the CNS has almost exclusively accounted for
receptors located in neurons.

The role of astrocytic NMDAR in the brain physiology and pathology has only begun to be
understood. Recently, the presence of NMDAR in astrocytes has been proven, however their role in
the metabolism and function of these cells is poorly understood. The stimulation of astrocytic
NMDAR generates currents and leads to the accumulation of Ca* in astrocytes, which may occur by
a canonical, ionotropic manner, i.e. by the inflow of extracellular Ca?" and/or originate from
intracellular sources, via the metabotropic mechanism. Studies in rat astrocyte-neuronal co-cultures
have shown that activation of the astrocytic NMDAR induces a neuroprotective effect, stimulating the
synthesis and release of the antioxidant glutathione (GSH) precursors from astrocytes to neurons via
the intracellular NMDAR-Cdk5-Nrf2 signaling pathway. There are few literature data, in which
responses of NMDAR in astrocytes to pathogenic stimuli were analyzed. So far, astrocytic NMDAR
have been shown to mediate increased secretion of the proinflammatory cytokines in the cells
subjected to inflammatory stimulation, promote the secretion of B—NGF in the hippocampus after
treatment with amyloid B 1-40 and contribute to the increased Ca®* concentrations in astrocytes
subjected to the long-term exposure to ammonia. In addition, previous studies in the Department of
Neurotoxicology IMDIK PAN have shown that long-term stimulation of NMDAR in cultured rat
astrocytes downregulates the expression of the Kir4.1, an astroglia-specific inward rectifying
potassium channel, indicating the involvement of astrocytic NMDAR in brain pathological conditions
associated with disturbances of ion homeostasis.

Basing on this finding we hypothesized that the long-term, excessive stimulation of astrocytic
NMDAR may also induce alterations in the expression of other astrocytic proteins critical for
maintenance of homeostatic functions of astrocytes in the CNS.

The main aim of the dissertation was to examine the effect of long-term stimulation of
NMDAR in cultured mouse astrocytes on the expression of glutamine synthetase (GS), aquaporin-4
(AQP4) and Kird.1. The authenticity of the NMDA interaction with NMDAR was verified by
investigating the NMDA effect in astrocytes with silenced GIuN1 subunit of NMDAR. GIuN1 is
essential for the assembly of other NMDAR subunits and the formation of a functional NMDAR
channel. In addition, GS activity in NMDA-exposed astrocytes was measured to analyze whether
changes in the expression of this protein alter its function. To test whether the ionotropic mechanism
is involved in observed changes, the NMDA treatment was carried out in the presence and absence of

Ca?* in the incubation medium. To check whether NMDAR effects are selective for examined

8



Abstract

astrocytic proteins or whether they also affect other astrocytic specific proteins, the effect of NMDA
treatment on astrocytic Glu transporters: GLAST and GLT-1 was examined. The study of long-term
effects was preceded by the analysis of the effect of short-term NMDAR stimulation on intracellular
calcium flow.

The short-term treatment of NMDA caused an increase of intracellular Ca?* concentration in
astrocytes in a way involving NMDA interaction with NMDAR, because the response was blocked by
the receptor channel blocker, MK801, and it did not occur in cells with a silenced GIuN1 subunit. For
the first time, we have shown that NMDA causes an increase of [°H]-MKB801 binding in cultured
astrocytes, an effect that can only occur if the receptor has been preactivated. Immunocytochemical
analysis confirmed the presence of the GIuN1 subunit of NMDAR and revealed its membrane
localization in astrocytes, moreover use of specific sSIRNA for the GIuN1 subunit warranted the
specificity of the obtained result. Additionally, expression of the GIuN1 subunit at the protein level
was affirmed by Western blot analysis.

The long-term exposure of astrocytes to NMDA decreased the expression of three astroglia-
specific proteins - GS, AQP4 and Kir4.1. Moreover, downregulation of GS expression was translated
to the decreased enzyme activity. The abolition of the NMDA-induced changes by silencing the
GIuN1 subunit of NMDAR positively verified the dependence of the changes on specific interaction
of NMDA with NMDAR. The dependence of the decrease of GS, AQP4 and Kir4.1 content on the
presence of calcium in the incubation medium, indicated that this effect was induced by the ionotropic
mechanism. Moreover, it has been demonstrated that the mechanism of regulation by NMDAR differs
for astroglia-specific proteins; NMDA treatment increased expression of GLAST mRNA without
affecting the expression of GLT-1 mRNA, but significantly reduced the ability of astrocytes to
D-aspartate uptake (an unmetabolisable Glu analogue).

In summary, the results of this dissertation demonstrate that cultured mouse astrocytes possess
functional NMDAR, the stimulation of which induces an ionotropic mechanism of signal transduction
to the cell, in the form of an influx of Ca?". The fact that long-term exposure of astrocytes in vitro to
NMDA decreased the expression of three astrocytic proteins, critical in maintaining of ion (Kir4.1),
water (AQP4) homeostasis and the balance of neurotransmitters (GS), documented the participation of
astrocytic NMDAR in the response of astrocytes to the excitotoxic signal. Depending on the nature
and the duration of the pathogenic factor, NMDAR-induced changes in astrocyte function may be

either neuroprotective or neuropathogenic.



Innowacyjnos¢ rozprawy doktorskiej

111. INNOWACYJNOSC ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

1. Po raz pierwszy i jednoznacznie udokumentowano obecno$¢ funkcjonalnego NMDAR w

hodowanych astrocytach mysich.

2. Udowodniono, ze dtugotrwate pobudzenie NMDAR moduluje ekspresj¢ biatek astrocytarnych: GS,
AQP4 i Kird.1 w kierunku obnizenia ich udzialu w utrzymaniu homeostazy wodno-jonowej

i neuroprzekaznikowej w OUN.

3. Wykazano, iz skutki dtugotrwatego pobudzenia NMDAR w hodowanych astrocytach sa zalezne od
dostepno$ci wapnia zewnatrzkomoérkowego, a tym samym odzwierciedlajg jonotropowy charakter

dziatania receptora.
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IV. WSTEP

Obecnos¢ komoérek glejowych w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) udokumentowano
juz w potowie XIX wicku [Virchow 1858, Parpura i Verkhratsky, 2012]. Od chwili ich wykrycia do
catkiem niedawna uwazano, ze komorki te zapewniaja troficzne i strukturalne wsparcie dla neuronow,
nie uczestniczac bezposrednio w przekazywaniu sygnatow [Verkhratsky i Butt, 2013]. Dopiero od
mniej wiecej dwoch dekad uwaza sie, ze komoérki glejowe aktywnie wspotuczeStniczg w
neuroprzekaznictwie. Astrocyty, bedace typem komoérek glejowych, odgrywaja kluczowa role w
regulacji aktywnos$ci neuronow w mozgu. S3 usytuowane przestrzennie pomiedzy neuronami i
naczyniami krwionos$nymi. Tworzac trojdzielne synapsy w potaczeniu z presynaptycznymi i
postsynaptycznymi neuronami regulujag homeostaze jonowa i wodnag, a takze zapewniajg rOwnowage
metaboliczng  poprzez usuwanie gromadzacych si¢ podczas aktywno$ci neuronalnej
neuroprzekaznikow [pobudzajgcego - glutaminianu (Glu), hamujacego - kwasu y-aminomastowego
(GABA) i glicyny (Gly)] oraz wydzielaja rézne substancje neuroaktywne, w tym glioprzekazniki
[adenozyno-5'-trifosforan - ATP (ang. adenosine triphosphate), D-seryna], czynniki neurotroficzne
[czynnik wzrostu nerwéw — NGF (ang. nerve growth factor), neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego — BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor), czynnik neurotroficzny pochodzenia
glejowego — GDNF (ang. glia-derived neurotrophic factor)] i cytokiny [czynnik martwicy nowotworu
- TNF-a (ang. tumor necrosis factor) i interleukina 1B - IL-1f] [Araque i wsp., 1999, Parpura i Zorec,
2010, Devinsky i wsp., 2013]. W ciagu ostatnich 20 lat udokumentowano nowa rolg astrocytow jaka
jest przenoszenie i przechowywanie informacji w moézgu. Astrocyty nie tylko rejestrujg aktywnos$¢
synaptyczng za posrednictwem receptorow btonowych, ale takze reaguja na nig poprzez
wewnatrzkomérkowa sygnalizacje wapniowa (zmiany Stezenia wewnatrzkomoérkowego Ca?t -
[Ca?T;). Odkrycia te umocnity koncepcje synapsy trojdzielnej, w ktorej astrocyty traktuje sie jako
aktywnych uczestnikow przekazywania informacji miedzy neuronami [Perea i wsp., 2009, Santello i
wsp., 2012, Perea i wsp., 2014].

Funkcjom neuromodulacyjnym astrocytow sprzyja ich uorganizowanie w syncytium, w
ktorym kontaktujg si¢ za posrednictwem polaczen szczelinowych (GJ; ang. gap junction) [Araque i
wsp., 1999, Ma i wsp., 2016]. Przestrzenne domeny astrocytow ksztattuja dla kazdej komorki obszar
niezaleznych interakcji z otaczajagcymi synapsami [Mitterauer, 2010]. Oszacowano, ze pojedynczy
korowy astrocyt plasuje si¢ miedzy 4 a 8 ciatami neuronéw i kontaktuje si¢ z 300-600 dendrytami
[Halassa i wsp., 2007] i ~100 000 synaps [Bushong i wsp., 2002]. Strategiczne umiejscowienie i
organizacja astrocytow korowych w okreslone domeny pozwala im bra¢ udzial we wszystkich
aspektach fizjologii mézgu, w tym w regulacji przeptywu krwi [Paulson i Newman, 1987], transmisji
synaptycznej [Buskila i Amitai, 2010], regulacji metabolicznej [Tsacopoulos i Magistretti, 1996],
utrzymaniu homeostazy jonowej [Wallraff i wsp., 2006] oraz - jak proponujg badacze z grupy
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Nedergaard - usuwaniu z OUN zbednych bgdZz zgromadzonych w nadmiarze metabolitow, m.in. z
udziatem swoistego kanalu wodnego - akwaporyny 4 (AQP4) [Iliff i wsp., 2012, Jessen i wsp., 2015].
Ponadto interakcja astrocytow z neuronami pozwala na poziomie lokalnym regulowaé pobudliwo$é
neurondéw [Nedergaard i wsp., 2003]. W sumie, zmiany w organizacji domen astrocytarnych majg
znaczacy wplyw na transmisje synaptyczng [Oberheim i wsp., 2008]. Astrocyty sg sktadnikiem
potaczen nerwowo-naczyniowych, majgcych kluczowe znaczenie dla tworzenia i utrzymywania
bariery krew-moézg (BBB; ang. blood-brain barrier), ktéra zapewnia homeostazg¢ jonowa i
metaboliczng OUN [Abbott i wsp., 2010].

Gloéwnym neuroprzekaznikiem pobudzajagcym w OUN jest Glu, ktory spetnia swoje funkcje
poprzez aktywacj¢ specyficznych receptoréw btonowych, jak rowniez z udziatem transporterow Glu.
W ukladzie nerwowym wyrdznia si¢ dwa rodzaje receptorow dla Glu: a) sprzgzone z biatkami G
receptory metabotropowe (MGIUR), b) receptory jonotropowe (iGIuR) [Kew i Kemp, 2005].
Receptory i1GIluR s3 kanatami jonowymi bramkowanymi przez Glu. Po zwigzaniu Glu z
zewnatrzkomoérkowg domeng tych receptorow, nastepuje zmiana ich konformacji w celu
umozliwienia przeptywu kationdw przez blone plazmatyczng. Wyrodznia si¢ trzy typy iGluR, ktorych
nazwy pochodza od ich egzogennych, selektywnych agonistoéw [Hollmann i Heinemann, 1994, Ozawa
i wsp., 1998, Kessels i Malinow, 2009]:

a) AMPA - a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izooksazolopropionowe,
b) KA - kainianowe,
c) NMDA - N-metylo-p-asparaginowe.

Przedmiotem niniejszej dysertacji jest wptyw aktywacji receptorow NMDA (NMDAR)
zlokalizowanych na astrocytach na ekspresj¢ i/lub aktywno$¢ wybranych biatek astrocytarnych:
syntetazy glutaminy (GS), AQP4 i prostowniczego kanatu potasowego swoistego dla astrocytow
(Kir4.1). Zaobserwowane efekty wstgpnie porownano z wptywem pobudzenia NMDAR na ekspresje
swoistych astrocytarnych transporterow Glu: GLAST i GLT-1.

IV.1. Charakterystyka receptora NMDA

Dotychczasowy stan wiedzy o strukturze i funkcji NMDAR pochodzi z badan nad NMDAR
obecnymi na komorkach nerwowych. Mozna je kategoryzowaé zgodnie z ich lokalizacja jako
receptory synaptyczne i pozasynaptyczne (ang. extrasynaptic) [Tovar i Westbrook, 2002, Petralia i
wsp., 2010, Gladding i Raymond, 2011]. Receptory te charakteryzujg si¢ wysoka przepuszczalnoscia
dla jonow Ca?*, ktére odgrywaja wazna role w wielu aspektach funkcjonowania komérek organizméw
wyzszych. Ich obecno$¢ jest konieczna do prawidtowego rozwoju i funkcjonowania mézgu, ale ich

nadaktywnos$¢ badz obnizona aktywno$¢ sa rowniez zwigzane z ostrg 1 przewlekla neurodegeneracja,
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zespotami bolu neuropatycznego i zaburzeniami rozwojowymi, takimi jak schizofrenia i autyzm
[Paoletti i wsp., 2013].

Aktywacja neuronalnych NMDAR moze by¢ toksyczna dla neuronéow lub promowaé ich
przetrwanie 1 plastycznos¢. Nadmierna aktywacja NMDAR wywotana przedtuzong ekspozycija
neuronéw na Glu aktywuje neurotoksyczne szlaki transdukcji sygnatu prowadzace do degeneracji
neurondéw i ich $mierci, w ktérej posredniczy naptyw Ca?* do komorki przez kanaty jonowe sprzezone
z receptorami NMDAR [Rothman i Olney, 1995]; innymi stowy, nadmierna aktywacja NMDAR
moze powodowac ekscytotoksyczno$¢ [Tapia, 1996]. Z drugiej strony, aktywno$¢ synaptycznych
NMDAR jest kluczowa dla przezycia neurondéw, a blokowanie aktywno$sci NMDAR in vivo,
szczegoblnie podczas rozwoju, powoduje ich apoptoze [lkonomidou i wsp., 1999, Hetman i Kharebava,
2006]. Konsekwencje stymulacji synaptycznego i pozasynaptycznego NMDAR sa diametralnie rozne.
Stymulowanie synaptycznych NMDAR aktywuje szlak sygnalizacyjny prowadzacy do aktywacji
czynnika transkrypcyjnego CREB (biatko wigzace si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP; ang.
CAMP-response element binding protein) i promuje przezycie, podczas gdy aktywacja
pozasynaptycznych NMDAR jest niezbedna dla transmisji synaptycznej i plastycznosci [Shin i
Linden, 2005], zwicksza aktywnos$¢ sieci neuronalnej [Garcia-Munoz i wsp., 2015], indukuje zmiany
w synaptycznych receptorach AMPA (AMPAR) [Sun i June, 2007], jak rowniez moze ostabia¢ szlak
sygnalizacyjny z udzialem CREB oraz promowa¢ $mier¢ komoérki [Hardingham i Bading, 2010].
Synaptyczne NMDAR inicjuja fizjologiczng regulacj¢ efektywnosci transmisji synaptycznej [Petralia
i wsp., 2010, Paoletti i wsp., 2013]. Posredniczg one rowniez W Szlaku sygnalizacji wapniowej do
jadra komorkowego, gdzie nastgpuje aktywacja ekspresji genow krytycznych dla dlugoterminowego
wdrazania adaptacji behawioralnych [West i Greenberg, 2011, Bading, 2013]. Co wigcej, Synaptyczne
NMDAR silnie aktywuja neuronalne geny odpowiedzialne za ochrong¢ ich struktury i przetrwanie
[Zhang i wsp., 2007, Mauceri i wsp., 2011]. Przeciwnie do nich, aktywowane pozasynaptyczne
dysfunkcjg mitochondrialng, deregulacjg transkrypcji oraz utratg integralnosci i tgcznosci struktur
neuronalnych [Hardingham i Bading, 2010]. Tym samym patologiczna aktywacja pozasynaptycznych
NMDAR powoduje wzajemne potegowanie si¢ uposledzen, co przyczynia si¢ do progresji Stanu
chorobowego, prowadzac zar6wno do obnizenia zdolno$ci poznawczych, jak 1 do wzrostu deficytow
w produkcji energii komorkowej, co konczy si¢ $miercig komorki [Bading, 2017].

NMDAR dominujg w hipokampie, korze mozgowej, jadrach podstawy, przegrodzie i jadrze
migdatowatym. Odgrywaja kluczowa rolg¢ w rozwoju OUN, generowaniu rytméw oddychania i
lokomocji oraz proceséw lezacych u podstaw transmisji synaptycznej, uczenia si¢, pamigci i
neuroplastycznosci [Verkhratsky i Kirchhoff, 2007, Hunt i Castillo, 2012]. W zwigzku z tym

nieprawidlowe poziomy ekspresji i zmieniona funkcja NMDAR sg zwigzane z licznymi zaburzeniami
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neurologicznymi i stanami patologicznymi. Obnizona aktywno$s¢ NMDAR moze prowadzi¢ do
zaburzen funkcji poznawczych, podczas gdy nadmierna stymulacja powoduje ekscytotoksycznosé i
jest zaangazowana w patogenezg szeregu zaburzen neurologicznych [Lipton, 2006]. Dlatego NMDAR
sg waznymi celami terapeutycznymi dla wielu zaburzeh OUN, takich jak niedotlenienie,
niedokrwienie spowodowane np. udarem, choroba Huntingtona (HD; ang. Huntington's disease),
Parkinsona (PD; ang. Parkinson's disease) i Alzheimera (AD; ang. Alzheimer's disease), padaczka,
bdl neuropatyczny, alkoholizm, schizofrenia i zaburzenia nastroju [Kemp i McKernan, 2002, Jansen i
Dannhardt, 2003, Chazot, 2004, Farlow, 2004, Wood, 2005, Brown i Krupp, 2006, Cai, 2006, Missale
i wsp., 2006].

NMDAR jest kompleksem czterech podjednostek biatkowych penetrujacych blone
komoérkowg, tworzacych w ten sposob kanat przepuszczalny dla jonéw Na*, K* oraz Ca®*. Pobudzenie
NMDAR skutkuje naptywem jonéw Ca?* i Na* do wnetrza komorki, oraz uwolnieniem jonéw K* na
zewnatrz (Ryc. 1). NMDAR jest kanalem kationowym o czeSciowej selektywnosci do przewodzenia
Ca?*. Naplyw Ca®" przez NMDAR aktywuje rozne wewnatrzkomoérkowe szlaki sygnalizacyjne.
Powszechnie wiadomo, ze szlaki te uczestniczag m.in. w przezywaniu, rozwoju i réznicowaniu
neuronéw. Z drugiej strony wiadomo réwniez, ze nadmierna i trwata aktywacja NMDAR moze
skutkowaé ekscytotoksycznoscia, wywolang przez nadmiar Ca®" i aktywacja szlakow
wewnatrzkomorkowych, ktore prowadzg do Smierci neuronow [Aarts i Tymianski, 2003, Hardingham
i Bading, 2010]. Te zalezne od Ca®** wewnatrzkomorkowego szlaki aktywowane przez NMDAR
definiowane sg réwniez terminem niekanoniczny mechanizm metabotropowy [Schwarzschild i wsp.,
1999, Dore i wsp., 2016, Weilinger i wsp., 2016].

Przepuszczalnos¢ kanatu NMDAR w neuronach zalezy od potencjalu btony neuronalnej i od
obecnosci ligandow (agonistow, antagonistow i koagonistow). Podwodjne bramkowanie odroznia je od
pozostatych iGIuR. Obok miejsca wigzacego dla endogennych agonistow i ich kompetycyjnych
antagonistow, NMDAR zawiera rowniez miejsce wigzania dla Gly, ktora petni role koagonisty, a wigc
jej obecnos¢ jest niezbedna do pelnego pobudzenia receptora. W warunkach potencjatu
spoczynkowego btony kanat receptora jest zablokowany przez znajdujace sie w nim jony Mg?*, ktore
znacznie hamuja przeptyw jonow [Mayer i wsp., 1984]. Podczas depolaryzacji btony, na skutek
pobudzenia, Mg?" jest uwalniany, co umozliwia aktywacje receptora. Aktywacja neuronalnych
NMDAR i otwarcie kanatu receptora wymaga zwigzania agonisty — Glu z podjednostkg GluN2 oraz
koagonisty — Gly lub D-seryny z GIuN1 [Traynelis i wsp., 2010], a takze depolaryzacji btony
postsynaptycznej, w ktorej znajduje si¢ receptor, w celu usuniecia jonu Mg?* blokujacego kanat, czyli
tzw. bloku magnezowego [Mayer i wsp., 1984]. NMDAR sa rowniez wrazliwe na jony Zn?*, H* i inne
czasteczki np. poliaminy (spermina, spermidyna). Receptory te posiadaja rowniez Szereg miejsc

allosterycznych, do ktorych przytaczajg sie inne ligandy (np. ifenprodil, R025-6981, TCN 201,
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zwigzki UBP, pochodne ang. quinazolin-4-one, siarczan pregnenolonu, tetrahydroizochinolina)

modulujace jego aktywnos¢ [Zhu i Paoletti, 2015].

K+O

Zn%t

Glu Gly/D-seryna

++++++++\ Glun3 +++++++++++

Ryc.1 Aktywacja receptora NMDA. Przekrojowy schemat receptora NMDA przedstawiajgcy wigzanie Glu w
podjednostce GIUN2 i koagonistow Gly lub D-seryny w podjednostce GIUN1 z jednoczesng depolaryzacja blony i
zwolnieniem bloku magnezowego. Po aktywacji receptora jony Ca?* i Na* przenikajg do komoérki, a jony K* z nigj
wyplywaja. Zmodyfikowano wg Barr i Burdette [2017].

Strukturalnie NMDAR sg heterotetramerami, stanowigcymi kombinacje czterech z siedmiu
rodzajow podjednostek (GluN1, GIuN2A, GluN2B, GIuN2C, GluN2D, GIuN3A, GluN3B). NMDAR
zawieraja dwie podjednostki GIUN1 wigzace Gly (lub D-seryng), potaczone z jednag lub dwiema
podjednostkami GIUN2 wigzacymi Glu. Podjednostka GIuN3, ktora rowniez wigze Gly (lub
D-seryng), moze zastgpi¢ jedng podjednostke GluN2. Klasyczne neuronalne NMDAR zbudowane sg z
dwoch GluN1 i dwoch GIuN2A lub GIuN2B [Cull-Candy i Leszkiewicz, 2004, Rambhadran i wsp.,
2010, Hogan-Cann i Anderson, 2016]. Skfad podjednostkowy neuronalnych receptorow
synaptycznych i pozasynaptycznych jest podobny, z tym, ze oprocz posiadania wspdlnej podjednostki
GluN1, pozasynaptyczne NMDAR zawierajg preferencyjnie podjednostke GIuN2B, podczas gdy
GIluN2A jest dominujaca podjednostka w synaptycznych NMDAR [Paoletti i wsp., 2013].

Kompozycja podjednostek odpowiada za specyficzne farmakologiczne i biofizyczne
wilasciwosci tych receptorow, dlatego podlega Scistej regulacji. Ponadto wplywa na przewodnictwo
jonowe, powinowactwo agonisty, wrazliwo$¢ na modulacj¢ allosteryczng, charakterystyke
desensytyzacji receptora 1 powigzanie z wewngtrzkomorkowymi zwigzkami posredniczacymi w
sygnalizacji [Paoletti i wsp., 2013]. NMDAR posiadajace podjednostki GluN2C/D sg mniej wrazliwe
na blokowanie kanatow przez Mg?* niz te z GluN2A/B, a potaczenie podjednostki GIuN3 z GluN2 i

GIuN1 dodatkowo zmniejsza wrazliwo$¢ na Mg?* i ogranicza przepuszczalno$é¢ Ca®" [Chatterton i
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wsp., 2002, Traynelis i wsp., 2010, Paoletti, 2011]. Wszystkie siedem podjednostek NMDAR podlega
alternatywnemu splicingowi, ktory moze réwniez wptywaé¢ na funkcj¢ kanalu, a ztozonosé
strukturalna jest dodatkowo potegowana przez obecnosé¢ specyficznych miejsc regulatorowych, ktore
wiagza wiele modulatorow allosterycznych, takich jak Zn?*, H*, poliaminy, zwiazki utleniajace i
redukujace [Traynelis 1 wsp., 2010].

Podjednostka GIuN1 jest podjednostka niezbedng do uksztattowania receptora, przylaczania
pozostatych podjednostek i jego funkcjonalnej aktywnosci [Fukaya i wsp., 2003, Atlason i wsp., 2007,
Schiiler i wsp., 2008]. Kodowana jest przez gen Grinl, i jako jedyna z podjednostek jest obecna we
wszystkich opisanych dotychczas podtypach NMDAR. GIuN1 odgrywa kluczowsg role w tworzeniu
NMDAR w siateczce srodplazmatycznej (ER; ang. endoplasmic reticulum), gdzie reguluje uwolnienie
receptora z ER [Ju i Cui, 2016]. Istnieje osiem roznych elementéw GluN1, generowanych przez
alternatywny splicing pojedynczego genu [Dingledine i wsp., 1999, Paoletti i Neyton, 2007]. Ponadto
istniejg cztery geny GIuN2 (Grin2 a-d) i dwa geny GIuN3 (Grin3 a-b) [Cull-Candy i Leszkiewicz,
2004], ktore podlegaja wielu potranslacyjnym modyfikacjom generujac warianty molekularne
nadajace  NMDAR okreslone wlasciwosci funkcjonalne. Podjednostki GIUN1 i GIuN2A sa
wszechobecne, GIuN2B wystepuje w przodomoézgowiu, GIuN2C w moézdzku, a GluN2D ulega
ekspresji glownie na wczesnym etapie rozwoju i ogranicza si¢ do pnia moézgu, srodmozgowia i
wzgorza [Paoletti i Neyton, 2007]. R6znorodnos$¢ podjednostek pozwala takze na tworzenie NMDAR
o zroznicowanej budowie, W wyniku czego powstajg receptory o odmiennych wlasciwosciach
biofizycznych.

NMDAR podlegaja roznym modyfikacjom potranslacyjnym, ktore bezposrednio wptywaja na
funkcje kanatu. Podjednostki NMDAR zawierajg miejsca glikozylacji, palmitoilacji, S-nitrozylacji i
fosforylacji [Traynelis i wsp., 2010]. Kinazy serynowo-treoninowe, takie jak kinaza biatkowa A
(PKA), kinaza biatkowa C (PKC) oraz zalezna od Ca?* i kalmoduliny kinaza biatkowa II (CaMKII)
fosforyluja reszty na wewnatrzkomérkowym koncu C podjednostek GIuN1 i GIuN2 [Dingledine i
wsp., 1999], a kinazy z rodziny Src (SFK) fosforyluja podjednostk¢ GIUN2 na resztach tyrozyny
[Salter i Kalia, 2004]. Chociaz dziatanie kinaz biatkowych na funkcj¢ NMDAR nie zostato jak dotad
w pelni scharakteryzowane, wydaje si¢, ze PKC nasila przewodnictwo kanaltu NMDAR poprzez
redukowanie bloku Mg?* [Chen i Huang, 1992]. Podobnie, aktywno$¢ kinazy Src moze zwickszaé
bramkowanie kanalu poprzez stabilizacic NMDAR na powierzchni komoérki [Salter i Kalia, 2004].
Poza réznorodnosciag strukturalng 1 efektami modyfikacji potranslacyjnych na kanoniczng aktywnos$¢
kanalu NMDAR, istnieje rowniez niezalezna od kanatu sygnalizacja NMDAR [Kessels i wsp., 2013,
Nabavi i wsp., 2013]. Tak zwane niekanoniczne metabotropowe mechanizmy sygnalizacji moga
zaleze¢ od aktywnej rekrutacji kinazy Src [Weilinger i wsp., 2016], jednak zrozumienie

funkcjonalnego znaczenia tych szlakow jest w fazie poczatkowe;j.
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Kazda podjednostka NMDAR jest podzielona na cztery funkcjonalne domeny (Ryc. 2):
o zewngtrzkomorkowg domen¢ N-koncowa (NTD; ang. N-terminal domain),
e domene wigzacg ligand (LBD; ang. ligand-binding domain),
e domeng transblonowa tworzaca kanat (TMD; ang. transmembrane domain),

e wewnatrzkomorkowa domene C-koncowa (CTD; ang. C-terminal domain).

W obregbie domeny TMD podjednostki wyrdznia si¢ takze cztery segmenty biatkowe: M1 - M4,
ktore sg krytyczne dla komunikacji migdzy domenami i bramkowania [Talukder i wsp., 2010, Kazi i
wsp., 2013]. Trzy segmenty biatkowe (M1, M3, M4) sa rozmieszczone blisko siebie i jednoczes$nie
oddzielone dlugim fgcznikiem od czwartego segmentu (M2). Segment M2 tworzy w blonie petle i
stanowi $cian¢ kanatu jonowego. Ma on kluczowe znaczenie dla przepuszczalnosci kanatu dla jonow
Ca?" oraz jego blokady przez jony Mg?* i inne substancje. Pozostate segmenty M sa zakotwiczone w
btonie. Domena LBD sktada si¢ z zewnatrzkomoérkowego segmentu S1, znajdujacego si¢ przed M1,
i segmentu S2 umieszczonego pomiedzy M3 i M4 (Ryc. 2). Domena NTD znajduje si¢ na zewnatrz w
N-koncu wzgledem S1, a domena CTD znajduje si¢ wewnatrz komorki (Ryc. 2). Domena NTD
wykazuje homologi¢ z domenami wigzacymi mGluR, co sugeruje, ze tworzy ona struktur¢ wiazaca
ligand, odmienng od domeny wigzacej agonist¢ S1-S2. Domena NTD w podjednostkach GluN2 wigze
jony Zn* (GluN2A) lub poliaminy (GluN2B), ktére modulujg funkcje NMDAR [Vyklicky i wsp.,
2014].

GluN2/3

przestrzen
zewnagtrzkomorkowa

I
$obeebi

cytoplazma

Cc

Ryc.2 Budowa receptora NMDA z uwzglednieniem budowy podjednostki receptora. Kazda podjednostka posiada domeng
NTD, LBD, TMD i CTD. Widok poziomy dwoch z czterech podjednostek receptora. Zmodyfikowano wg Strehlow i wsp.,
[2015].
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W NMDAR region zewnatrzkomérkowy zbudowany jest z ok. 500 aminokwasow, natomiast
wewnatrzkomoérkowa domena C-koncowa zbudowana jest w przypadku podjednostek GIuN1 i GIuN3
z 200 aminokwasow, a GIuN2 z 500 aminokwasdéw. Region zewnatrzkomoérkowy tworza dwie
funkcjonalne domeny: NTD, ktora jest zaangazowana w interakcje molekularng podjednostek i LBD,
ktora z kolei w $cistej interakcji z petla zewnatrzkomérkowag S2 tworzy miejsce wigzania ligandu —
Glu w podjednostce GIuUN2 i Gly lub D-seryny w podjednostce GIuN1 i GIuN3 (Ryc. 1) [Rambhadran
I wsp., 2010]. Wewnatrzkomdrkowa domena CTD posredniczy w molekularnych oddziatywaniach
NMDAR, regulujgcych jego wlasciwosci funkcjonalne, na przyktad w synapsie z biatkami ggstosci
postsynaptycznej, ktore posrednicza w tworzeniu klastrow molekularnych [Traynelis 1 wsp., 2010,

Paoletti i wsp., 2013].

IV.2. Receptor NMDA w astrocytach

Badania prowadzone w ostatnich trzech dekadach wykazaty, ze astrocyty posiadajg receptory
dla r6znych neuroprzekaznikow, ktére pozwalaja im reagowaé na sygnaty pochodzace z neurondéw.
Dowiedziono, ze astrocyty posiadajg receptory jonotropowe i metabotropowe dla Glu. Od lat
przedmiotem debaty sg obecno$é, a w szczeg6lnosci rola NMDAR w tych komorkach [Montes de Oca
Balderas i Gonzalez Hernandez, 2018]. Kontrowersje budzi gtownie fakt, ze astrocyty nie generuja
potencjatow czynnos$ciowych jak neurony, ale takze to, z2e NMDAR w astrocytach prezentujg cechy
nieobserwowane w neuronalnych NMDAR. Poczawszy od lat 90. XX wieku, obecnos¢ NMDAR
zostala zidentyfikowana w ro6znych nieneuronalnych komoérkach OUN, w tym w wielu typach
komorek glejowych [Miiller i wsp., 1993, Conti i wsp., 1996, Wang i wsp., 1996, Kaur i wsp., 2006]
i komorkach $rodbtonka naczyn mézgowych [Krizbai i wsp., 1998, Sharp i wsp., 2003, Parfenova i
wsp., 2003, Andras i wsp., 2007]. Pojawiajace si¢ dane sugeruja, ze receptory te moga by¢
odpowiedzialne za r6zne funkcje fizjologiczne, w tym mielinizacje, wrazliwo$¢ na bol i stan zapalny.

Pierwsze prace, wykonane przy uzyciu metod o znacznie mniejszej czutosci i rozdzielczosci
niz obecnie stosowane, nie potwierdzaly obecnosci NMDAR w astrocytach. W badaniach tych,
podawanie NMDA do hodowli astrocytow szczurzych nie wywolywato ani odpowiedzi elektrycznej,
ani gromadzenia Ca?* w komorce [Bowman i Kimelberg, 1984, Kettenmann i Schachner, 1985,
Pearce i wsp., 1986, Backus i wsp., 1989, Usowicz i wsp., 1989, Dani i wsp., 1992, Holzwarth i wsp.,
1994, Seifert i1 Steinhduser, 1995]. Z czasem jednak pojawily si¢ dane eksperymentalne
dokumentujgce ich obecno$¢ w tych komorkach. Wykazano ekspresjc mRNA dla podjednostek
GIuN1, GIuN2A i GIuN2B w hodowli astrocytow mysich [Zhou i wsp., 2010] i szczurzych [Jimenez-
Blasco i wsp., 2015]. Ponadto liczne dane literaturowe, w tym najnowsza baza transkrypcyjna
opublikowana przez zesp6t Barres’a, informuja, ze astrocyty izolowane z myszy posiadajg wszystkie

podjednostki NMDAR na réznych poziomach ekspresji, z przewazajaca iloscig GluN1, GluN2C 1
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GIuN3A [Cahoy i wsp., 2008, Rusnakova i wsp., 2013 Orre i wsp., 2014, Zhang i wsp., 2014,
Dzamba i wsp., 2015]. Transkrypty dla wszystkich siedmiu podjednostek NMDAR (tj. GIuN1,
GIuN2A-D i GIuN3A, B) znaleziono w hodowanych astrocytach szczurzych [Montes de Oca Balderas
i Aguilera, 2015] i ludzkich [Lee i wsp., 2010b].

Rézne grupy badawcze probowaly udokumentowaé obecnos$¢ podjednostetk NMDAR w
astrocytach za pomoca technik histologicznych. Pierwsze badania z uzyciem technik hybrydyzacji in
situ 1 mikroskopii elektronowej, wykazaty brak ekspresji mMRNA dla podjednostki GIluN1 NMDAR w
astrocytach kory mézgowej dorostych szczurow [Conti i wsp., 1994]. Nieco p6zniej, wykorzystujac
technike immunohistochemii w potaczeniu z mikroskopiag elektronowa przeprowadzono barwienie
astrocytow pochodzacych z réznych okolic mézgu przeciwciatami anty-GIuN1 [Farb i wsp., 1995,
Gracy i Pickel, 1995, Conti i wsp., 1996, Petralia i wsp., 1996, van Bockstaele i Colago, 1996], anty-
GIuN2A/B [Conti i wsp., 1996, Petralia i wsp., 1996] wykazujac ekspresje tych podjednostek na
poziomie biatka. Ekspresja biatka GluN2C zostata udokumentowana w astrocytach pochodzacych od
myszy linii Grin2C'™m(ECFPICreERT2WSSH TRavikrishnan, 2018]. Stosujac barwienie immunochemiczne
wykazano ekspresj¢ podjednostki GIuN1 [Krebs i wsp., 2003, Zhou i wsp., 2010] i GIuN2B [Krebs i
wsp., 2003, Zhou 2010, Gerard i Hansson, 2012] w hodowanych astrocytach mysich i szczurzych,
GIuN3A w korowych astrocytach myszy [Dzamba i wsp., 2015] oraz wszystkich siedmu podjednostek
w hodowanych astrocytach szczurzych [Montes de Oca Balderas i Aguilera, 2015] i ludzkich [Lee i
wsp., 2010b].

Pézniejsze dane literaturowe wykazaty obecnos¢ NMDAR zbudowanych z podjednostek
GIuN1, GIuN2B i GIuN2C w sortowanych astrocytach kory mézgu myszy i szczura, zdolnych do
generowania sygnalu wapniowego po stymulacji NMDA (100uM), ktory z kolei byt blokowany przez
MK801 (dizocylpina; antagonista NMDAR blokujacy kanal receptora) [Schipke i wsp., 2001,
Morquette i wsp., 2015]. Wykazano takze, ze w korowych astrocytach szczurzych NMDAR ulegaja
aktywacji przez Glu [Zhang i wsp. 2003] i NMDA [Hu i wsp., 2004]. Mocnych dowodéw na istnienie
NMDAR w astrocytach dostarczyta grupa Verkhratsky'ego wykazujaca, ze korowe astrocyty mysie
posiadaja funkcjonalne NMDAR, zdolne do generowania sygnatéw Ca?*, ktére posrednicza w
komunikacji neuron-astrocyt [Lalo i wsp., 2006].

Przyjmuje si¢, ze w astrocytach NMDAR zbudowane sg z dwdch podjednostek GluN1, jednej
GIuN2C/2D i jednej GIuN3 [Palygin i wsp. 2011]. Wykazano, ze tak zbudowane NMDAR
charakteryzuja si¢ zmniejszona przepuszczalnoscia Ca?* i stabg podatnoécia kanalu na blok
magnezowy, nawet przy ujemnym btonowym potencjale spoczynkowym [Karadottir i wsp., 2005,
Lalo i wsp., 2006, Burzomato i wsp., 2010, Palygin i wsp., 2011]. Badania farmakologiczne
wykazaty, ze NMDAR w astrocytach mogg by¢ utworzone przez rézne podjednostki, co nadaje im

okreslone wiasciwosci funkcjonalne. Roznorodno$¢ podjednostek i1 wiele potranslacyjnych i

19



Wstep

potranskrypcyjnych modyfikacji sugeruje, ze funkcja NMDAR jest bardzo zlozona. Cho¢ jak
wspomniano powyzej astrocyty posiadaja funkcjonalne NMDAR, ktorych aktywacja skutkuje
pojawieniem si¢ wewnatrzkomoérkowego sygnatu wapniowego [Schipke i wsp., 2001, Lalo i wsp.,
2006, Lee i wsp., 2010b, Palygin i wsp., 2010], doktadny mechanizm ich funkcjonowania oraz rola w
fizjologii 1 patologii mdézgu nadal pozostaja niejasne. Dotychczasowe badania nie rozstrzygaja czy
aktywno$¢ astrocytarnego NMDAR jest zalezna czy tez niezalezna od obecno$ci wapnia na zewnatrz
komorki.

Astrocytarne NMDAR mogg odgrywac istotng role w patologii OUN, i jako takie mogg stac¢
si¢ celem nowych strategii terapeutycznych. Pierwszy dowdd sugerujacy, ze astrocytarne NMDAR
moga odgrywac role¢ w rozwoju reaktywnych astrocytow, a zatem w patologii, stanowito wykazanie,
ze ckspresja podjednostek GIUN2A i GIuN2B NMDAR wzrasta w reaktywnych astrocytach
hipokampa szczura po przejsciowym niedokrwieniu [Gottlieb i Matute, 1997, Krebs i wsp., 2003].
Obecnos¢ MRNA dla wszystkich podjednostek NMDAR wykazano w korowych astrocytach u myszy
takze po niedokrwieniu w modelu trwatej niedroznosci tetnicy $rodkowej moézgu (MCAo; ang.
permanent middle cerebral artery occlusion) [Dzamba i wsp., 2015]. Po stymulacji NMDA (4-100
mM) astrocyty in vivo generowaly sygnal wapniowy wrazliwy na AP5 (selektywny antagonista
NMDAR, wiaze si¢ do miejsca wigzania Glu na GIuN2) i memantyne (niekompetycyjny antagonista
NMDAR blokujacy receptory zawierajace podjednostki GIuN2C i GluN2D), ktory ulegt obnizeniu po
niedokrwieniu moézgu. Ponadto odpowiedz na NMDA (500 uM) byta obnizona takze w hodowanych
astrocytach izolowanych od myszy z niedokrwieniem wywotanym MCAo [Dzamba i wsp., 2015].

Astrocytarne NMDAR moga by¢ zaangazowane w procesy zapalne w OUN. W hodowanych
astrocytach reaktywna astroglejoza charakteryzuje si¢ proliferacja fenotypu zwigzanego z
uwalnianiem Glu, wytwarzaniem cytokin i reaktywnych zwigzkéw tlenu [Sofroniew, 2009],
a astrocytarne NMDAR moga przyczynia¢ si¢ do transformacji morfologicznych charakterystycznych
dla reaktywnej astrogliozy [Ting 1 wsp., 2009] 1 posredniczy¢ w uwalnianiu cytokin prozapalnych
[Gerard i Hansson, 2012].

Gerard 1 Hansson jako pierwsi zasugerowali, ze w hodowanych astrocytach szczurzych
aktywacja NMDAR przez NMDA indukuje wyptyw Ca?* z ER. Co ciekawe, odpowiedz ta ulegata
obnizeniu w astrocytach hodowanych w pozywce bezwapniowej lub zawierajacej jony Cd?*. Ponadto,
zastosowanie kofeiny (moduluje uwalnianie Ca?* ze zrddet wewnatrzkomorkowych; aktywuje
receptory rianodynowe [Ehrlich i wsp., 1994, Simpson i wsp., 1995] i jest inhibitorem receptora
trisfosforanu inozytolu - IP3R [Parker i lvorra, 1991, Brown i wsp., 1992, Bezprozvanny i wsp., 1994,
Ehrlich 1 wsp., 1994]) i tapsygarginy [inhibitor zaleznych od ATP kanalow wapniowych w ER
(SERCA; ang. sarco/endoplasmic reticulum Ca?* ATPase)] obnizato odpowiedz na NMDA o 90%.

Potaczenie kofeiny i tapsygarginy z pozywka bezwapniowg catkowicie zablokowato odpowiedz na
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NMDA, co wskazuje, ze zrodtem Ca?" byly zasoby wewnatrzkomoérkowe. Z kolei, ksestospongina C
(inhibitor IP3R) znaczaco (80%) zmniejszyta odpowiedZ w postaci sygnatu wapniowego, a dodana w
pozywce bezwapniowej prawie catkowicie ja zahamowata, wskazujac na wystepowanie
metabotropowego (tzn. zwiazanego z uwalnianiem Ca?" z zasobow wewnatrzkomoérkowych)
mechanizmu sygnalizacji [Gerard i Hansson, 2012]. Dowodow na to, ze astrocytarne NMDAR moga
dziata¢ poprzez niekanoniczne, metabotropowe szlaki sygnatowe dostarczyli rowniez Montes de Oca
Balderas i Aguilera, ktorzy w swych badaniach wykazali, ze hodowane astrocyty szczurze posiadaja
NMDAR zdolne do generowania sygnalu wapniowego z wewnatrzkomoérkowych zasobow, w ktorych
posredniczg receptory IP3 1 rianodynowe, jak sugerowali Gerard i1 Hansson. Jednak, w
przeciwienstwie do pracy Gerarda i Hansson, odpowiedZ na NMDA byta niezalezna od jonotropowej
(tzn. zaleznej od Ca?* zewnatrzkomdrkowego) aktywnosci receptora, gdyz zastosowany bloker kanatu
NMDAR - MK801 i pozywka bezwapniowa nie blokowaty sygnatu wapniowego [Montes de Oca
Balderas i Aguilera, 2015]. Obserwacje te moga pomodc wyjasni¢ poczatkowe odkrycia w
hodowanych astrocytach, w ktéorych odnotowano brak sygnatu wapniowego lub odpowiedzi
elektrofizjologicznej na niskie stezenia NMDA. Niemniej jednak nadal nie zbadano mechanizmow
molekularnych odpowiedzialnych za niekanoniczng funkcje NMDAR.

Ostatnio wykazano rowniez, ze stymulacja NMDAR w astrocytach generuje sygnat wapniowy
w mieszanych hodowlach astrocytarno-neuronalnych zarowno w pozywce standardowej i
bezwapniowej [Jimenez-Blasco i wsp., 2015]. Natomiast inkubacja z tapsygarging catkowicie
zablokowata odpowiedz na NMDA, co §wiadczy o uwalnianiu wapnia z puli wewnatrzkomorkowe;.
Ponadto dtugotrwata ekspozycja astrocytow na NMDA (20uM, 8h) prowadzita do aktywacji
wewnatrzkomoérkowych mechanizméw  aktywujacych Nrf2 [jadrowy czynnik (pochodzenia
erytroidalnego) typu 2], za posrednictwem szlaku PLC/PKC/p35/CdkS5 (zalezna od cyklin kinaza 5),
co prowadzito do zwickszonego uwalniania przez astrocyty prekursorow glutationu (GSH) do
wspothodowanych neuronéw. Dzigki temu neurony byly odporne na stres oksydacyjny i NMDA.
Traktowanie NMDA aktywowato takze transkrypcje genéw docelowych dla Nrf2, zaangazowanych w
odpowiedz antyoksydacyjng [Jimenez-Blasco i wsp., 2015].

Badania przeprowadzone w Zaktadzie Neurotoksykologii IMDiK PAN na astrocytach
szczurzych wykazaly, ze 72-godzinna ekspozycja na Glu lub NMDA [100 uM] obniza ekspresj¢
biatka Kir4.1 odgrywajacego istotng role w utrzymaniu homeostazy wodno-jonowej w OUN [Obara-
Michlewska i wsp., 2015]. W zwigzku z tym pojawita si¢ hipoteza zaktadajaca, ze NMDAR na
astrocytach mogtyby rowniez bra¢ udzial w regulacji ekspresji innych bialek astrocytarnych.
Charakterystyke wybranych bialek o kluczowym znaczeniu dla funkcji biologicznej astrocytow

przedstawiono w rozdziatach IV.3 — IV.5.
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IV.3. Syntetaza glutaminy — regulator cyklu glutaminian/glutamina

Syntetaza glutaminy (GS; ang. glutamine synthetase) (EC 6.3.1.2) to specyficzny dla
astrocytow enzym zalezny od ATP, ktory katalizuje tworzenie si¢ glutaminy (GlIn) z Glu i amoniaku
w dwuetapowej reakcji (Ryc. 3) [Haussinger, 1990, Listrom i wsp., 1997, Eisenberg i wsp., 2000].
Szybkos¢ reakcji enzymatycznej zalezy od dostepnosci kofaktora (jony metali dwuwartosciowych),

podazy substratu oraz poziomoéw ekspresji i aktywnosci GS [Héberle i wsp., 2006].

J'\I/\)L Nl J\/\/‘LOPOQHZ N J\.A)L

syntetaza syntetaza
glutaminy glutaminy

glutaminian fosforan y-glutamylu glutamina

Ryc.3 Reakcja syntezy glutaminy. Schematyczne przedstawienie dwuetapowej reakcji katalizowanej przez GS z
wytworzeniem Gln przy uzyciu Glu, ATP i amoniaku jako substratdw. Fosforan pochodzacy z ATP jest przedstawiony na
czerwono, a amoniak na niebiesko. Zmodyfikowano wg Spodenkiewicz i wsp., [2016].

GlIn, jako najobficiej dostgpny wolny aminokwas w organizmie cztowieka, odgrywa gtowna
role w istotnych szlakach metabolicznych, takich jak metabolizm azotu, detoksykacja amoniaku,
homeostaza kwasowo-zasadowa, regulacja osmotyczna oraz sygnalizacja wewnatrzkomorkowa |
proliferacja komorek [Curi i wsp., 2005, Solbu i wsp., 2005, Héussinger i Schliess, 2007, Albrecht i
wsp., 2010, Soeters i Grecu, 2012, Cooper i Jeitner, 2016]. GIn w OUN jest syntetyzowana prawie
wylacznie w astrocytach [Martinez-Hernandez i wsp., 1977], a jej st¢zenie w plynie mozgowo-
rdzeniowym jest wielokrotnie wyzsze (517 uM) niz ktoregokolwiek innego aminokwasu [Dolgodilina
i wsp., 2016].

GS w mozgu jest kluczowym sktadnikiem cyklu glutaminian/glutamina (GGC; ang.
glutamate-glutamine cycle) zaangazowanego w syntez¢ 1 degradacje neuroprzekaznikoéw
aminokwasowych, zwlaszcza Glu [Bak i wsp., 2006]. Uwolniony z zakonczen synaptycznych Glu
zostaje usunigty z przestrzeni synaptycznej poprzez jego wychwyt przez astrocyty, gdzie w reakcji
katalizowanej przez GS jest przeksztalcany w Gln [Martinez-Hernandez i wsp., 1977, Rose i wsp.,
2013, Schousboe i wsp., 2014]. GIn jest nastgpnie uwalniana z astrocytow do przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej [Broer i Brookes, 2001], skad =zostaje wychwycona przez neurony i
zhydrolizowana przez fosfozalezng glutaminazg (PAG; ang. phosphate-activated glutaminase) do Glu
[Albrecht i wsp., 2007, Hertz, 2013, Schousboe i wsp., 2014], uzupeliajagc w ten sposob pule
neuroprzekaznikow (Ryc. 4). GS odgrywa zatem istotng role¢ w ochronie neuronéw przed
ekscytotoksycznoscig poprzez neutralizowanie amoniaku i Glu w astrocytach, a dostarczajac Gln do
syntezy Glu i GABA, reguluje pobudzajaca i hamujaca transmisj¢ synaptyczng neuronow [Albrecht i
wsp., 2010, Cooper, 2013, Walls i wsp., 2015, Cooper i Jeitner, 2016].
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neuron presynaptyczny

GLAST/GLT-1

Glu: <1 uM

GIn: 0,2-0,8 mM astrocyt

neuron postsynaptyczny S naczynie krwiono$ne

Ryc.4 Cykl glutaminian/glutamina (GGC). Glu uwolniony z neuronéw jest wychwytywany zwrotnie przez astrocyty za
posrednictwem transporterow Glu (GLAST/GLT-1). Glu w astrocytach zostaje przeksztalcony w Gln za pomoca GS.
Powstata Gln jest uwalniana przez astrocyty, transportowana do neuronéw i przeksztatcana za pomocg PAG ponownie w
Glu, ktory zostaje upakowany w pecherzyki synaptyczne, skad pozniej jest ponownie uwalniany. Zmodyfikowano wg
https://reactome.org/PathwayBrowser/#/R-HSA-112315&SEL=R-HSA-112310&PATH=R-HSA-112316.

Amoniak jest naturalnym produktem degradacji biatek i innych zwigzkow, ale w wysokich
stezeniach jest toksyczny dla OUN, w skrajnych przypadkach prowadzac do $piaczki, a nawet Smierci.
GS jest kluczowym regulatorem metabolizmu azotu, poniewaz redukuje wolny amoniak poprzez
przeksztatcenie go w Gln, ktora wchodzi do krwioobiegu i jest transportowana do watroby [Hawkins,
2009, Cooper, 2012, Hawkins i Vina, 2016]. Toksycznemu dziataniu amoniaku, zapobiega jego
neutralizacja w watrobie, co przebiega poprzez przeksztatcenie amoniaku przez enzymy cyklu
mocznikowego w mocznik, ktory jest wydalany z moczem. Enzymy cyklu mocznikowego nie ulegaja
ekspresji w mozgu, dlatego reakcja katalizowana przez GS (Ryc. 3) jest gtdéwnym mechanizmem
detoksykacji amoniaku w mézgu [Braissant, 2010, Cooper i Jeitner, 2016]; ok. 85% amoniaku jest
neutralizowane na tej drodze [Albrecht i Norenberg, 2006].

Zazwyczaj GS wystepuje jako oligomer zlozony z o$miu podjednostek (~42 kDa monomer).
Strukturalnie monomer GS posiada trzy domeny: N-koncows, ,,p-grasp” i katalityczng. Ludzka GS
jest homodekamerycznym biatkiem zlozonym z dwdch pentamerycznych pierscieni utozonych jeden

na drugim tak, Ze orientacja jednego pierscienia jest przeciwlegta do drugiego (Ryc. 5).
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Ryc.5 Model budowy GS. (A) Pierscien pentameru GS z zaznaczong kolorem jedna z podjednostek. Widok z gory. (B)
Dekamer GS przedstawiony na diagramie wstagzkowym, ktory pokazuje strukture drugorzedowsa dwoch pentamerycznych
pierscieni uktadajgcych sie ze sobg jeden na drugim. Kazdy monomer zaznaczono innym kolorem. Widok poziomy.
Zmodyfikowano wg Krajewski i wsp., [2008].

Na aktywnos$¢ GS wpltywaja modyfikacje potranslacyjne jak acetylacja lizyny [Nguyen i wsp.,
2016] czy nitrowanie tyrozyny [Gorg i wsp., 2005]. Funkcje GS reguluje réwniez wiele innych
czynnikow, w tym aktywacja -kateniny [Sekine i wsp., 2006], regulacja hormonalna [Hansson, 1989,
Wang i Watford, 2007], zmiana pH [Nissim, 1999, Héussinger i Schliess, 2007], stres oksydacyjny
[Skowronska i Albrecht, 2013], deprywacja glukozy [Rosier i wsp., 1996], niedokrwienie [Jeitner i
wsp., 2015] lub stezenie Gln [Labow i wsp., 2001].

Kluczowa rola GS w syntezie i metabolizmie Glu i GABA powoduje, ze zmiany w ekspresji
lub aktywno$ci GS stanowiag wazny czynnik sprawczy w roznych patologiach mozgu.
Udokumentowano zwigzek GS z AD. W ptynie mozgowo-rdzeniowym chorych z AD poziomy GS sa
wyzsze niz w porownywalnej grupie pacjentow zdrowych [Gunnersen i Haley, 1992]. GS jest rowniez
jednym z gtéwnych biatek modyfikowanych oksydacyjnie w hipokampie chorych z AD zwigzang z
tagodnym uposledzeniem funkcji poznawczych [Butterfield i wsp., 2006]. W niektorych przypadkach
AD stwierdzano obnizenie aktywno$ci GS w modzgu, wigzac z nim rozregulowanie metabolizmu Glu i
uposledzenie neuroplastycznosci w trakcie rozwoju choroby [Smith i wsp., 1991, Hensley i wsp.,
1995]. Ekspresja GS jest obnizona w hipokampie chorych z padaczkg skroniowa [Eid i wsp., 2004,
2013], jak réwniez w modelach padaczkowych u gryzoni [Hammer i wsp., 2008, Papageorgiou i wsp.,
2011]. Obnizenie aktywno$ci GS zaburza detoksykacje Glu i amoniaku, przez co moze znaczgco
przyczynia¢ si¢ do nadpobudliwosci neurondow, ekscytotoksycznosci i padaczki z komponenta
neurodegeneracyjng. Chociaz GS jest enzymem pelnigcym kluczowa rolg w komunikacji
astrocyt-neuron, doktadna anatomiczna korelacja pomiedzy neuronami i ekspresja astrocytarnej GS w

zdrowym i chorym mozgu pozostaje niewyjasnona [Ong i wsp., 1995, Eid i wsp., 2004, 2013,
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Sosunov i wsp., 2014]. Ponadto niedobor i nieprawidtowg ekspresje GS wykazano w mézgu chorych
z PD [Yu i wsp., 2012], schizofrenig [Steffek 1 wsp., 2008], depresja [Klempan i wsp., 2009, Sequeira
I wsp., 2009], cukrzycg [Yu i wsp., 2009] i niedotlenieniem mdzgu [Lee i wsp., 2010a].

IV.4. Wybrane bialka astrocytarne zaangazowane w regulacje homeostazy wodno-

jonowej

IV.4.1. Akwaporyna 4

Akwaporyny (AQP) to rodzina matych, transbtonowych hydrofobowych biatek kanatowych, ktore
umozliwiajg selektywny dwukierunkowy transport wody i matych czastek rozpuszczalnych w wodzie:
glicerolu [Heller i wsp., 1980, Borgnia i Agre, 2001], amoniaku [Saparov i wsp., 2007], mocznika
[Borgnia i wsp., 1999], arseninu [Liu i wsp., 2002] przez komorki [Borgnia i wsp., 1999, Sachdeva i
Singh, 2014, Finn i Cerda, 2015].

Dotychczas zidentyfikowano 13 izoform AQP u ssakow, z czego osiem (AQP1, AQP3, AQP4,
AQP5, AQP7, AQP8, AQP9, AQP11) ulega ekspresji w OUN, a z nich AQP1, AQP4, AQP9
odgrywaja szczegdlng role w OUN [Badaut i wsp., 2014]. AQP mozna podzieli¢ na dwie podrodziny:
a) AQP selektywne tylko dla wody (AQP1, AQP2, AQP4, AQP5 i AQPS8),

b) AQP umozliwiajace przejscie takze glicerolu i innych nienatadowanych czasteczek (AQP3, AQP7,
AQP9 i AQP10) (ang. agua-glyceroporins) [Hub i de Groot, 2008].

Transport przez AQP jest niezwykle szybki (okoto trzech miliardow czasteczek wody na sekunde
przez pojedyncza AQP1) [Zeidel i wsp., 1992, Luckey, 2014] i dziata w odpowiedzi na gradient
cisnienia osmotycznego wystepujacy pomigdzy dwiema stronami btony. AQP s3 obecne w wielu
nabtonkach 1 $rodbtonkach zwigzanych z transportem ptynéw, takich jak kanaliki nerkowe, nabtonek
gruczolowy 1 splot naczyniowki, jak réwniez w innych typach komoérek jak komorki skory i ttuszezu.
W wigkszos$ci typow komorek AQP rezyduja w btonie komorkowej, btonie mitochondrialnej — AQP9
[Amiry-Moghaddam i wsp., 2005], z wyjatkiem AQP2, ktéra znajduje si¢ w przewodzie zbiorczym
nerki.

AQP s3 tetramerami (Ryc. 6), ktorych monomery stanowig funkcjonalnie niezalezne kanaty
wodne [Wang i Tajkhorshid, 2007]. Monomery AQP (~30 kDa) zbudowane sg z sze$ciu
transblonowych domen o strukturze o-helis otaczajacych pojedynczy, waski kanat wodny
[Papadopoulos i Verkman, 2013] oraz pieciu petli A-E, gdzie petle B i D sg skierowane do wewnatrz
komorki i odpowiadaja za utworzenie kanatlu wodnego [Mulders i wsp., 1998], a petle A, C, E sa
skierowane na zewnatrz. AQP posiadaja takze charakterystyczny motyw asparagina-prolina-alanina
(NPA), ktory jest niezbedny do utworzenia w kanale monomeru domeny pozwalajacej na przenikanie

wody (Ryc. 6A).
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przestrzen zewnatrzkomorkowa

AQP4 OAP
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Ryc.6 Molekularna budowa AQP4. (A) Klepsydrowy model (ang. hourglass model) budowy AQP4. (B) Model budowy
tetrameru AQP4 przedstawiony na diagramie wstagzkowym, ktory pokazuje ksztalt i potozenie elementéw struktury
drugorzedowej, z czasteczkami wody zaznaczonymi jako czerwone kule. Widok z goéry. (C) Tetramery AQP4
zgromadzone si¢ w blonie plazmatycznej jako czworokatne tablice, zwane réwniez ortogonalnymi uktadami czgstek
(OAP). Zmodyfikowano wg Nagelhus i Ottersen [2013].

AQP odgrywaja kluczowe role biologiczne, regulujac objetos¢ i wewngtrzne ci$nienie 0Smotyczne
komorek [Day i wsp., 2014]. Pelnig szerokg game funkcji fizjologicznych: odpowiadajg za
koncentracje moczu w nerkach [Chen i wsp., 2005], utrzymanie przezroczystosci soczewki w gatce
ocznej [Verkman, 2003], regulacje homeostazy wodnej w moézgu [Amiry-Moghaddam i Ottersen,
2003], synaptogenezg¢ i tworzenie pamigci [Hubbard i wsp., 2016]. Sa takze zaangazowane w
patogeneze roéznych schorzen: migracje komoérek podczas wzrostu guza [Saadoun i wsp., 2005a],
angiogeneze podczas powstawania nowotworow [Saadoun i wsp., 2002], rozwdj i ustgpienie obrzeku
cytotoksycznego i naczyniopochodnego [Manley i wsp., 2000, Papadopoulos i wsp., 2004a],
niedokrwienie mozgu, krwotoku srodmédzgowego i podpajeczynowkowego [Chu i wsp., 2016, Previch
i wsp., 2016], zapalenie nerwu wzrokowego i rdzenia kregowego (NMO; ang. Neuromyelitis Optica)
[Lennon i wsp., 2005, Ikeshima-Kataoka, 2016, Sanchez Gomar i wsp., 2016]. AQP sa przyczyna
kilku patologii, zwigzanych z zaburzong homeostazg wody [Agre i Kozono, 2003, Schrier, 2007].

AQP4 jest najczesciej wystepujaca AQP w mozgu [Nagelhus i Ottersen, 2013], zlokalizowang w
okolicach, ktore znajduja si¢ w bliskim kontakcie z naczyniami krwiono$nymi lub ptynem mézgowo-
rdzeniowym [Jung i wsp., 1994, Amiry-Moghaddam i Ottersen, 2003, Yoneda i wsp., 2001,
Mobasheri i wsp., 2007]. W obrebie struktur moézgowych AQP4 wystepuje w zakregcie zebatym |
regionach CA-1 i CA-3 hipokampa, w jadrze prazka krancowego (ang. stria terminalis), srodkowym
jadrze uzdeczki (ang. habenular nucleus) nadwzgérza, korze nowej, moézdzku oraz jadrze
nadwzrokowym (ang. supraoptic nucleus) i jadrze nadskrzyzowaniowym (ang. suprachiasmatic
nucleus) podwzgorza [Badaut i wsp., 2002]. Jej gldéwng funkcja jest szybki transport wody przez
$rddbtonek.

W OUN AQP4 ulega ekspresji glownie w komorkach astrogleju. Astrocyty oprocz AQP4
posiadajg rowniez AQP1 i AQP9 [Badaut i wsp., 2001, 2004, Satoh i wsp., 2007]. Unikalng
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wlasciwoscig kanatu wodnego AQP4 jest tworzenie struktur wyzszego rzedu w blonie plazmatyczne;.
Najpierw monomery organizujg si¢ w tetramery, ktore nastgpnie agreguja w wigksze struktury zwane
ortogonalnymi uktadami czgstek (OAP; ang. orthogonal arrays of particles) (Ryc. 6C). [Hiroaki i
wsp., 2006]. W OUN AQP4 w postaci OAP znajduje si¢ w zakonczeniach astrocytow znajdujacych
si¢ w poblizu naczyn krwiono$nych [Rash i wsp., 1998, Arciénega i wsp., 2010].
Wewnatrzkomorkowy rozktad AQP4 w astrocytach jest wyraznie spolaryzowany, jest ona
skoncentrowana gtownie w blonie plazmatycznej w poblizu lub w bezposrednim kontakcie z
naczyniami krwiono$nymi i w warstwie wysciotki (Ryc. 7A) [Rash i wsp., 1998]. W hodowanych
astrocytach szczurzych i mysich AQP4 lokalizuje si¢ wewngtrzkomorkowo i w btonach
komoérkowych [Nicchia i wsp., 2008, Potokar i wsp., 2013]. Wewnatrzkomoérkowa ekspresja AQP4
obserwowana w hodowanych astrocytach moze by¢ konsekwencja zmian w Srodowisku
pozakomorkowym. W astrocytach AQP4 czesto kolokalizuje z innymi kanatami, np. kanatem
potasowym Kir4.1 (Ryc. 7) [Nagelhus i wsp., 2004, Haj-Yasein i wsp., 2015]. W badaniach in situ i in
vivo zidentyfikowano AQP4 jako partnera molekularnego Kird.1 w domenach astrogleju
zaangazowanych w buforowanie K* [Nagelhus i wsp., 1999; 2004]. Uwaza sie, ze duza gesto$¢ AQP4
wokot naczyn krwiono$nych w mézgu utatwia przeptyw wody, gdy potas jest uwalniany z zakonczen
astrocytow do przestrzeni zewngtrzkomorkowej i naczyn krwionosnych (buforowanie potasu); tym

samym przyczynia si¢ do utrzymania homeostazy jonowej [Kofuji i Newman, 2004, Rash, 2010].
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Ryc.7 Lokalizacja kanatow AQP4 i Kird.1 w tych samych domenach btonowych astrogleju. (A) Astrocyty posiadaja
kanaty AQP4 kolokalizujace z homo- (Kir4.1) i heteromerycznymi (Kir4.1/5.1) kanatami Kir4.1 w zakonczeniach. (B)
Komorki Miillera siatkowki eksprymujg kanaly AQP4 z heteromerycznymi kanatami Kird.1/5.1 w miejscach
perysynaptycznych i homomerycznymi kanatami Kird.1 na zakoficzeniach w poblizu naczyn krwionosnych.
Zmodyfikowano wg Hibino i wsp., [2010].
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AQP4 jest zaangazowana w regulacj¢ poziomu pltynu mozgowo-rdzeniowego i wydzielanie
hormonéw [Hasegawa i wsp., 1994, Venero i wsp., 2001]. Jej aktywno$¢ ujawnia si¢ W Szeregu
zaburzen regulacji wody m.in. w upos$ledzeniu stuchu [Li i Verkman, 2001, Nicchia i wsp., 2011],
powstawaniu obrzeku mézgu [Zador i wsp., 2009, Papadopoulos i Verkman, 2007], padaczce [Heuser
i wsp., 2010] i toczniowym zapaleniu mézgu [Alexander i wsp., 2003], dlatego w ostatnich latach
cieszy si¢ duzym =zainteresowaniem jako obiecujacy cel terapeutyczny. Ustalono, ze AQP4 jest
zaangazowana W powstawanie cytotoksycznego obrzeku moézgu [Amiry-Moghaddam i Ottersen,
2003, Frigeri i wsp., 2007]. Udowodniono, ze myszy pozbawione AQP4 (ang. AQP4 null mice) sg
chronione przed cytotoksycznym obrzekiem mézgu wywotanym w kilku doswiadczalnych modelach
stanow patologicznych takich jak: hiponatremia [Papadopoulos i Verkman, 2007], bakteryjne
zapalenie opon mozgowych [Papadopoulos i Verkman, 2005] oraz ogniskowe niedokrwienie mozgu
(ang. focal cerebral ischemia) [Manley i wsp., 2000]. Z drugiej strony, myszy z delecja genu Aqp4 sa
bardziej podatne na towarzyszacy guzom mozgu obrzek naczyniopochodny (ang. vasogenic edema),
bedacy konsekwencja zwickszonej przepuszczalnosci komoérek s$rodblonka naczyn mozgowych
[Papadopoulos i wsp., 2004b]. W mysim modelu AD (mysz Tg-ArcSwe) zmiany w ekspresji AQP4 sa
widoczne we wczesnych etapach tworzenia blaszek starczych z B-amyloidu, co wskazuje, ze utrata
polaryzacji astrocytarnej AQP4 moze odgrywaé rolg w patogenezie choroby [Yang i wsp., 2011,
2017, Zeppenfeld i wsp., 2017, Mader i Brimberg, 2019]. Obecnie wiadomo, ze AQP4 jest
docelowym antygenem autoprzeciwciat IgG w NMO [Lennon i wsp., 2005, Krampla i wsp., 2009].
Modulacja ekspresji AQP4 w astrocytach odgrywa wazng rol¢ w utrzymaniu prawidtowych funkcji
neuronow. Pomiary elektroencefalograficzne wykazaly zmniejszony prég drgawkowy i wydtuzony
czas napadu przy niedoborze AQP4 [Binder i wsp., 2004; 2006], sugerujac, ze AQP4 moduluje
pobudliwos¢ neurondéw przez regulacj¢ otaczajgcego neurony srodowiska osSmotycznego i jonowego.
Nokaut AQP4 zmienia podstawowy poziom aminokwasow [Fan i wsp., 2005], spowalnia komorkowe
uwalnianie i wychwyt K* w mozgu [Padmawar i wsp., 2005], obniza wychwyt Glu i ekspresje
transportera GLT-1 (transporter glutaminianowy 1) w astrocytach [Zeng i wsp., 2007]. Te
mikrosrodowiskowe zmiany indukowane przez nokaut AQP4 pokazuja jak istotng role biatko to peini

w funkcjonowaniu neuronéw.

IV.4.2. Kanal potasowy Kir4.1

Przestrzenne buforowanie potasu lub syfonowanie prowadzace do usunigecia nadmiaru
zewnatrzkomérkowego K* uwalnianego przez wzbudzone neurony jest kluczowym mechanizmem
utrzymywania aktywnosci neuronalnej [Newman, 1993, Kofuji i Newman, 2004, Simard i
Nedergaard, 2004, Ohno i wsp., 2015] i jest sprzezone z wychwytem Glu i wody przez astrocyty
[Olsen i Sontheimer, 2008]. Wysoka i selektywna przepuszczalno$¢ blony dla K* oraz silnie ujemny
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btonowy potencjat spoczynkowy (RMP; ang. resting membrane potential) sa uwazane za podstawowe
wlasciwosci fizjologiczne komoérek glejowych [Kuffler i wsp., 1966]. Wysoka przepuszczalnosé K* i
utrzymanie prawidtowego RMP przez komorki glejowe jest mozliwe dzigki obecnosci w btonach
komorkowych kanatow potasowych, zwiaszcza dokomorkowych prostowniczych kanalow
potasowych (Kir; ang. inwardly rectifying potassium channels) [Verkhratsky i Steinhduser, 2000].

Kanaty Kir to rodzina 15 kanatow podzielonych na siedem r6znych podklas (Kirl.x - Kir7.x),
ktore roznig si¢ ich wlasciwosciami biofizycznymi, wrazliwoscig na fosfolipidy, rozmieszczeniem w
narzadach i lokalizacjg komoérkowa [Hibino i wsp., 2010, Sepulveda i wsp., 2015]. Podklasy Kir majg
podobng topologi¢ btonows i charakteryzuja si¢ asymetryczng przewodnoscig, ktéra zmniejsza si¢ z
depolaryzacja btony, a wzrasta wraz z hiperpolaryzacja [Kubo i wsp., 1993].

Kanaty Kir sg podzielone na 4 podtypy na podstawie ich wtasciwos$ci biofizycznych i funkcji
fizjologicznych [Septlveda i wsp., 2015]:

a) klasyczne kanaty dokomoérkowe wewnatrzprostownicze: Kir2.1 (IRK1), Kir2.2 (IRK2) i Kir2.3
(IRK3);

b) kanaty K* aktywowane przez bialka G: Kir3.1 (GIRK1), Kir3.2 (GIRK?2), Kir3.3 (GIRK3) i Kir3.4
(GIRK4/CIR);

¢) kanaty K* wrazliwe na ATP: Kir6.x/SURX;

d) transportujgce kanaty K*: Kirl.1 i Kir4.x, Kir5.1 (BIR9) oraz Kir7.1.

Kanaty Kir to tetrameryczne kompleksy biatkowe, ktore sa kluczowe dla utrzymywania
potencjatlu blonowego w réznych tkankach, w tym modzgu, sercu, trzustce oraz migsniach
szkieletowych i gladkich [Nichols i Lopatin, 1997, Kuang i wsp., 2015]. Odgrywaja kluczowa rolg w
regulacji wielu funkcji komodrkowych, w tym kontrolowaniu potencjalu btony i pobudliwosci
neurondéw, homeostazy K*, uwalnianiu hormondéw i przekaznikow, a takze w regulowaniu aktywnosci
serca [Hille, 2001, Stanfield i Sutcliffe, 2003, Hibino i wsp., 2010, Swale i wsp., 2014]. Nalezy
podkresli¢, ze Kir sg gtownym regulatorem K* nie tylko w astrocytach, ale takze w oligodendrocytach
[Poopalasundaram i wsp., 2000, Kalsi i wsp., 2004], gdzie sg niezbedne do ich rozwoju i mielinizacji
[Neusch i wsp., 2001], jak réwniez w komorkach Miillera w siatkéwce, czy komorkach Bergmanna w
mozdzku [Newman, 1993, Miiller i wsp., 1994, Kofuji i wsp., 2000, Kofuji i Newman, 2004,].

Kanaty Kir zbudowane sg z czterech podjednostek, a kazda podjednostka sktada si¢ z
wewnatrzkomorkowych domen N- i C-koncowych (znajdujacych si¢ w cytozolu), dwoch
transbtonowych domen (M1 i M2) i petli (P) z filtrem selektywnym wzgledem potasu tworzacej kanat
(Ryc. 8) [Bichet i wsp., 2003, Tao i wsp., 2009]. Wszystkie eukariotyczne kanaty Kir wymagaja do
aktywacji wigzania fosfatydyloinozytolo-4,5-bifosforanu (PIP2) [Zhang i wsp., 1999, Rapedius i wsp.,
2007], sa tatwo blokowane przez niskie stezenia Ba?* i Cs* [Hibino i wsp., 2010] i wszystkie sa
wrazliwe na pH [Septlveda i wsp., 2015].
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Ryc.8 Molekularna budowa kanatow Kir. (A) Schemat struktury kanatu Kir. Kanat Kir posiada dwie domeny M1 i M2
oraz cytoplazmatyczne domeny N- i C-konca. (B) Panel lewy: Model budowy tetrameru Kir przedstawiony na diagramie
wstazkowym, ktory pokazuje ksztatt i potozenie elementéw struktury drugorzedowej. Widok z géry. Panel prawy: Widok
poziomy na t¢ sama struktur¢ zzaznaczonymi domenami M1 i M2, porem kanatu z filtrem selektywnym dla K*
i cytoplazmatycznymi koncami N i C. Dla przejrzysto$ci obrazu pominigto dwie podjednostki. Zmodyfikowano wg Bichet
i wsp., [2003].

Kanat Kir4.1 zostat odkryty w komorkach gleju kory moézgu i mézdzku przez grupe Kurashi
na Uniwersytecie w Osace [Takumi i wsp., 1995]. Pozniejsze badania potwierdzity lokalizacj¢ Kir4.1
w réznych typach komorek glejowych OUN (w astrocytach, oligodendrocytach, oraz prekursorowych
komorkach oligodendrocytow NG2+) [Steinhéduser 1 wsp., 2012]. Obecnos$¢ kanatu zidentyfikowano
w roznych okolicach OUN, gtownie w: opuszce wechowej [Higashi i wsp., 2001], pniu mézgu
[Nwaobi i wsp., 2014], rdzeniu kregowym [Poopalasundaram i wsp., 2000, Nwaobi i wsp., 2014]
srodmoézgowiu [Tang i wsp., 2009], a jego szczegodlnie wysoka ekspresje wykazano w mozdzku
[Higashi i wsp., 2001, Poopalasundaram i wsp., 2000, Tang i wsp. 2009]. Poza OUN Kir4.1 ulega
ekspresji w komorkach Miillera w siatkowce [Ishii i wsp., 1997, Kofuji i wsp., 2000], w uchu
wewnetrznym [Hibino i wsp., 1997], gdzie ma kluczowe znaczenie dla prawidtowego rozwoju
$limaka i stuchu [Rozengurt i wsp., 2003], a w nerkach jest umiejscowiony w blonie podstawno-
bocznej nabtonka kanalikow dystalnych i zbiorczych [Ito i wsp., 1996, Lachheb i wsp., 2008], gdzie
umozliwia wymiane jondéw K* dostarczajgc K* do Na'/K*-ATPazy, ktéra kieruje transportem
elektrolitow [Ito 1 wsp., 1996, Palygin 1 wsp., 2017].

Kir4.1 jest najobficiej wystgpujacym kanatem potasowym w astrocytach [Kofuji i Newman,
2004], gdzie odgrywa kluczowa role w ustalaniu RMP (Ryc. 9A) [Neusch i wsp., 2006;

Kucheryavykh i wsp., 2007], utrzymaniu wysokiego poziomu przewodnictwa K*, regulacji
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zewnatrzkomoérkowego Glu i ilosci wody w komorce (Ryc. 9A,B,D) [Nwaobi i wsp., 2016]. Badania
wykorzystujace zwierzgta z nokautem Kird.1 wykazaly, ze Kir4.1 petni wazng rolg w kluczowej
funkcji astrocytow jaka jest utrzymanie homeostazy K* [Kofuji i wsp., 2000, Neusch i wsp., 2006,
Djukic i wsp., 2007, Seifert i wsp., 2009, Bay i Butt, 2012] poprzez posredniczenie w przestrzennym
buforowaniu astrocytarnego K* (Ryc. 9C) [Larsen i Macaulay, 2014]. Badania ultrastrukturalne
wykazaty spolaryzowany subkomoérkowy wzor ekspresji kanatéw Kird.1. Wystepuja one w duzej
gestosci w poblizu otaczajacych astrocyty synaps oraz na zakonczeniach astrocytow skierowanych w
stron¢ naczyn krwiono$nych (Ryc. 7) [Higashi i wsp., 2001, Nagelhus i wsp., 2004]. Uwaza sig¢, ze ten
nierownomierny rozktad stuzy specyficznym funkcjom astrocytéw, w tym szybkiemu wychwytowi i

redystrybucji K*, w mechanizmie przestrzennego buforowania.

A utrzymanie RMP c

i przewodnictwa K*
K K

homeostaza [K*]

X% soki [K'],

RMP = -80 mV

#=«kira.1

Glu

#=xKird1
B buforowanie Glu é /@

D

regulacja wody

Ryc.9 Funkcje Kird.1 w astrocytach i ich wptyw na funkcje OUN. Kir4.l przyczynia sie do: (A) utrzymania
hiperpolaryzowanego RMP astrocytow i wysokiego spoczynkowego przewodnictwa K*; (B) utrzymania wydajnego
buforowania Glu przez astrocytarne transportery Glu; (C) regulacji homeostazy potasu; (D) regulacji homeostazy wodnej
komorek dzigki wspolpracy z kanatem AQP4 lokalizujacym si¢ na zakonczeniach astrocytow. Zmodyfikowano wg
Nwaobi i wsp., [2016].

W astrocytach oprocz kanatu Kird.1 obecne sg rowniez inne kanaty Kir: Kir5.1 i Kir2.1.
Przyjmuje si¢, ze Kird.l spelnia podstawowa funkcje w regulacji K*, zarowno jako kanat
homomeryczny, jak i po potaczeniu z podtypami Kir5.1 i Kir2.0 [Ishii i wsp. 2003, Hibino i wsp.,
2004]. Potas uwolniony podczas aktywnosci neuronalnej jest wychwytywany przez komorki glejowe
poprzez zlokalizowane w poblizu synaps silnie rektyfikujace heteromeryczne kanalty Kir4.1/Kir5.1,
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Kir4.1/2.1 i homomeryczne kanaty Kir2.1. Nastepnie potas za posrednictwem GJ przemieszcza si¢ do
obszaréw, w ktorych stezenie K* jest niskie, po czym wyptywa do przestrzeni migdzykomérkowej
poprzez stabo rektyfikujace homomeryczne kanaty Kir4.1 (Ryc. 9C) [Butt i Kalsi, 2006, Neusch i
wsp., 2006, Ohno i wsp., 2015].

Dysfunkcja kanatow Kird.1 moze mie¢ zwigzek 2z patogenezg szeregu schorzen
neurologicznych [Nwaobi i wsp., 2016]. Np. mutacje powodujace utrate¢ funkcji ludzkiego genu
(Kcnj10) kodujacego Kird.1 sa odpowiedzialne za zespot EAST/SeSAME, autosomalne recesywne
zaburzenie charakteryzujgce si¢ drgawkami, gluchotg odbiorcza, ataksjg, niepelnosprawnoscia
intelektualng i zaburzeniami réwnowagi elektrolitowej [Scholl i wsp., 2009, Reichold i wsp., 2010].
Genetyczne mutacje Kcnjl0 wydaja si¢ mie¢ zwigzek z patogeneza padaczki [Lenzen i wsp., 2005,
Dai i wsp., 2015]. Do innych schorzen zwigzanych z dysfunkcja kanatlow Kir4.1 zalicza si¢ ataksje
rdzeniowo-moézdzkowa (SCA; ang. spinocerebellar ataxia) [Gilliam i wsp., 2014], autyzm [Sicca i
wsp., 2011], stwardnienie zanikowe boczne (ALS; ang. amyotrophic lateral sclerosis) [Kaiser i wsp.,
2006, Batavelji¢ 1 wsp., 2012], AD [Wilcock i wsp., 2009] i HD [Tong i wsp., 2014]. Badania
przeprowadzone w macierzystym Zakladzie Neurotoksykologii IMDIK PAN ujawnily zwigzek
spadku ekspresji Kird.1 z patogenezg encefalopatii hiperamonemicznych [Obara-Michlewska i wsp.,
2010, 2011, 2015].

IV.5. Transportery glutaminianu

Zewngtrzkomorkowy poziom Glu jest regulowany przez rodzine zaleznych od Na*
transporterow Glu. Transportery Glu nalezg do rodziny transporterow SLC1 (ang. solute carrier 1).
Ludzki genom zawiera siedem gendéw odpowiadajacych transporterom z rodziny SLC1. Pig¢ z nich to
transportery dla Glu zwane transporterami aminokwaséw pobudzajacych (EAAT; ang. excitatory
amino acid transporter) (EAAT 1 - EAAT 5, odpowiednio SLC1A3, -2, -1, -6 i -7) [Danbolt, 2001].
U gryzoni ludzkiemu EAAT 1 odpowiada GLAST — (transporter glutaminowo-asparaginowy) [Storck
i wsp., 1992], homologiczny do ludzkiego EAAT 2 jest GLT-1 [Pines i wsp., 1992], a do EAAT 3 -
EAAC 1 (ang. excitatory amino acid carrier one) [Danbolt i wsp., 2016]. Pozostate dwa transportery
SLCI sa transporterami aminokwasow obojetnych (ang. alanine/serine/cysteine transporter - ASCTL i
ASCT2, odpowiednio SLC1A4 i -5) i transportujg one alaning, seryng i cysteing [Arriza i wsp., 1993,
Shafqgat i wsp., 1993]. Transportery EAAT1 (GLAST) i EAAT2 (GLT-1) sg obecne glownie w
komorkach glejowych, [Storck i wsp., 1992, Chaudhry i wsp., 1995, Lehre i Danbolt, 1998], podczas
gdy EAAT3, EAAT4 i EAATS wystepuja przewaznie w neuronach [Dehnes i wsp., 1998, Sullivan i
wsp., 2004, Holmseth i wsp., 2012].

GLAST jest silnie eksprymowany w komoérkach glejowych Bergmanna w moézdzku, ktore

pochodzg z linii astrocytow 1 otaczaja komorki Purkinjego otrzymujace impulsy pobudzajgce
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[Rothstein i wsp., 1994]. Stosunkowo najwiecej jest go w astrocytach mozdzkowych, ale jest takze
obecny w astrocytach w innych okolicach mozgu [Danbolt, 1994, Lehre i wsp., 1995, Schmitt i wsp.,
1997, Regan i wsp., 2007, Jungblut i wsp., 2012], w siatkdwce [Rauen, 2000, Bringmann i wsp.,
2013] i opuszce wechowej [Danbolt, 2001]. GLT-1 jest transporterem Glu wyst¢pujagcym w
najwiekszej ilosci w mozgu, gtdéwnie w astrocytach (80-90%) i w zakonczeniach aksonow w regionie
CAL1 hipokampa (5-10%) [Rothstein i wsp., 1994, Chaudhry i wsp., 1995, Mennerick i wsp., 1998,
Berger i Hediger, 2000, Furness i wsp., 2008, Roberts i wsp., 2014, Danbolt i wsp., 2016, Rimmele i
Rosenberg, 2016]. Ekspresja GLT-1 w neuronach wydaje si¢ by¢ gldwnie presynaptyczna. Obliczono,
ze GLT-1 stanowi 2% calkowitego biatka mozgowego i odpowiada za okoto 90% calkowitego
wychwytu Glu w mézgu [Eulenburg i Gomeza, 2010]. Wykazano, ze delecja genu dla GLT-1 u myszy
powoduje prawie calkowitg utrate (okolo 95%) wychwytu Glu [Tanaka i wsp., 1997, Otis i
Kavanaugh, 2000, Matsugami i wsp., 2006, Kiryk i wsp., 2008, Holmseth i wsp., 2012, Zhou i wsp.,
2014]. Ekspresja GLT-1 jest bardzo niska u oseskoéw szczurzych i mysich, i wzrasta wraz z
dojrzewaniem mozgu [Furuta i wsp., 1997, Ullensvang i wsp., 1997, Hanson i wsp., 2015].

W budowie EAAT wyr6znia si¢ osiem domen transblonowych (TM) i dwie petle 0 strukturze
spinki do wloséw: HP1 i HP2 (ang. hairpin loops). HP1 umiejscowiony jest miedzy TM 6 a 7,
natomiast HP2 migdzy TM 7 a 8 (Ryc. 10) [Grunewald i Kanner, 2000].

Ryc.10 Molekularna budowa transporterow Glu. (A) Schemat struktury transportera Glu. Transporter Glu posiada osiem
domen TMI1 i dwie petle HP1 i HP2 (B) Model budowy monomeru transportera Glu przedstawiony na diagramie
wstazkowym, ktory pokazuje ksztalt i potozenie elementow struktury drugorzedowej. Panel lewy: Widok z gory. Panel
prawy: Widok poziomy. Zmodyfikowano wg Divito i Underhill [2014].
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EAAT regulujag neurotransmisj¢ glutaminianergiczng, a mechanizm za pomocg ktorego
realizujg ten proces, jest wynikiem sprzezenia bioenergetyki procesu transportowego i lokalizacji
samych transporterow. Wszystkie transportery odpowiadajg za utrzymanie prawidlowej homeostazy
Glu i transportujg Glu z przestrzeni zewnatrzkomorkowej do cytoplazmy. Astrocytarne GLT-1 i
GLAST odgrywaja kluczowg role w usuwaniu Glu ze szczeliny synaptycznej poprzez cykl GGC
(Ryc. 4) [Robinson i Jackson, 2016]. Biorg one udzial w transporcie L-glutaminianu (L-Glu) oraz
D- lub L-asparaginianu (D, L-Asp) z wysokim powinowactwem (~30 uM dla GLT-1) [Arriza i wsp.,
1994; 1997, Fairman i wsp., 1995]. Podczas jednego cyklu, kazdy transporter wigze jedna
zewnatrzkomérkowg czasteczke Glu, a takze trzy jony Na®, jeden K™ i jeden H* [Zerangue i
Kavanaugh, 1996, Owe i wsp., 2006]. Glu wigze sie z transporterami EAAT z szybkoscig 105-10” M
s’ [Otis i Jahr, 1998, Grewer i wsp., 2000], przy wydajnosci wychwytywania 0,5 dla EAAT 1-3 [Otis
i Jahr, 1998, Bergles i wsp., 2002]. Transporter nastgpnie ulega zmianie konformacyjnej i zostaje
skierowany do wewnatrz komorki, gdzie substraty (Glu, H" i Na*) sg uwalniane do cytoplazmy. Po
tym etapie nastepuje wigzanie jednego wewnatrzkomorkowego jonu K™ i ponowne przejécie do stanu,
gdzie transporter skierowany jest na zewngtrz i uwalnia jon K™ kofczac cykl [Zerangue i Kavanaugh,
1996, Reyes i Parpura, 2009]. Niezwigzany Glu szybko napotyka dostepne transportery EAAT i
zostaje zwigzany, a nastgpnie transportowany, co zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ go z synapsy. Ta
kombinacja buforowania, transportu Glu i ekspres;ji transporterow wyjasnia mechanizm oczyszczania
przestrzeni synaptycznej z Glu przez EAAT. Czynniki wplywajace na wychwyt, w tym roznice
podtypu EAAT i regulacja lokalizacji transporteréw na powierzchni komoérek w poblizu synaps nie sg
dobrze poznane [Tzingounis i Wadiche, 2007].

Z transporterami Glu w astrocytach kolokalizuje Na*/K*-ATPaza [Cholet i wsp., 2002], ktéra
generuje elektrochemiczny gradient wysokiego stezenia jonow K™ i niskiego Na* wewnatrz komorki,
dostarczajac energie do wychwytu Glu [Danbolt, 2001, Sheldon i Robinson, 2007, Vandenberg i
Ryan, 2013]. Gtéwnym zrodlem energii kompleksu transportujacego Na*/K*-ATPaza-Glu jest ATP,
generowany przez glikoliz¢ [Balaban i Bader, 1984]. Transportery Glu oddziatuja fizycznie z
Na+/K+-ATPazg, tworzac z nig makromolekularny kompleks zaangazowany w regulacje
neuroprzekaznictwa glutaminianergicznego [Gegelashvili i wsp., 2007, Rose i wsp., 2009, Bauer i
wsp., 2012].

Dane literaturowe wskazuja, ze transportery Glu moga roéwniez uczestniczyé w
wewnatrzkomorkowych szlakach sygnalizacyjnych wyzwalanych przez ten aminokwas. Zespot
Amara wykazat zalezny od Glu doptyw Ca?* za pomoca niekonwencjonalnego mechanizmu, ktéry
angazowal transportery Glu, a nie receptory Glu, w komoérkach przysadki GH3 [Fairman i wsp.,
1995]. Rozne grupy badawcze sugeruja, ze translokacja transporterow Glu do btony komoérkowe;j jest

regulowana przez sam transporter [Duan i wsp., 1999, Gonzalez i Ortega, 2000]. Odkrycia te
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wskazuja na nowy mechanizm regulacyjny dla transporteréw Glu, ostatnio rozszerzony o dyfuzj¢
btonowg transporterow, ktora modyfikuje kinetyke pobudzajacych pradéw postsynaptycznych (ang.
kinetics of excitatory postsynaptic currents) [Murphy-Royal, 2015]. W tym konteks$cie transportery
Glu maja wlasciwo$ci podobne do receptorow; wykazano, ze w korowych astrocytach szczurzych,
L-Glu, D- i L-asparaginian, oraz podlegajgce transportowi inhibitory wychwytu Glu zwigkszaja
fosforylacje p42/44 MAPK [Abe i Saito, 2001]. Aktywnos¢ transporterow Glu wplywa réwniez na
szlak PI3K/Akt/mTOR [Martinez-Lozada i wsp., 2011, Lopez-Colomé i wsp., 2012].

Nadmierne stezenie zewnatrzkomorkowego Glu moze by¢ skutkiem nadmiernego uwalniania
badz uposledzonego wychwytu zwrotnego przez astrocyty. Nadmierne uwalnianie Glu prowadzi do
ekscytotoksycznej $mierci neuronéw [Choi, 1988], a ponadto jest zwigzane z réznymi stanami
chorobowymi, poczawszy od zmian niedokrwiennych, poprzez zaburzenia demielinizacyjne jak
stwardnienie rozsiane, po choroby neurodegeneracyjne: AD i HD [Domingues i wsp., 2010].
Mechanizm molekularny lezacy u podstaw nieprawidtowego wychwytu Glu w tych schorzeniach nie
we wszystkich przypadkach udato si¢ zidentyfikowa¢. Niemniej wiele danych wskazuje na korelacje
pomiedzy obnizeniem ekspresji GLAST i GLT-1, a deficytami poznawczymi towarzyszacymi
zarowno wymienionym schorzeniom [Gegelashvili i Bjerrum, 2014], jak i obserwowanymi podczas
ekspozycji na metale cigzkie: otow i metylorte¢ [Karki i wsp., 2015]. Obnizona ekspresja GLT-1
obserwowana w ALS, schizofrenii, zaburzeniach nastroju i leku, AD, urazach moézgu, jaskrze,
demencji zwigzanej z HIV jest wynikiem zarowno nieprawidtowej regulacji na poziomie transkrypcji
jak i zaburzen dojrzewania mRNA (splicingu) [Lin i wsp., 1998, Lauriat i Mclnnes, 2007].

Wychwytowi Glu przez astrocyty (za posrednictwem transporterow Glu) towarzyszy rowniez
transport wody, ktéry moze powodowaé obrzmiewanie astrocytow wokol synaps, co powoduje
zmniejszenie pozakomorkowej przestrzeni synaptycznej podczas transmisji 1 przetwarzania
synaptycznego [O’Shea, 2002, Gunnarson i wsp., 2008]. Aby przywroci¢ objetos¢ przestrzeni
pozakomorkowej, astrocyty transportuja wode do otaczajacych je naczyn krwiono$nych poprzez kanat
wodny AQP4 umiejscowiony w okolonaczyniowych zakonczeniach astrocytow. Badania
przeprowadzone in vitro, jak i in vivo wskazuja, ze delecja genu Aqp4 u myszy obniza ekspresje
transportera GLT-1 i uposledza zdolnos¢ wychwytu Glu [Zeng i wsp., 2007, Li i wsp., 2012, Yan i
wsp., 2013].

35



Hipoteza i cele pracy

V. HIPOTEZA | CELE PRACY

Postawiono hipoteze roboczg zaktadajaca, ze dlugotrwale pobudzenie NMDAR w astrocytach
mysich wplywa na ekspresje i/lub aktywno$¢ biatek astrocytarnych, kluczowych dla ich funkcji
homeostatycznych.

W swietle tej hipotezy cele pracy sprowadzity si¢ do:

1. Potwierdzenia obecnosci NMDAR w hodowanych astrocytach mysich.

2. Zbadania, czy dtugotrwate pobudzenie NMDAR wplywa na ekspresj¢ wybranych biatek
astrocytarnych o dobrze zdefiniowanej roli fizjologicznej:

a) syntetazy glutaminy (GS),

b) kanalu wodnego akwaporyny 4 (AQP4),

c) kanatu potasowego Kir4.1,

d) biatek transportujacych Glu: GLAST (EAAT 1) i GLT-1 (EAAT 2).

3. Ustalenia, czy pojawienie si¢ skutkow dtugotrwatego pobudzenia astrocytarnego NMDAR

wymaga obecnosci jonow wapnia w pozywce hodowlane;j.

Dodatkowo podj¢to probe ustalenia:

4. Czy pobudzenie astrocytarnego NMDAR wigze si¢ ze zmianami jego sktadu podjednostkowego.
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VI. MATERIALY I METODY

V1.1. Hodowle pierwotne korowych astrocytéw mysich

Pierwotne korowe astrocyty mysie hodowano wedtug metody Hertz’a [1989]. Siedmiodniowe
oseski mysie (C57BL6/J) dekapitowano 1 natychmiast izolowano kor¢ modzgowa. Tkanke
przepuszczano przez nylonowe filtry o érednicy 80 um, a nastepnie 40 um (Millipore, Burlington,
MA, USA), po czym zawieszano w pozywce DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) wzbogaconej ptodowa surowica bydleca (FBS; ang. fetal
bovine serum) (Bio-Tech, Warszawa, Polska). Komoérki hodowano w standardowych warunkach
(5% COg, 37°C) na szalkach lub ptytkach plastikowych (Nunc, Roskilde, Dania) przez 3 tygodnie, a
pozywke wymieniano dwa razy w tygodniu. Stezenie FBS w pozywce w pierwszym tygodniu
wynosito 20%, w drugim tygodniu - 15%, a w trzecim 10%. Ponadto, w trzecim tygodniu hodowli do
pozywki dodawano dwumaslan cyklicznego 3°,5° adenozynomonofosforanu (dBCAMP; ang. diButyryl
cyclic Adenosine MonoPhosphate) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) w stezeniu koncowym
0,25 mM, aby zaindukowa¢ roznicowanie morfologiczne i dojrzewanie funkcjonalne astrocytow,
wyrazajace si¢ zwigkszeniem ekspresji GS, GLT-1 oraz wychwytu D-Asp [Fedoroff i wsp., 1984,
Lange i wsp., 2012]. Do pozywki DMEM dodawano antybiotyki w stezeniu koncowym 100 U/ml
penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Warunki inkubacji komoérek z odczynnikami

W celu wyjasnienia roli poszczegdlnych puli wapnia: zewnatrz- i wewnatrzkomorkowej,
inkubacje¢ prowadzono w pozywce z wapniem i bez wapnia (DMEM high glucose, no calcium; Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; 10% FBS). Inkubacje w pozywce bezwapniowej
ograniczono do 8 godzin ze wzgledu na obumieranie astrocytow przy dtuzszym okresie inkubacji.

Po 21 dniach hodowli, pozywke usuwano, komorki przeptukiwano dwukrotnie buforem PBS
(137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 7,3 mM Na;HPOQO4; 0,9 mM CaClz; 0,5 mM MgCly; pH 7,4; 37°C), a
doswiadczenia przeprowadzano na astrocytach nietraktowanych (kontrolnych) oraz traktowanych
przez:
a) 8 godzin 2mM Glu lub 100 uM NMDA w pozywce wapniowej (DMEM z wapniem; 10% FBS) lub

bezwapniowej (DMEM bez wapnia; 10% FBS);

b) 72 godziny 2 mM Glu lub 100 puM NMDA w pozywce wapniowej (DMEM z wapniem; 10% FBS).

100 uM NMDA jest toksyczny dla neuronéw [Papadia i wsp., 2008, Wroge i wsp., 2012], ale nie dla
astrocytow [Lachmann i wsp., 2013, Obara-Michlewska i wsp., 2015].
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V1.2. Badanie przezywalnosci astrocytow

Do badania przezywalnosci astrocytow zastosowano metod¢ MTT opisang przez Mosman’a
[1983] z nieznacznymi modyfikacjami. Zasada tej metody opiera sie na zdolnosci metabolizowania
przez mitochondrialne dehydrogenazy bromku 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu
(MTT) do formazanu. Reakcja zachodzi tylko w zywych komorkach, a stezenie formazanu jest
proporcjonalne do przezywalnosci komorek w hodowli. Komoérki wysiewano w gestosci 40 tys.
komorek/dotek i hodowano na ptytkach 24-dotkowych inkubujgc je z NMDA a) przez 8 godzin w
obecnosci pozywki wapniowej i bezwapniowej i b) przez 72 godziny w pozywce wapniowej. Po
uptywie badanego czasu, komorki przeptukiwano PBS (37°C) i inkubowano z roztworem MTT
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) w PBS (0,5 mg/ml) przez 30 minut w 37°C. Nastepnie
roztwor odciggano, dodawano 350 ul 96,6% dimetylosulfotlenku (DMSO; ang. dimethyl sulfoxide;
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) rozpuszczajacego formazan i inkubowano 10 minut na
kotysce. Po inkubacji przenoszono po 100 ul probek na plytke 96-dotkowa i za pomoca
spektrofotometru (MR680, Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA), mierzono absorbancje przy dugosci
fali 570 nm. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli, ktorg stanowity komorki nietraktowane
NMDA.

VI1.3. Analiza immunocytochemiczna i analiza obrazu za pomoca mikroskopii

konfokalnej i z kontrastem fazowym

Astrocyty z 21-dniowej hodowli pierwotnej przesiewano na pokryte polilizyng (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) szkielka nakrywkowe o $rednicy 14 mm (Medlab Products)
znajdujace si¢ w plytkach 24-dotkowych. Gegsto§¢ komorek w momencie wysiewu wynosita 1-1.5 X
10%/cm?. W celu znakowania immunocytochemicznego komoérki utrwalano przez 20 minut w 4%
roztworze paraformaldehydu w sterylnym PBS, po czym ptukano trzykrotnie roztworem PBS i
inkubowano w roztworze zawierajagcym 0,25% Triton X-100 w PBS przez 30 minut w temperaturze
pokojowej (RT; ang. room temperature) w celu permeabilizacji bton komorkowych astrocytow. Po
trzykrotnym przeptukaniu roztworem PBS komorki inkubowano z mieszaning blokujaca zawierajaca
10% surowicy koziej (NGS; ang. normal goat serum) lub 5% albuminy surowicy bydlecej (BSA; ang.
bovine serum albumine) przez 60 minut w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania
przeciwcial.

Jako pierwszorzgdowych przeciwciat uzywano:

1) do znakowania astrocytow - monoklonalne przeciwciato GFAP (1:400, IgG1, MAB360, Merck,
Darmstadt, Niemcy) w roztworze PBS/mieszanina blokujaca (10% surowica kozia w PBS) w

stosunku 1:1,
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2) do znakowania podjednostki GIuUN1 NMDAR - monoklonalne przeciwciato anty-GIuN1 (1:200,
IgG, 05-432, Merck, Darmstadt, Niemcy) w roztworze PBS/mieszanina blokujaca (10% surowica
kozia w PBS) w stosunku 1:1,

3) do znakowania GS - poliklonalne przeciwciato anty-GS (1:1000, IgG, G2781, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) w roztworze PBS/mieszanina blokujaca (10% surowica kozia w PBS) w
stosunku 1:1,

4) do znakowania AQP4 - poliklonalne przeciwciato anty-AQP4 (1:200, 1gG, sc-9888, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Teksas, USA) w roztworze PBS/mieszanina blokujaca (10% surowica kozia w
PBS) w stosunku 1:1,

5) do znakowania Kir4.1 - poliklonalne przeciwciato anty-Kir4.1 (1:100, 1gG, AGP-012, Alomone
Labs, Jerusalem, Izrael) w roztworze PBS/mieszanina blokujaca (5% BSA w PBS) w stosunku 1:1.

W celu udowodnienia czysto$ci prowadzonej hodowli astrocytow mysich wykonano
dodatkowe barwienia na neurony i mikroglej. W do$wiadczeniach tych jako pierwszorzedowych
przeciwcial uzywano:

6) do znakowania neuronéw - monoklonalne przeciwciato anty-NF200 (1:400, 1gG1, NO142, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) w roztworze PBS/mieszanina blokujaca (10% NGS w PBS) w
stosunku 1:1,

7) do znakowania mikrogleju - poliklonalne przeciwciato anty-iba-1 (1:500, 1gG, ab5076, abcam,
Cambridge, Wielka Brytania) w roztworze PBS/mieszanina blokujaca (5% BSA w PBS) w stosunku
1:1.

Po catonocnej inkubacji w 4°C przeciwciata pierwszorzgdowe odptukiwano roztworem PBS i
naktadano odpowiednie przeciwciata drugorzedowe:
1) anty-mysie 1gG1 Alexa Fluor 488 (dla NF-200, GFAP),
2) anty-kozie 1gG Alexa Fluor 546 (dla iba-1, AQP4),
3) anty-mysie 1gG2a Alexa Fluor 546 (dla GluN1 NMDAR),
4) anty-krolicze 1gG Alexa Fluor 546 (dla GS),
5) anty-swinka morska IgG Alexa Fluor 568 (dla Kir4.1) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) w stosunku 1:500 w roztworze PBS przez 60 minut w RT. W przypadku
znakowan podwodjnych naktadano kolejne przeciwciata pierwszo- 1 drugorzedowe, stosujac
analogiczng procedurg. Nastgpnie po trzykrotnym przeptukaniu roztworem PBS barwiono jadra
komoérkowe uzywajac Hoechst 33258 (H1398, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Po trzykrotnym przeptukaniu roztworem PBS preparaty wyjmowano z ptytki 24-dotkowe;j,
osuszano i naktadano na szkietka mikroskopowe zatapiajagc w Dako Fluorescence Mounting Medium

(Agilent, Santa Clara, CA, USA) i pozostawiano do wyschnigcia w RT.
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Preparaty ogladano i analizowano w Srodowiskowym Laboratorium Laserowych Technik
Mikroskopowych (IMDiK PAN) z wykorzystaniem konfokalnego mikroskopu skaningowego LSM
780/Elyra PS.1 (Zeiss, Jena, Niemcy). Do wzbudzania fluorochroméw uzyto: lasera argonowego
(488 nm) do wzbudzenia Alexa Fluor 488, lasera DPSS (561 nm) do pobudzenia Alexa Fluor 546 i
diody 405 nm do znacznika jader Hoechst. Obrazy analizowano przy uzyciu programu ZEN 2012
(Zeiss, Jena, Niemcy).

Mikrofotografie z kontrastem fazowym wykonano przy uzyciu analizatora Juli Smart

Fluorescent Cell Analyzer (Bulldog Bio, Rochester, Nowy Jork, USA).

V1.4. 1zolacja RNA z hodowli komorkowych

Catkowity kwas rybonukleinowy (RNA; ang. rybonucleic acid) izolowano z astrocytow za
pomoca odczynnika TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) [Chomczynski i Sacchi,
1987]. Komorki, przeptukiwano 1 ml zimnego buforu PBS i zalewano 1 ml TRI Reagent’u na
3 minuty. Lizat komorkowy przenoszono do probéwek typu Eppendorf, dodawano 0,2 ml
chloroformu (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) i wytrzagsano energicznie. Po 5 minutach
inkubacji w RT probki wirowano (12 000xg, 15 minut, 4°C). Faz¢ wodng (gorng) przenoszono do
nowych probowek, w celu wytracenia RNA, dodawano 0,5 ml izopropanolu (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA), wytrzasano intensywnie 3 razy przez 15 sekund, inkubowano 10 minut w RT,
po czym probki wirowano (10 000xg, 10 minut, 4°C). Nadsacz usuwano, a osad zalewano 1 ml
schtodzonego 75% etanolu (Polskie Odczynniki Chemiczne S.A.), worteksowano i wirowano
(10 000xg, 10 minut, 4°C). Po usunigciu nadsaczu probki suszono (~20 minut, 37°C) i zawieszano w
20 ul HO DEPC, w ktorej zinaktywowano RNazy poprzez uprzednie podanie
0,1% dietylopiroweglanu (DEPC) i autoklawowanie (H.O DEPC).

Otrzymane mRNA oczyszczano z genomowego DNA za pomocg DNazy I z zestawu DNase [
(Ambion, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Zgodnie z zaleceniami producenta probki
rozcienczano tak, aby uzyskac¢ stezenie 10 pg kwasu nukleinowego w 50 pl roztworu. Nastepnie
dodawano 5 ul buforu (10X DNase I Buffer) i 1 pul enzymu (DNase I). Po zmieszaniu probki
inkubowano 30 minut w temperaturze 37°C. Nastgpnie do probek dodawano EDTA w stezeniu
koncowym 5 mM i inkubowano je przez 10 minut w temperaturze 75°C w celu inaktywacji DNazy.

Tak przygotowane probki wykorzystywano do reakcji odwrotnej transkrypcji.

V1.5. Pomiar st¢zenia oraz czystosci RNA

Stezenie i czystos¢ preparatow RNA oznaczano w spektrofotometrze NanoDrop ND1000
(Marshall Scientific, Hampton, USA), mierzac gestos¢ optyczna (OD; ang. optical density) przy
dhugosci fali 260 i 280 nm, stosujac zasade, ze OD260 = 1 odpowiada 40 pg RNA, a stosunek
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0D260/0D280 rowny 2 oznacza czysty RNA. Do badan uzywano RNA o stosunku OD 260/280 nm
wyzszym od 1,6.

V1.6. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription) przeprowadzano w celu uzyskania
DNA komplementarnego do RNA (cDNA; ang. complementary DNA). Do odwrotnej transkrypcji
uzywano 1 ug RNA, uzupetniajac do 10 ul objetos¢ probek H.O DEPC. Reakcje syntezy cDNA
przeprowadzano z uzyciem zestawu odczynnikow High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA). Reakcje odwrotnej transkrypcji (sktad
mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 1) przeprowadzono w termocyklerze (T3000,
Biometra GmBH, Goéttingen, Niemcy), W nast¢pujacych warunkach: 10 minut w 25°C, 120 minut w
37°C, 5 minut w 85°C.

Tab.1 Sklad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w reakcjach odwrotnej transkrypcji z uzyciem zestawu odczynnikéw High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

bufor do reakcji odwrotnej transkrypcji 10x RT Buffer 2
mieszanina deoksynukleotydow 25x ANTP Mix (100mM) 0,8
primery 10x RT Random Primers 2
odwrotna transkryptaza MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1
H.O DEPC 4,2
RNA 10
Calkowita objetos¢ 20

VI1.7. Wyciszanie ekspresji podjednostki GIluN1 NMDAR w astrocytach przy uzyciu
SIRNA

Woyciszanie ekspresji podjednostki GIUN1 (gen Grinl), sktadowej NMDAR odpowiedzialnej
za tworzenie kanatu jonowego [Traynelis i wsp., 2010] przeprowadzono wykorzystujac technologie
SiIRNA. Cztery 21-nukleotydowe dupleksy RNA (5’-CAGCGTCTGGTTTGAGATGAT-3’;
5’-CTGCGTTGACCTGCTCATCAA-3’; 5’-CAGGATAGAAAGAGTGGTAGA-3’;
5’-CAGACTAAAGATAGTGACAAT-3’) specyficzne dla podjednostki GIuN1 NMDAR i kodujace
inne regiony genu umozliwiajagc najbardziej efektywne wyciszenie, zakupiono w Qiagen i
postepowano wedlug protokotu producenta. Do doswiadczen wykorzystywano trzytygodniowe
hodowle astrocytow, ktore przeptukiwano buforem PBS, trypsynizowano i wysiewano na ptytki
6-dotkowe w gestosci 155.000 - 160.000 w 1,5 ml DMEM (10% FBS). Tego samego dnia komorki

transfekowano z uzyciem odczynnika do transfekcji HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, Hilden,
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Niemcy) wedlug protokotu producenta: ,.fast-forward protocol for transfection of adherent cells”.
SIRNA (5 uM) zawieszano w 300 ul OptiMEM (bez FBS, antybiotykow, itp.) (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), wraz z 9 pl odczynnika do transfekcji HiPerFect Transfection
Reagent (Qiagen, Hilden, Niemcy). Po 30 minutach inkubacji w RT kompleksy siRNA-HiPerFect
uformowaty sie i nastgpnie, po kropli, dodawano je do wysianych komorek i delikatnic mieszano.
Komérki hodowano w standardowych warunkach przez 24 godziny. Po tym czasie poddane
transfekcji komorki hodowano w standardowych warunkach przez 8 i 72 godziny w obecnosci
100 uM NMDA. Komorkami kontrolnymi wobec transfekowanych kompleksami siRNA-HiPerFect
byty komorki hodowane w obecnosci samego odczynnika do transfekcji HiPerFect (,,mock™). Po tym
czasie, badano poziom mRNA dla GIuN1 NMDAR, GS, AQP4, Kir4.1 w komodrkach metoda PCR w

czasie rzeczywistym.

V1.8. Analiza ilosciowa ekspresji mRNA metodg PCR w czasie rzeczywistym

Poziom mRNA dla genéw GS (Glul), AQP4 (Agp4), Kir4.1 (Kcnj10), podjednostek NMDAR
(GIuN1- Grinl, GluN2a — Grin2a, GluN2b — Grin2b, GIuN2c — Grin2c, GluN2d — Grin2d, GIuN3a -
Grin3a, GIuN3b — Grin3b), GLT-1 (Slcla2), GLAST (Slcla3) oraz B-aktyny (Actb) i 185 RNA
(Rn18s), ktorych uzywano jako genow referencyjnych, oznaczano metoda PCR w czasie
rzeczywistym (Real-Time PCR; ang. real-time PCR), wykorzystujac sondy (znakowane
fluorescencyjnie startery) TagMan Gene Expression Assay (Tabela 3) oraz TagMan Fast Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA). Do reakcji uzywano 1,5 ul
matrycy cDNA i 5 ul TagMan Fast Universal PCR Master Mix, a calkowita objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej (sktad: Tabela 2) wynosita 10 pl. Reakcje Real-Time PCR dla wszystkich badanych genow
przeprowadzano w ptytkach 96-dotkowych w wystandaryzowanych warunkach (10 minut aktywacji
polimerazy w 95°C, 40 cykli: 30 sekund denaturacji w 95°C, 1 minuta przylgczania w 60°C) w
aparacie ABI PRISM 7500 Fast Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornia, USA). Wzgledng zmiang poziomu mRNA obliczono wedlug metody AACt [Livak i
Schmittgen, 2001] odnoszac si¢ do genu referencyjnego — B-aktyny lub 18S RNA.

Tab.2 Sktad mieszaniny reakcyjnej do Real-Time PCR przeprowadzanej z uzyciem zestawu odczynnikow TaqMan Gene
Expression.

TagMan Fast Universal PCR Master Mix 5

TagMan Gene Expression Assay

(sonda, primer) 0.5
H,O DEPC 3

cDNA 15
Calkowita objetos¢ 10
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Tab.3 Sondy TagMan stosowane w reakcji Real-Time PCR.

Glul GS Mm00725701 sl
Agqp4 aquaporin 4 Mm00802131_m1
Kcnj10 Kir4.1 Mm00445028 ml
Grinl GluN1 Mm00433790_m1
Grin2a GIuN2a MmO00433802_m1
Grin2b GIuN2b Mm00433820_m1
Grin2c GluN2c Mm00439180_m1
Grin2d GluN2d Mm00433822_m1
Grin3a GluN3a Mm01341723_m1l
Grin3b GIuN3b MmO00504568 m1
Slcla? GLT-1 Mm00441457_m1
Slcla3 GLAST MmO00600697_m1
Actb B-aktyna MmO00607939_s1
Rn 18s 18S RNA Mm03928990_g1

V1.9. Oznaczanie aktywnosci syntetazy glutaminy

Aktywnos¢ syntetazy glutaminy (GS) w astrocytach oznaczano metoda kolorymetryczng
opisang przez Robinsona [2015], polegajacej na pomiarze ilosci y-glutamylohydroksaminianu,

powstatego w wyniku reakcji hydroksyloaminy z glutaming:
Gln + hydroksylamina Gs, v-glutamylohydroksaminian + NH;

Po 8godzinach inkubacji z NMDA komorki, rosnagce na szalkach o srednicy 6 cm,
przeptukiwano roztworem PBS, zalewano 1 ml PBS i zeskrobywano skrobaczks. Po przeniesieniu
komorek do probowek typu Eppendorf probki wirowano na niskich obrotach (2500%g, 5 minut, 4°C),
po czym znad osadzonych komorek usuwano supernatant i dodawano 100 ul buforu imidazolowego
(50 mM imidazol o pH 7,2). Nastepnie komorki poddawano lizie poprzez naprzemienne zamrazanie
(cztery razy po 5 minut) w suchym lodzie i rozmrazanie w tazni wodnej w 37°C. Z otrzymanego
lizatu komoérkowego pobierano 25 pl, ktore przenoszono do nowych proboéwek w celu oznaczenia
zawartosci biatka metoda BCA, a do reszty (75 ul) zawiesiny dodawano mieszaning reakcyjng
(50 mM imidazol o pH 7,2; 2 mM MnCly; 25 mM arsenian sodu; 0,16 mM ADP; 50 mM GIn; 25 mM
hydroksylamina) i inkubowano przez 2 godziny w 37°C. Reakcj¢ zatrzymywano dodajac bufor
stopujacy (0,37 M FeCls; 0,67 M HCI; 0,2 M kwas trichlorooctowy). Nastepnie probki wirowano
(15 000xg, 5 minut) i przenoszono po 200 ul supernatantu z kazdej probki (i standardéow do krzywej
wzorcowej) do dotkow na ptytce 96-dotkowej. Absorbancj¢ oznaczano przy dhugosci fali 540 nm z

wykorzystaniem mikroptytkowego czytnika fluorescencji FLUOstar Omega (BMG LABTECH

43



Materiaty i metody

GmbH, Ortenberg, Niemcy) wobec y-glutamylohydroksaminianu (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) jako standardu. Aktywnos¢ GS wyznaczano na podstawie wartosci absorbancji roztworéw
v-glutamylohydroksaminianu o st¢zeniu 0 — 5 mM w buforze imidazolowym. Wartosci aktywnosci
GS standaryzowano wzgledem zawarto$ci biatka w probkach poddanych reakcji (metoda BCA).

Jednostke aktywnos$ci GS definiowano jako umol/mg biatka/min i wyrazono jako procent kontroli.

V1. 10. Wychwyt D-[2,3-*H]-asparaginianu

Po 72 godzinach inkubacji astrocytow (hodowanych na ptytkach 24-dotkowych; Nunc) z
100 uM NMDA lub 2 mM Glu pozywke usuwano i komorki przeptukiwano dwukrotnie buforem
Krebsa (118 mM NacCl; 25 mM NaHCOs; 4,7 mM KCI; 1,2 mM KH2POg4; 2,5 mM CaCly; 1,2 mM
MgSOs; 10 mM glukoza) wysycanym 95% O i 5% COg, pH 7,4, o temperaturze 37°C. Wychwyt Asp
(niemetabolizowanego analogu Glu) badano preinkubujac astrocyty w buforze Krebsa przez 15 minut
w 37°C. Po podaniu nieznakowanego D-Asp o stezeniu 500 uM, a w doswiadczeniach kinetycznych
w stezeniu 10 — 1500 uM, wychwyt rozpoczynano od dodania 0,1 uCi/ml D-[2,3-*H]-Asp
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA; specyficzna radioaktywnos¢ 9,25 MBg/ml) na 3 minuty.
Wychwyt zatrzymywano przez szybkie dodanie 1 ml zimnego (4°C) buforu Krebsa, ktéry usuwano, a
komorki trzykrotnie przeptukiwano zimnym (4°C) buforem Krebsa. Nastepnie komorki zalewano
500 pul 1 M NaOH i przez 60 minut poddawano lizie w 37°C. Do fiolek scyntylacyjnych pobierano
400 pl lizatu i dodawano 2 ml ptynu scyntylacyjnego InstaGell (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

Radioaktywnos¢ probek (cpm; ang. counts per minute) mierzono w liczniku scyntylacyjnym
(Wallac 1409, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) przez 5 minut. Pozostaty lizat komoérkowy stuzyt
do oznaczenia bialka metoda Bradforda [1976]. Wyniki wyrazono jako stosunek dpm

(ang. disintegrations per minute) do ilosci biatka i przedstawiono jako procent kontroli.

V1. 11. Wigzanie [3-*H]-MK801

Po 21 dniach hodowli, pozywke usuwano i komorki przeptukiwano dwukrotnie buforem

(20 MM HEPES, pH 7.4 o temperaturze 37°C). Specyficzne wiazanie [°H]-MK801 (antagonisty
NMDAR blokujacego kanat receptora), badano preinkubujac astrocyty przez 15 minut w 37°C w
buforze z:

a) 100 uM NMDA,

b) 2 mM Glu,

c) 30 uM Gly + 100 uM NMDA,

d) 30 uM Gly + 2 mM Glu.
Po preinkubcacji dodawano 4 nM [3H]-MK801 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA; specyficzna
radioaktywnos¢ 9,25 MBg/ml) na 15 minut. Przy oznaczaniu wigzania niespecyficznego stosowano
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1 mM MKS801. Wigzanie zatrzymywano przez szybkie dodanie 1 ml zimnego (4°C) buforu, ktory
usuwano, a komorki trzykrotnie przeptukiwano zimnym (4°C) buforem. Nast¢gpnie komorki zalewano
500 ul 1 M NaOH i przez 60 minut poddawano lizie w 37°C. Do fiolek scyntylacyjnych pobierano
400 pl lizatu i dodawano 2 ml ptynu scyntylacyjnego InstaGell (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).
Radioaktywnos¢ probek (cpm; ang. counts per minute) mierzono w liczniku scyntylacyjnym
(Wallac 1409, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) przez 5 minut. Pozostaty lizat komorkowy stuzyt
do oznaczenia biatka metoda Bradforda [1976]. Wyniki wyrazono jako stosunek dpm do ilosci biatka

i przedstawiono jako procent kontroli.

VI. 12. Badanie zmian stezenia wapnia wewnatrzkomérkowego ([Ca?*]i)

Badaniu poddano:
1) komoérki hodowane w standardowych warunkach,
2) komorki traktowane 50 pM MK801 przez 45 minut w 37°C w pozywce hodowlane;j,
3) komorki z wyciszong podjednostkg GluN1 NMDAR (,,siGluN1”),
4) komorki kontrolne wobec transfekowanych, ktore hodowano w obecnosci samego odczynnika do
transfekcji HiPerFect (,,mock™).

Zmiany [Ca?*]i byly rejestrowane za pomocg wskaznika fluorescencyjnego wrazliwego na
zmiany stezenia wapnia — Fluo3 [Schousboe i wsp., 1992]. Astrocyty byly inkubowane przez 45
minut w 37°C z 5 uM Fluo3 (F1242, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 0.02% kwasem
pluronowym (P2443, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) w buforze Locke 5 o sktadzie:
154 mM NaCl, 5 mM KCI, 2.3 mM CaClz, 4 mM NaHCO3, 5 mM glukoza i 5 mM HEPES (pH 7.4).
Nastepnie roztwor odciggano i po trzykrotnym przeptukaniu komoérek buforem Locke 5, podawano
NMDA lub Glu. Komérkom podawano rowniez 100 uM ATP jako pozytywna kontrole [Jeremic i
wsp., 2001, Shigetomi i wsp., 2010].

Zmiany we fluorescencji Fluo3 byty monitorowane co 10 s przez 25 minut z wykorzystaniem
mikroptytkowego czytnika fluorescencji FLUOstar Omega (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg,
Niemcy) ustawionego na wzbudzenie przy dtugosci fali 485 nm i emisje przy dtugosci fali 538 nm.
Poziom wyjs$ciowy fluorescencji byt rejestrowany przez 90 sekund, po czym rejestrowano zmiany we

fluorescencji po traktowaniu NMDA lub Glu.

Intensywnos¢ fluorescencji komorek inkubowanych z Fluo3 byta mierzona rowniez za pomocg
mikroskopu semikonfokalnego ze spindyskiem Cell Observer SD (Zeiss, Jena, Niemcy)
zaopatrzonego w os$wietlacz Colibri emitujacy $wiatto ledowe o diugosci fali 488 nm. Pomiary

fluorescencji Fluo3 rejestrowano co 15 sekund przez 25 minut. Po akwizycji obrazy analizowano przy
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uzyciu pakietu fizjologicznego programu ZEN 2012 (Zeiss, Jena, Niemcy) w Srodowiskowym

Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych (IMDiK PAN).

Ze wzgledu na stabilno$¢ autofluorescencji, ktora nie przekraczata 10% wyjsciowego poziomu
fluorescencji ptytek z komoérkami inkubowanymi z Fluo3, nie bylo potrzeby jej korygowania w
ustawieniach zadnego z do$wiadczen. Przy pomiarach za pomocg mikroskopu semikonfokalnego
odjeto Sszum tla, a obszary zainteresowania (ROI; ang. region of interest) zostaly precyzyjnie
narysowane wokot kazdej wybranej do liczenia komorki. Srednig intensywno$¢ fluorescencji (F)
zmierzono dla kazdego wariantu doswiadczenia w plytce (metoda wykorzystujagca czytnik
fluorescencji) i zaznaczonego uprzednio ROI (metoda wykorzystujaca mikroskop semikonfokalny), a
zmiany [Ca?*]i oceniano przez obliczenie wzglednej zmiany fluorescencji w stosunku do poziomu
wyjsciowego (4F/Fo) 0 wzorze AF/Fo = (Fix-Fo)/Fo, gdzie Fi jest F w czasie x, a Fo oznacza $rednia
fluorescencj¢ podczas pierwszych 90 sekund (metoda wykorzystujaca czytnik fluorescencji) lub 165
sekund (metoda wykorzystujaca mikroskop semikonfokalny). Wzglgedna zmiana fluorescencji (4F/Fo)
dla kazdej wybranej komorki zostata obliczona jako suma znormalizowanych wartosci AF/Fo migdzy
0 a 100 sekundg (metoda wykorzystujgca czytnik fluorescencji) oraz migdzy 0 a 3 minutg (metoda
wykorzystujaca mikroskop semikonfokalny). Wyniki uzyskane przy uzyciu mikroskopu
semikonfokalnego przedstawiono jako obrazy spod mikroskopu i przestrzenne profile intensywnosci
$wiecenia obrazow (2.5 D) dla przyktadowego do$wiadczenia w czasie O sekund (Ryc. 25-33; A -
przed stymulacja) i po traktowaniu NMDA lub Glu (Ryc. 25-33; B - 3 minuta), czy ATP (Ryc. 27; B -
3 minuta), oraz jako przyktadowy wykres intensywnosci fluorescencji dla 13 losowo wybranych

komorek z danego wariantu do$wiadczenia w czasie 0 do 25 minut (Ryc. 25-33 C).

Wyniki na Ryc. 34A i C (metoda wykorzystujaca mikroskop semikonfokalny) oraz Ryc. 35
(metoda wykorzystujgca czytnik fluorescencji) przedstawiono graficznie jako warto$ci procentowe
wzglednej zmiany fluorescencji w stosunku do poziomu wyjsciowego (4F/Fo %). Ponadto, dane
iloSciowe charakteryzujace wzrost fluorescencji Fluo3 powyzej poziomu wyj$ciowego, zmierzone tuz
po szybkiej fazie wzrostu poziomu Ca?*, tj. po traktowaniu NMDA lub Glu, i réznice miedzy grupami
eksperymentalnymi przedstawiono na Ryc. 34 B, D (metoda wykorzystujaca mikroskop
semikonfokalny) oraz na Ryc. 36 (metoda wykorzystujaca czytnik fluorescencji). Dane przedstawione
na Ryc. 34 i Ryc. 36 uzyskano z trzech niezaleznych hodowli komorkowych. Wyniki dla kazdego
wariantu do$wiadczenia na Ryc.34 przedstawiajg Srednie dane zebrane z 5 losowo wybranych

komorek w obserwowanym polu widzenia.
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V1. 13. 1zolacja i analiza elektroforetyczna bialek metoda Western-blot (WB)

Do lizy komorek uzywano buforu RIPA (ang. radio-immunoprecipitation assay) o sktadzie:
0,5% CHAPS; 0,01 M fosforan sodu (pH=7,2); 0,15 M NaCl; 0,1% SDS; 1% deoksycholan sodu;
1% NP-40 (lgepal; Fluka); 2 mM EDTA. Bezposrednio przed doswiadczeniem do buforu dodawano
50 mM fluorek sodu oraz mieszaniny inhibitorow proteaz (1:200) i fosfataz (1:100) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA). Komorki, rosngce na szalkach o srednicy 6 cm lub 10 ¢cm, przeptukiwano
PBS, zalewano 1 ml PBS i zeskrobywano skrobaczka. Po przeniesieniu komoérek do probowek typu
Eppendorf probki wirowano na niskich obrotach (2500xg, 5 minut, 4°C), po czym znad osadzonych
komorek usuwano supernatant i dodawano 50 ul buforu RIPA. Lizat komérkowy poddawano krotkiej
(15 sekund) trzykrotnej sonifikacji na lodzie i wirowano (10.000xg, 10 minut, 4°C). Supernatant,
zawierajacy biatka przenoszono do nowych probowek typu Eppendorf i oznaczano zawarto$¢ biatka
metoda BCA wedtug protokotu zataczonego przez producenta (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA).

Do 20 pg (120 pg w przypadku GIuN1 NMDAR) biatka dodawano odczynnik obciazajaco-
barwiacy (Sample Buffer Laemmli 2x Concentrate, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
i inkubowano 30 minut w RT (w przypadku GIuN1 NMDAR, GS, Kir4.1) lub 30 minut w 37°C (w
przypadku AQP4). Probki biatka naktadano na 10% zel poliakrylamidowy i dokonywano rozdziatu
elektroforetycznego bialek (SDS-PAGE; ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis) w buforze do elektroforezy (sktad w Tabeli 4), w aparacie firmy Bio-Rad (Bio-Rad,
Hercules, Kalifornia, USA). Na zel razem z probkami naktadano marker PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder 10-250 kDa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) w celu identyfikacji
wielkosci prazkoéw uzyskanych po rozdziale. Nast¢pnie przeprowadzano poétsuchy transfer biatek z
zelu na membrang nitrocelulozows (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA) w buforze do transferu
potsuchego (sktad w Tabeli 4), w aparacie Trans-Blot® Turbo™ Transfer System firmy Bio-Rad
(napigcie 25 V, natezenie 1 A, 30 minut). Wydajnos¢ transferu sprawdzano stosujac barwienie
roztworem odczynnika Ponceau S (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Po transferze
membrang z biatkami inkubowano przez 1 godzing w 3% BSA w buforze TBS-T (ang. tris-buffered
saline with Tween-20) w RT w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania przeciwciat.
Nastgpnie membrang inkubowano z odpowiednim przeciwciatem pierwszorzedowym (stezenia
uzytych przeciwcial podano w Tabeli 5) przez noc (o/n; ang. over night) w 1% BSA w TBS-T w 4°C,
po czym trzykrotnie ptukano TBS-T i inkubowano z przeciwciatem drugorzgdowym, skoniugowanym
z peroksydaza chrzanowsa (HRP; ang. horseraddish peroxidase) w 1% BSA w TBS-T przez 1 godzing
w RT. Nastgpnie membrany przeptukiwano trzykrotnie TBS-T idokonywano detekcji sygnatu
chemiluminescencyjnego za pomoca substratu dla HRP, Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad,
Hercules, Kalifornia, USA). W kolejnym etapie membrany trzykrotnie przeptukiwano TBS-T i
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usuwano przeciwciata zwigzane z membrang (tzw. stripping) za pomoca roztworu 0,1 M Gly o pH
2,9. Po strippingu membrane ponownie blokowano w 3% BSA w TBS-T, trzykrotnie przeptukiwano
TBS-T i inkubowano przez godzing z przeciwcialem anty-dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego skoniugowanym z HRP (GAPDH; ang. glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) w 1% BSA w TBS-T, ktora stosowano jako biatko referencyjne. Chemiluminescencje
mierzono za pomocg aparatu G-Box, a analiz¢ densytometryczng przeprowadzono za pomoca
programu GeneTools (SynGene, Cambridge, Wielka Brytania). Wyniki przedstawiano jako iloraz
sygnatu badanego biatka do biatka referencyjnego (GAPDH) i poréwnywano do warto$ci uzyskanych

dla komorek nictraktowanych (wyniki wyrazono jako procent kontroli).

Tab.4 Sktad zeli i buforéw uzywanych do WB

10 % akrylamid/bis-akrylamid; 0,375 M Tris-HCI pH=8,8; 0,1% SDS;
0,05 % TEMED; 0,05% nadsiarczan amonu

4 % Akrylamid/Bisakrylamid; 0,125 M Tris-HCI pH=6,8; 0,1% SDS;
0,1% TEMED:; 0,05% nadsiarczan amonu

25 mM Tris ; 192 mM Gly ; 0,1% SDS ; pH=8,3
48 mM Tris; 39 mM Gly; 20% metanol; 0,0375% SDS
20 mM Tris pH=7,5; 0,9% NacCl; 0,5 % Tween-20

Tab.5 Spis przeciwciat stosowanych w WB

anty-GluN1 NMDAR 05-432, Merck 1:200
anty-GS G2781, Sigma-Aldrich 1:10 000
anty-AQP4 5c-9888, Santa Cruz Biotechnology 1:1000

anty-Kir4.1 AGP-012, Alomone Labs 1:800
anty-GAPDH HRP-60004, Proteintech 1:8 000

V1. 14. Oznaczanie bialka

Sposob przygotowania probek do oznaczania bialka opisany jest w poszczegolnych
podrozdziatach. W probkach traktowanych NaOH biatko oznaczano metoda Bradforda [1976],
natomiast w probkach do WB (w buforze RIPA) metodg Smitha [1985] z wykorzystaniem kwasu
bicinchoninowego (BCA).

VI. 14.1. Oznaczanie biatka metodgq Bradforda

W metodzie tej uzywa si¢ bigkitu Coomasie Brilliant Blue (barwnika biekitu brylantowego),
ktory po zwigzaniu z bialkiem zmienia barwe z bragzowej na niebieska, tworzac stabilny kompleks
wykorzystywany do oznaczenia kolorymetrycznego [Bradford, 1976]. Trzydziesci ul lizatu
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komorkowego (lub standardu do krzywej wzorcowej) w 1 M NaOH nanoszono (w trzech
powtorzeniach) do dotkow na plytce 96-dotkowej i dodawano 270 ul odczynnika Bradforda
(0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,75% etanol; 8,5% kwas ortofosforowy). Pomiarow
absorbancji dokonywano przy diugosci fali 595 nm z wykorzystaniem spektrofotometru ptytkowego
(MR680, Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA). Zawartos¢ biatka wyznaczano na podstawie krzywej
wzorcowej wykreslonej na podstawie wartosci absorbancji roztworow BSA (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) o stezeniu 0,5 — 10 pg/probe w 1 M NaOH.

V1. 14.2. Oznaczanie biatka metodg BCA

Metoda ta opiera si¢ na zdolnosci bialek do redukcji jonow Cu?* do Cu* w stopniu
proporcjonalnym do stezenia oraz zdolnosci Cu* do tworzenia barwnych komplekséw z kwasem
bicinchoninowym (BCA) o maksimum absorbancji przy 562 nm. Absorbancja kompleksoéw jest
wprost proporcjonalna do zawartosci jonow Cu®, ktorych ilos¢ z kolei zalezna jest od ilosci biatka w
badanej probce. Do oznaczen uzywano zestawu BCA Protein Assay Kit (Pierce™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Probki bialka rozcienczano 10-krotnie i 10 ul badanej proby lub
standardu nanoszono do dotka na ptytce 96-dotkowej w 3 powtorzeniach. Nastgpnie do kazdego dotka
dodawano 200 pl odczynnika do oznaczen BCA Working Reagent (sporzadzonego poprzez
zmieszanie odczynnikéw ,,A” 1,,B” w stosunku 50:1). Po 30 minutach inkubacji w temperaturze 37°C
mierzono absorbancje przy dtugosci fali 570 nm wykorzystujac spektrofotometr ptytkowy (MR680,
Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA). Zawartos¢ biatka obliczano na podstawie Krzywej wzorcowej

wykreslonej na podstawie wartosci absorbancji roztworéw BSA 0 stezeniach 0,025 — 2 mg/ml.

V1.15. Identyfikacja bialek za pomoca Spektrometrii Mas (MS)

Przygotowanie prob
Identyfikacji poddano 5 pg lizatu bialkowego zawieszonego w buforze RIPA lub pocigty na
kawatki fragment gradientowego (7,5-15%) zelu poliakrylamidowego, na ktorym rozdzielono 20 pg

lizatu biatkowego, wybarwionego nastepnie srebrem w celu identyfikacji Sciezek biatka.

Trawienie trypsyng

Podczas procedury trawienia bialka zawarte w lizatach komorkowych Iub kawatkach zelu
poliakrylamidowego, zostalty poddane redukcji 50 mM tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP; ang.
tris(2-carboxyethyl)phosphine) przez 60 minut w temperaturze 60°C oraz alkilacji 200 mM
metylotiometylosulfotlenku metylu (MMTS; ang. methanethiosulfonate). Kolejnym etapem byta

degradacja biatek do peptydoéw przy pomocy enzymu proteolitycznego — trypsyny (sequencing Grade
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Modified Trypsin — Promega V5111) w stosunku 1:50 (v:v) w 37°C o/n. Nastepnie reakcje trawienia
zablokowano poprzez zakwaszenie probki 0,1% kwasem trifluorooctowym (TFA).
Rozdzial mieszaniny i pomiar mas peptydow - LC-MS

Uzyskane mieszaniny peptydow byly rozdzielane w uktadzie nano-HPLC: prekolumna RP-18
(nanoACQUITY Symmetry® C18-Waters 186003514), ktéra byta potgczona bezposrednio z kolumnag
nano-HPLC RP-18 (nanoACQUITY BECH C18 - Waters 186003545), gdzie jako fazy ruchomej
uzywano gradientu acetonitrylu 5-35% w obecnosci 0,05% kwasu mrowkowego o przeptywie
150 nl/min przez 180 minut. Wylot kolumny chromatograficznej byt bezposrednio sprz¢zony ze
spektrometrem mas Orbitrap Velos (Thermo Electron Corp., San Jose, CA), na ktérym dokonano

pomiaru mas peptydow oraz ich fragmentow.

Analiza danych

Biatka zostaly zidentyfikowane poprzez poréwnania uzyskanych mas peptydéw 1 ich
fragmentow z bazg danych sekwencji biatkowych SwissProt (wersja uaktualniana w czerwcu 2015)
zawezonej do sekwencji Mus musculus przy pomocy systemu identyfikacji MASCOT
(http://www.matrixscience.com/; Matrix Science, London).

Analiza statystyczna wiarygodno$ci uzyskanych przypisan pozwolita ustali¢ liste biatek
obecnych w probkach. Tolerancja masy jonow miescita si¢ w granicach 20 ppm i 0,6 Da. Bialko
uznano za prawidlowo zidentyfikowane, jezeli prawdopodobienstwo przypadkowego

przyporzadkowania bylo mniejsze niz 5%.

V1.16. Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki wyrazono jako S$rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD;
ang. standard deviation). Liczbe doswiadczen podano w legendzie do kazdej ryciny. Analizg
statystyczng wynikow przeprowadzono stosujgc test t-Studenta (w przypadku poréwnywania dwoch
grup) lub analiz¢ wariancji (ANOVA) (w przypadku poréwnywania wigcej niz dwoch grup) z testem
post hoc Dunnett’a lub Tukey’a w stosunku do kontroli, przy uzyciu oprogramowania GraphPad

Prism 7.0. Roznice byly uznawane za znamienne statystycznie, gdy poziom ufnosci wynosit p < 0,05.
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VII. WYNIKI

VI1.1. Charakterystyka hodowli pierwotnych korowych astrocytow mysich

VI11.1.1. Potwierdzenie obecnosci wybranych bialek astrocytarnych

W warunkach hodowli in vitro astrocyty sg sptaszczone, wielokatne lub wrzecionowate, co

pokazano za pomoca mikroskopii z kontrastem fazowym (Ryc. 11).

hodowla in vitro

ASTROCYTY

Ryc.11 Przyktadowa mikrofotografia przedstawiajaca morfologic korowych astrocytow mysich w wyprowadzonej
hodowli. Powigkszenie 40x.

Przeprowadzona analiza immunocytochemiczna pozwolita stwierdzié¢, ze prowadzona hodowla
komorkowa sktada si¢ z astrocytow, co wykazano barwieniem z wykorzystaniem markera astrocytow

— GFAP (ang. Glial fibrillary acidic protein), kwasnego widkienkowego biatka glejowego (Ryc. 12A).

Czystos¢ wyprowadzonej pierwotnej hodowli astrocytow potwierdzity dodatkowe barwienia z
wykorzystaniem markerow dla neuronéw — NF200 (Ryc. 12B) i mikrogleju — Iba-1 (Ryc. 12C), ktore

wykazatly brak obecnos$ci tych komorek w hodowli.
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Ryc.12 Immunocytochemiczne barwienie pierwotnych astrocytow mysich przeciwciatami (A) anty-GFAP (zielony),
(B) anty-NF-200 (zielony), (C) anty-1ba-1 (czerwony) w potaczeniu z Hoechst (niebieski). Skala, 50 um.

Specyficzno$¢ pierwszorzedowych przeciwcial anty-lba-1 i anty-NF200 potwierdzity
barwienia pierwotnych hodowli mikrogleju mysiego (Ryc. 13A) (komorki mikrogleju mysiego
otrzymano dzieki uprzejmosci Pani Profesor Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek z Pracowni
Neurobiologii Molekularnej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie)
i neuronéw mysich (Ryc. 13B) (hodowle pierwotng mysich komorek ziarnistych mozdzku otrzymano
wedlug metody Schousboe [1989], nieznacznie zmodyfikowanej w Zaktadzie Neurotoksykologii
IMDIiK PAN [Dolinska i wsp., 2004]).
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Ryc.13 Immunocytochemiczne barwienie pierwotnej hodowli mikrogleju i neuronéw mysich przeciwciatami
(A) anty-Iba-1 (czerwony), (B) anty-NF-200 (zielony) w potaczeniu z Hoechst (niebieski). Skala, 50 pm.

Zastosowanie przeciwciala anty-GS, biatka rowniez wykorzystywanego jako marker
astrocytow [Anlauf i Derouiche, 2013], potwierdzito ekspresj¢ GS (Ryc. 14A), a takze czysto$¢

prowadzonej hodowli pierwotnej astrocytow mysich.

A B C D

GS . Hoechst ztozenie

ASTROCYTY

Ryc.14 Immunocytochemiczne barwienie pierwotnych astrocytow mysich przeciwcialami (A) anty-GS (czerwony),
(B) anty-GFAP (zielony), (C) Hoechst (niebieski), (D) obraz ztozony. Skala, 50 um.

W hodowli wigkszo$¢ astrocytow traci charakterystyczny ksztatt podobny do gwiazdy, jak
réwniez polaryzacje subkomorkowej lokalizacji AQP4 i Kird.1 w btonie komodrkowej, normalnie

wystepujaca in vivo [Nicchia i wsp., 2008, Benfenati i Ferroni, 2010].

53



Wyniki

Przeprowadzona analiza immunocytochemiczna ujawnita, ze AQP4 (Ryc. 15A) ulega ekspresji
zarowno W ciele jak i w zakonczeniach astrocytow (Ryc. 15D), podobnie do wczesniej opisywanych
wzorow ekspresji in vitro [Saadoun i wsp., 2005b, Nicchia i wsp., 2008, Sharma i wsp., 2010, Aoyama
i wsp., 2012, Potokar i wsp., 2013, Posati i wsp., 2016].

A B C D

AQP4 Hoechst ztozenie

ASTROCYTY

Ryc.15 Immunocytochemiczne barwienie pierwotnych astrocytow mysich przeciwciatami (A) anty-AQP4 (czerwony),
(B) anty-GFAP (zielony), (C) Hoechst (niebieski), (D) obraz ztozony. Skala, 50 pm.

Potwierdzono takze wzor ekspresji Kird.1 w pierwotnych hodowlach astrocytow przy uzyciu
metody podwdjnego barwienia immunofluorescencyjnego. Analiza mikroskopowa ujawnila, ze
immunoreaktywno$¢ Kird.1 byta najczgséciej wykrywana zarowno w ciele i zakonczeniach astrocytow
(Ryc. 16), podobnie do wczesniej opisanych wzordow ekspresji in vivo [Harada i wsp., 2013, Nagao i
wsp., 2013] i in vitro [Potasi i wsp., 2016, Kinboshi i wsp., 2017].

A B C

Kird.1 : ztozenie

ASTROCYTY

Ryc.16 Immunocytochemiczne barwienie pierwotnych astrocytdéw mysich przeciwciatami (A) anty-Kird.1 (czerwony),
(B) anty-GFAP (zielony), (C) obraz ztozony. Skala, 50 pm.

Dodatkowo w probkach lizatow komoérkowych pochodzacych z hodowanych astrocytow
mysich poddanych analizie MS zidentyfikowano AQP4, GFAP, GLAST, GLT-1, GS (Tabela 6).
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VI11.1.2. Potwierdzenie obecnosci podjednostki GluN1 NMDAR na poziomie mRNA i biatka

W prowadzonej hodowli astrocytéw mysich wykazano obecnos¢ mRNA dla wszystkich
siedmiu podjednostek NMDAR (Ryc. 17).
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Ryc.17 Relatywny poziom ekspresji mMRNA podjednostek NMDAR w hodowanych astrocytach mysich. Zastosowano
18S RNA jako gen referencyjny. Wyniki sa srednig (£SD) z 3 niezaleznych do$wiadczen i sa wyrazone jako procent
podjednostki GIuN1 NMDAR.

Stosujac barwienie immunofluorescencyjne z przeciwcialem anty-GIuN1 NMDAR wykazano
btonowg ekspresj¢ biatka podjednostki GIuN1 NMDAR w hodowanych astrocytach mysich (Ryc. 18).
Na panelu dolnym Ryciny 19 zilustrowano specyficzno$¢ i skutecznos$¢ wyciszenia podjednostki
GIluN1 NMDAR za pomocg SIRNA.

Ponadto, ekspresje¢ biatka podjednostki GluN1 NMDAR w hodowanych astrocytach mysich
wykazano réwniez metodg Western-blot. Na elektroforogramach uwidoczniono sygnat odpowiadajacy

badanej podjednostce na wysokosci ~130 kDa (Ryc. 19)
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Ryc.18 Immunocytochemiczne barwienie pierwotnych astrocytow mysich z niewyciszong i wyciszong podjednostka
GIluN1 NMDAR przeciwciatami (A) anty-GluN1 NMDAR (czerwony), (B) anty-GFAP (zielony), (C) Hoechst (niebieski),
(D) obraz ztozony. Skala, 50 um.

- GluN1 NMDAR
(130kDa)

- GAPDH (36kDa)

e -
-4

Ryc.19 Przykladowy obraz immunodetekcji biatka GluN1 NMDAR w hodowanych astrocytach mysich.
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W lizatach komorkowych pochodzacych z hodowanych astrocytow analiza MS nie wykazata
obecnosci podjednostki GIuN1 NMDAR (Tabela 6). Natomiast zidentyfikowano podjednostke GluN1
NMDAR w homogenatach kory mézgowej myszy oraz w wycietym prazku zelu poliakrylamidowego
na wysoko$ci 130 kDa, na ktorym rozdzielono elektroforetycznie lizat komoérkowy pochodzacy z
hodowanych neuronéw mysich. Ponadto zidentyfikowano podjednostke GluN2D NMDAR w
homogenatach kory moézgowej myszy oraz w lizatach pochodzacych z hodowanych astrocytow
mysich. Biatko podjednostki GIuN2B zidentyfikowano tylko w homogenatach kory mozgowej myszy
(Tabela 6).

Tab.6 Wybrane bialka zidentyfikowane w probkach poddanych analizie MS.

GluN1 NMDAR

neurony mysie NF200

PRAZKI

AQP4
GFAP
GLAST
GLT-1
GluN1 NMDAR
GIuN2B NMDAR
GIuN2D NMDAR
GS

kora mézgowa myszy

LIZATY

AQP4
GFAP
GLAST
GLT-1
GIuN2D NMDAR
GS

astrocyty mysie

VI11.2. Wplyw NMDA na przezywalnos¢ (test MTT) pierwotnych korowych astrocytow

mysich

Traktowanie astrocytow mysich NMDA (100 uM) przez 72 godziny w obecnosci Ca?*
zewnatrzkomoérkowego nie wptyneto na wynik testu MTT, wskazujac na niezmieniong przezywalno$¢
komorek w tych warunkach (Ryc. 20). Jednakze w pozywce bezwapniowej zacz¢to si¢ ujawniad
nieznaczne obnizenie przezywalnosci komorek, gdy inkubacja trwata dtuzej niz 8 godzin (dane nie
przedstawione). Dlatego do eksperymentow, ktore wymagaly pozywki pozbawionej wapnia wybrano
inkubacje¢ trwajaca 8 godzin.
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Ryc.20 Wplyw 8- i 72-godzinnej inkubacji z NMDA (100 uM) na przezywalno$¢ pierwotnych astrocytow mysich (test
MTT). Wyniki sg $rednig (£SD) z 4 niezaleznych do§wiadczen i sa wyrazone jako procent kontroli (pozywka z wapniem).

VI1.3. Wplyw wyciszenia podjednostki GIuN1 (siGIuN1) na poziom mRNA dla
podjednostki GIuN1 NMDAR w pierwotnych korowych astrocytach mysich

Skutecznos¢ wyciszenia ekspresji podjednostki GIuUN1 NMDAR za pomoca siRNA (siGIuN1)
sprawdzono okreslajac wzgledny poziom mRNA dla tej podjednostki metoda Real-Time PCR. W
komorkach traktowanych siGIuNZ1nastapito obnizenie poziomu mRNA tej podjednostki 0 56% po
8 godzinach i 0 63% po 72 godzinach transfekcji w stosunku do komorek kontrolnych, w tym takze
wobec komorek ,,mock”, ktore hodowane byly w obecnosci samego odczynnika do transfekcji
(Ryc. 21).

T 12 1.2
g l " - .
z . T
E
o — 0.8 0.8+
@ O
T3
< N ok ok
% 0.4 0.4
£ ) ’ Em kontrola
g 3 "mock"
N =3 siGluN1
o 0.0- 0.0-
8h 72h

Ryc.21 Wptyw 8- i 72-godzinnej transfekcji za pomocg siGIUN1 na poziom mRNA dla podjednostki GIuUN1 NMDAR.
Uzyskane wyniki sa srednia (£SD) z 3 niezaleznych doswiadczen. *** p < 0,001 jednokierunkowa analiza ANOVA z
testem post hoc Dunnett’a.

VIl.4. Wplyw NMDA i Glu na poziom mRNA dla podjednostek NMDAR w pierwotnych

korowych astrocytach mysich

NMDA nie wptywal na poziom mRNA podjednostek, natomiast Glu powodowal obnizenie
poziomu MRNA dwoch (Ryc. 22) z siedmiu podjednostek (GIUN2C o 46%, GIUN3B o 60%)
NMDAR,; efekt nie dotyczy! jednak najbardziej nas interesujgcej podjednostki GIuNL1.
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Ryc.22 Wptyw NMDA lub Glu na poziom mRNA dla podjednostek NMDAR po 72h inkubacji. Wyniki sg $rednia (+ SD)
z 3-4 niezaleznych do$wiadczen. * p < 0,05; ** p < 0,01 dwukierunkowa analiza ANOVA z testem post hoc Tukey’a.

VI11.5. Badanie mechanizmu aktywacji NMDAR w pierwotnych korowych astrocytach

mysich
VI11.5.1. Wplyw NMDA lub Glu na wiazanie radioliganda [*H]-MK801

Hipoteza o bezposredniej aktywacji NMDAR przez NMDA byta testowana poprzez badanie
jego wptywu na wigzanie znakowanego trytem blokera kanatu receptora do hodowanych astrocytow
mysich. Poniewaz MK801 ma powinowactwo wylacznie do miejsca wewnatrz kanalu receptora,
wywolany przez NMDA wzrost specyficznego wigzania [*H]-MK801 wskazywatby na jego
aktywacje. Badanie wykazato znaczny wzrost wiazania [*H]-MK801 po podaniu NMDA lub Glu
(Ryc. 23), co wskazuje na obecnos¢ aktywnych NMDAR w hodowanych astrocytach mysich.
Zastosowanie Gly nie wzmacniato efektu dziatania NMDA lub Glu (Ryc. 23).
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Ryc.23 Specyficzne wigzanie [*H]-MK801 do astrocytéw mysich: modulacja aktywno$ci receptora przez NMDA, Glu,
NMDA z Gly i Glu z Gly. Wyniki sa $rednig (+SD) z 4 niezaleznych doswiadczen. *** p < 0,001 vs. kontrola;
**** < 0,0001 vs. kontrola jednokierunkowa analiza ANOVA z testem post hoc Tukey’a.
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VI1.5.2. Wplyw NMDA, Glu, MK801 oraz wyciszenia podjednostki GIuN1 (siGluN1) na

zmiany [Ca?*)i

VI11.5.2.1. Pomiary uzyskane za pomocg mikroskopu semikonfokalnego

Traktowanie astrocytow NMDA (Ryc. 24) lub Glu (Ryc. 25) spowodowalo wzrost
intensywnosci fluorescencji Fluo3, co $wiadczy o wzroécie stezenia wewnatrzkomorkowego Ca?* w
komoérkach ([Ca?'];). Efektom wywolanym przez tych agonistow zapobiegala wczesniejsza inkubacja
z MK801 (Ryc. 27 i 28, odpowiednio). Wywolanemu przez NMDA lub Glu wzrostowi [Ca?*]i niemal
catkowicie zapobiegato réwniez wyciszenie ekspresji podjednostki GIuN1 NMDAR przy uzyciu
siRNA (Ryc. 31 i 32, odpowiednio), co $wiadczy o udziale NMDAR w mechanizmie wzrostu [Ca®'];.
Kontrole wobec komorek z wyciszong GluN1 NMDAR stanowity komorki ,,mock”, hodowane w
obecnosci samego odczynnika do transfekcji (bez sSiRNA). W komorkach ,,mock” nie zaobserwowano
zahamowania odpowiedzi na podanie NMDA (Ryc. 29) lub Glu (Ryc. 30). Uzyskany wzrost [Ca®'];
po stymulacji przez ATP (Ryc. 26) stanowit kontrole pozytywna doswiadczenia [Jeremic i wsp., 2001,
Shigetomi i wsp., 2010]. Wyniki te uzyskano za pomoca mikroskopu semikonfokalnego, ktore

zbiorczo przedstawia Ryc. 33.
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Ryc.24 Wptyw NMDA na fluorescencje Fluo3 (zmiany [Ca?*];) w hodowanych astrocytach mysich.

(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji NMDA (3 min, panel prawy). Skala, 50 pum. Intensywno$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako
pseudokolory reprezentujace wzgledne zmiany [Ca?'];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnosci $wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
NMDA (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywnosci fluorescencji Fluo3 po stymulacji NMDA w 13 wybranych komorkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujgcy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w astrocytach po stymulacji
NMDA (S1 Video 1).
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Ryc.25 Wptyw Glu na fluorescencje Fluo3 (zmiany [Ca?*]i) w hodowanych astrocytach mysich.

(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji Glu (3 min, panel prawy). Skala, 50 pm. Intensywnos$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako pseudokolory
reprezentujace wzgledne zmiany [Ca?'];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnosci §wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
Glu (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywno$ci fluorescencji Fluo3 po stymulacji Glu w 13 wybranych komodrkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujgcy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w astrocytach po stymulacji
Glu (S2 Video 2).
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Ryc.26 Wptyw ATP na fluorescencje Fluo3 (zmiany [Ca?*]i) w hodowanych astrocytach mysich.

(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji ATP (3 min, panel prawy). Skala, 50 pm. Intensywno$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako pseudokolory
reprezentujace wzgledne zmiany [Ca?'];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnos$ci §wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
ATP (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywnosci fluorescencji Fluo3 po stymulacji ATP w 13 wybranych komorkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujgcy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w astrocytach po stymulacji
ATP (S3 Video 3).
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Ryc.27 Wptyw NMDA na fluorescencje Fluo3 (zmiany [Ca?'];)) w hodowanych astrocytach mysich po traktowaniu
MK801.

(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji NMDA (3 min, panel prawy). Skala, 50 um. Intensywno$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako
pseudokolory reprezentujgce wzgledne zmiany [Ca?*];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnos$ci §wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
NMDA (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywnos$ci fluorescencji Fluo3 po stymulacji NMDA w 13 wybranych komorkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujgcy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w astrocytach traktowanych
MK801 po stymulacji NMDA (S4 Video 4).
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Ryc.28 Wptyw Glu na fluorescencje Fluo3 (zmiany [Ca?*]i) w hodowanych astrocytach mysich po traktowaniu MK801.
(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji Glu (3 min, panel prawy). Skala, 50 pm. Intensywnos$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako pseudokolory
reprezentujace wzgledne zmiany [Ca?'];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnos$ci §wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
Glu (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywno$ci fluorescencji Fluo3 po stymulacji Glu w 13 wybranych komodrkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujgcy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w astrocytach traktowanych
MK801 po stymulacji Glu (S5 Video 5).

65



Wyniki

A
przed stymulacjg (0 min) + NMDA (3 min)

X
(%]
£
1
(@)
@)
oc
|_
(7))
<
100 pum 100 um
600+
s NMDA
)
c
3 1
 400- == 2
5 — 3
2 4
— 5
9 6
23 _7
3, 2001 g
[} b —— =
s — 10
= — 11
—_ 12
0 T T A L 1 == 13
0 5 10 15 20 25

Czas [min]

Ryc.29 Wpltyw NMDA na fluorescencje¢ Fluo3 (zmiany [Ca?*]}) w hodowanych astrocytach mysich hodowanych w
obecnos$ci odczynnika do transfekeji HiPerFect (,,mock™).

(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji NMDA (3 min, panel prawy). Skala, 50 pum. Intensywno$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako
pseudokolory reprezentujace wzgledne zmiany [Ca?*];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnos$ci §wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
NMDA (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywnosci fluorescencji Fluo3 po stymulacji NMDA w 13 wybranych komoérkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujgcy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w astrocytach hodowanych
w obecnos$ci odczynnika do transfekeji HiPerFect (,,mock”) po stymulacji NMDA (S6 Video 6).
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Ryc.30 Wptyw Glu na fluorescencje Fluo3 (zmiany [Ca?*];) w hodowanych astrocytach mysich hodowanych w obecnosci
odczynnika do transfekcji HiPerFect (,,mock™).

(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji Glu (3 min, panel prawy). Skala, 50 pm. Intensywnos$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako pseudokolory
reprezentujace wzgledne zmiany [Ca?'];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnos$ci §wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
Glu (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywnos$ci fluorescencji Fluo3 po stymulacji Glu w 13 wybranych komdrkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujgcy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w astrocytach hodowanych
w obecno$ci odczynnika do transfekcji HiPerFect (,,mock™) po stymulacji Glu (S7 Video 7).
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Ryc.31 Wplyw NMDA na fluorescencje Fluo3 (zmiany [Ca?*]i) w hodowanych astrocytach mysich z wyciszong
podjednostkg GIUN1 (siGIuN1).

(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji NMDA (3 min, panel prawy). Skala, 50 um. Intensywno$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako
pseudokolory reprezentujace wzgledne zmiany [Ca?'];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnos$ci §wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
NMDA (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywnosci fluorescencji Fluo3 po stymulacji NMDA w 13 wybranych komorkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujgcy zmiany intensywnos$ci fluorescenciji Fluo3 w astrocytach z wyciszong
podjednostkg GIUN1 (siGIuN1) po stymulacji NMDA (S8 Video 8).
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Ryc.32 Wptyw Glu na fluorescencje Fluo3 (zmiany [Ca?*]i) w hodowanych astrocytach mysich z wyciszong podjednostka
GIuN1 (siGIuN1).

(A) Obrazy spod mikroskopu semikonfokalnego przedstawiaja komorki nietraktowane (0 min, panel lewy) oraz po
stymulacji Glu (3 min, panel prawy). Skala, 50 um. Intensywno$¢ fluorescencji Fluo3 przedstawiono jako pseudokolory
reprezentujace wzgledne zmiany [Ca®*];, co ilustruje skala pseudokoloru.

(B) Przestrzenne obrazowanie profilu intensywnosci §wiecenia obrazu (2.5 D) przed (0 min, panel lewy) i po stymulacji
Glu (3 min, panel prawy).

(C) Przyktadowy przebieg zmian intensywnos$ci fluorescencji Fluo3 po stymulacji Glu w 13 wybranych komdrkach
poddanych analizie.

W suplemencie zamieszczono film dokumentujacy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w astrocytach z wyciszong
podjednostka GIUN1 (siGIuN1) po stymulacji Glu (S9 Video 9).
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Ryc.33 Wywolane przez NMDA, Glu, ATP zmiany fluorescencji Fluo3 - markera zmian [Ca?*]i w hodowanych
astrocytach mysich zmierzone za pomoca mikroskopu semikonfokalnego.

(A,B) W warunkach kontrolnych oraz astrocytach traktowanych przed eksperymentem MK801.

(C,D) W astrocytach hodowanych w obecnos$ci odczynnika do transfekcji HiPerFect (,,mock™) lub z wyciszona
podjednostkg GIUN1 (siGIuUN1).

(A,C) Strzatka wskazuje moment podania substancji badanych. Fluorescencje Fluo3 wyrazono jako procent poziomu
wyjsciowego (AF/Fo %).

(B,D) Zmiany fluorescencji Fluo3 i réznice miedzy poszczegdlnymi grupami eksperymentalnymi, gdzie fluorescencje
Fluo3 wyrazono jako procent poziomu wyjsciowego (AF/Fo %) w 3 minucie eksperymentu. Poziom wyjsciowy
fluorescencji zaznaczono przerywang linig.

Wyniki sa $rednig (+SD) z 3 niezaleznych doswiadczen.

**** p < 0,0001 jednokierunkowa analiza ANOVA z testem post hoc Dunnett’a wzgledem poziomu wyj$ciowego.
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VI1.5.2.2. Pomiary uzyskane za pomocq czytnika fluorescencji

Zmiany [Ca?*]i w poszczegdlnych grupach eksperymentalnych otrzymane z wykorzystaniem
czytnika fluorescencji sg analogiczne do uzyskanych za pomocg mikroskopu semikonfokalnego
(Ryc. 34). Wyniki uzyskane dzigki wykorzystaniu czytnika fluorescencji oraz réznice miedzy grupami

eksperymentalnymi podsumowuje Rycina 35.
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Ryc.34 Wywolane przez NMDA, Glu, ATP zmiany fluorescencji Fluo3 - markera zmian [Ca?*]i w hodowanych
astrocytach mysich z niewyciszong lub wyciszong podjednostka GIUN1 (siGIuN1) oraz w astrocytach hodowanych w
obecnosci odczynnika do transfekcji HiPerFect (,,mock”) lub traktowanych przed eksperymentem MK801, zmierzone za
pomoca czytnika fluorescencji. Fluorescencj¢ Fluo3 wyrazono jako procent poziomu wyjsciowego (4F/Fo %). Wyniki sg
srednia (£SD) z 3 niezaleznych doswiadczen.
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Ryc.35 Wptyw NMDA, Glu, ATP na fluorescencje Fluo3 - markera zmian [Ca?*]i w astrocytach mysich z niewyciszong
lub wyciszong podjednostkg GIuN1 (siGluN1) oraz w astrocytach hodowanych w obecnosci odczynnika do transfekcji
HiPerFect (,,mock™) lub traktowanych przed eksperymentem MK801, zmierzone za pomoca czytnika fluorescencji.
Fluorescencje Fluo3 wyrazono jako procent poziomu wyj$ciowego (4F/Fo %) w 100 s eksperymentu. Wyniki sa $rednig
(SD) z 3 niezaleznych doswiadczen. **** p < 0,0001 jednokierunkowa analiza ANOVA z testem post hoc Dunnett’a.
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VI11.6. Wpltyw NMDA lub Glu na poziom mRNA, ekspresje bialka i aktywnosé syntetazy
glutaminy w pierwotnych korowych astrocytach mysich z niewyciszona i wyciszong

podjednostka GIuN1 (siGluN1): rola zewnatrzkomérkowego wapnia

NMDA powodowat obnizenie poziomu mRNA dla GS o 25% po 8 godzinach i 052% po
72 godzinach (Ryc. 36) traktowania astrocytow mysich tylko w obecnosci zewnatrzkomoérkowych
Ca®". Nie zaobserwowano zmian w poziomie mMRNA dla GS w astrocytach traktowanych NMDA

przez 8 godzin w pozywce bezwapniowej. Z kolei po 8 godzinach inkubacji astrocytow mysich z Glu
zaobserwowano obnizenie 0 44% poziomu mMRNA dla GS (Ryc. 36).
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Ryc.36 Wptyw NMDA lub Glu na poziom mRNA dla GS po 8 i 72 godzinach inkubacji w pozywce z wapniem i bez
wapnia. Wyniki sg $rednig (+SD) z 3-4 niezaleznych do$wiadczen. ** p < 0,01; *** p < 0,001 test t-Studenta.

Woyciszenie ekspresji podjednostki GIuUN1 za pomoca SiRNA zapobiegato indukowanemu przez

8-godzinne traktowanie NMDA obnizeniu poziomu mRNA dla GS (Ryc. 37).
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Ryc.37 Wptyw 8-godzinnej inkubacji z NMDA na poziom mRNA dla GS w astrocytach traktowanych siGIuN1 oraz
samym odczynnikiem transfekujacym (,,mock”). Uzyskane wyniki sa srednig (+SD) z 3 niezaleznych doswiadczen.

Ekspresja GS na poziomie biatka zostala obnizona o 26% po 8-godzinnej i 0 27% po
72-godzinnej inkubacji z NMDA (Ryc. 38). Ekspresja GS na poziomie bialka zostala réwniez
obnizona o 44% po 8-godzinnej inkubacji z Glu (Ryc. 38).
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Ryc.38 (A) Wptyw NMDA lub Glu na poziom bialka GS po 8- i 72-godzinnej inkubacji. (B) Przyktadowy obraz

immunodetekcji biatek GS i GAPDH. Wyniki sa $rednig (£SD) z 3-7 niezaleznych doswiadczen. ** p < 0,01;
*** 1 < 0,001 test t-Studenta.

Inkubacja komorek z NMDA przez 8 godzin zmniejszata 0 36% aktywnos¢ GS, natomiast po
72-godzinnej inkubacji nie zaobserwowano efektu NMDA na aktywnos$¢ GS (Ryc. 39).
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Ryc.39 Wptyw NMDA po 8- i 72-godzinnej inkubacji na aktywno$¢ GS. Uzyskane wyniki sa $rednia (£SD) z
4 niezaleznych doswiadczen. ** p < 0,01 test t-Studenta.
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VIL.7. Wpltyw NMDA na poziom mRNA i ekspresje bialka kanalu wodnego akwaporyny
4 w pierwotnych korowych astrocytach mysich z niewyciszona i wyciszona podjednostka

GIuN1 (siGIuN1): rola zewnatrzkomorkowego wapnia

Traktowanie astrocytow NMDA skutkowato obnizeniem poziomu mRNA dla AQP4 o 17%,
po 8 godzinach i 0 26% po72 godzinach tylko w obecnosci zewnatrzkomérkowych Ca?* (Ryc. 40).
Nie zaobserwowano zmian w poziomie mMRNA dla AQP4 w astrocytach traktowanych NMDA przez

8 godzin w pozywce bezwapniowej (Ryc. 40).
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Ryc.40 Wptyw NMDA na poziom mRNA dla AQP4 po 8 i 72 godzinach inkubacji w pozywce z wapniem i bez wapnia.
Wyniki sg $rednig (+=SD) z 4-5 niezaleznych doswiadczen. * p < 0,05; ** p < 0,01 test t-Studenta.

Wyciszenie ekspresji podjednostki GIuUN1 za pomoca SIRNA zapobiegato wywoltywanemu
przez 8-godzinne traktowanie NMDA obnizeniu poziomu mMRNA dla AQP4 (Ryc. 41).
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Ryc.41 Wplyw 8-godzinnej inkubacji z NMDA na poziom mRNA dla AQP4 w astrocytach traktowanych siGIuN1 oraz
samym odczynnikiem transfekujacym (,,;mock”). Uzyskane wyniki sa srednia (+SD) z 3 niezaleznych doswiadczen.
Inkubacja komorek z NMDA przez 8 godzin powodowata obnizenie o 26,5%, a przez

72 godziny obnizenie o 22% ekspresji AQP4 na poziomie biatka (Ryc. 42).
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Ryc.42 (A) Wptyw NMDA na poziom biatkka AQP4 po 8- i 72-godzinnej inkubacji. (B) Przykladowy obraz
immunodetekcji biatlek AQP4 i GAPDH. Wyniki sg $rednig (+SD) z 4 niezaleznych doswiadczen. * p < 0,05;
*** < 0,001 test t-Studenta.

VI11.8. Wptyw NMDA na poziom mRNA i ekspresje bialka kanalu potasowego Kird.1 w

pierwotnych korowych astrocytach mysich z niewyciszona i wyciszona podjednostka

GluN1 (siGluN1): rola zewnatrzkomorkowego wapnia

Traktowanie astrocytow mysich NMDA przez 8 godzin w obecno$ci zewnatrzkomorkowych
Ca?* spowodowalo obnizenie o 28% poziomu mRNA dla Kir4.1. Nie zaobserwowano zmian w

poziomie mMRNA dla Kird.1 w astrocytach traktowanych NMDA przez 8 godzin w pozywce
bezwapniowej (Ryc. 43).
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Ryc.43 Wptyw NMDA na poziom mRNA dla Kir4.1 po 8 godzinach inkubacji w pozywce z wapniem i bez wapnia.
Wiyniki sg $rednig (£SD) z 3-6 niezaleznych doswiadczen. *** p < 0,001 test t-Studenta.

Woyciszenie ekspresji podjednostki GIUN1 za pomocg siRNA zapobiegato wywotanemu przez
8-godzinne traktowanie NMDA obnizeniu poziomu mRNA dla Kir4.1 (Ryc. 44).
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Ryc.44 Wptyw 8-godzinnej inkubacji z NMDA na poziom mRNA dla Kir4.1 w astrocytach traktowanych siGIuN1 oraz
samym odczynnikiem transfekujacym (,,mock”). Uzyskane wyniki sg $rednig (=SD) z 3 niezaleznych doswiadczen.
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Ekspresja Kird.1 na poziomie biatka zostata obnizona o 22% po 8 godzinach i 0 29% po
72 godzinach inkubacji z NMDA (Ryc. 45).
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Ryc.45 (A) Wplyw NMDA na poziom biatka Kird.1 po 8- i 72-godzinnej inkubacji. (B) Przyktadowy obraz
immunodetekcji biatek Kird.1 i GAPDH. Wyniki sg $rednig (£SD) z 4 niezaleznych doswiadczen. *** p < 0,001;
**** p < 0,0001 test t-Studenta.

VI11.9. Wpltyw NMDA lub Glu na poziom mRNA kodujacych transportery glutaminianu:
GLAST i GLT-1 w pierwotnych korowych astrocytach mysich

Traktowanie hodowli astrocytow mysich przez 72 godziny NMDA powodowato podwyzszenie
0 45% poziomu mRNA dla transportera GLAST (Ryc. 46A), nie wptywajac na poziom mMRNA dla

GLT-1 (Ryc. 46B). Inkubacja z Glu powodowata obnizenie poziomu mRNA dla obu transporterow
(0 61% - GLAST, 71% - GLT-1) (Ryc. 46A i B).

77



Wyniki

— 151 — - 15
0 -
5 —
o o
S _ 1.0 = 1.0
% (j, o g ‘j’ — sk
2 o~ )
E 0.5 c 0.54 —|_ El kontrola
S S =3 NMDA
N
N o = Glu
o o = 0.0-
72h

Ryc.46 Wptyw NMDA lub Glu na poziom mRNA dla GLAST (A) i GLT-1 (B) po 72-godzinnej inkubacji. Wyniki sa
$rednig (+ SD) z 3-4 niezaleznych do$wiadczen.* p < 0,05; ** p < 0,01 jednokierunkowa analiza ANOVA z testem post

hoc Dunnett’a.

VI1.10. Wplyw NMDA i Glu na wychwyt D-[2,3-3H]-asparaginianu w pierwotnych

korowych astrocytach mysich

Dhlugotrwate (72h) dziatanie NMDA spowodowato obnizenie zdolnosci astrocytow do
wychwytu D-[3H]-Asp (nie podlegajacego metabolizowaniu analogu Glu) o0 40% (Ryc. 47). Natomiast
Glu, obecny w pozywce hodowlanej przez 72h, spowodowat obnizenie zdolnosci astrocytow do
wychwytu D-[*H]-Asp 0 80% (Ryc. 47), w poréwnaniu do komoérek hodowanych w warunkach

kontrolnych.
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Ryc.47 Wptyw 72-godzinnej inkubacji z NMDA lub Glu na wychwyt D-[3H]-Asp w hodowanych astrocytach mysich.
Wyniki sg $rednig (=SD) z 4 niezaleznych doswiadczef. **** p < 0,0001 jednokierunkowa analiza ANOVA z testem post
hoc Dunnett’a.

Parametry kinetyczne wychwytu D-[3H]-Asp przez hodowane astrocyty mysie: szybkosé
maksymalna wychwytu (Vmax) 0raz odpowiadajgca stezeniu substratu, przy ktorym szybko$¢ reakcji
enzymatycznej jest rowna potowie Vmax reakcji (Km) dla komoérek hodowanych w warunkach

kontrolnych wynosity: Vimax = 31,56 nmole/min/mg biatka, Km = 255,3 pM.
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VIII. DYSKUSJA

Badania opisane w niniejszej dysertacji wykonano na pierwotnych hodowlach astrocytow
mysich. Postawiona w pracy hipoteza sklonita nas w pierwszej kolejnosci do zbadania obecnosci
NMDAR w tym materiale badawczym, gdyz jak dotad nie badano NMDAR w hodowanych
astrocytach mysich — dostepne dane dotyczg astrocytow szczurzych in vitro i €x vivo oraz astrocytow
mysich ex vivo. Wykorzystujagc markery astrocytarne: GFAP (Ryc. 12A) i GS (Ryc. 14) wykazano
ekspresj¢ tych bialek w hodowanych astrocytach mysich, potwierdzajagc homogennosé
wyprowadzonej hodowli. Ponadto stosujac markery dla neuronow — NF200 (Ryc. 12B) i mikroleju —
Iba-1 (Ryc. 12C), wykazano brak tych komorek, czym potwierdzono czysto$¢ wyprowadzonej
pierwotnej hodowli astrocytow. Nastepnie wykazano ekspresje wszystkich podjednostek NMDAR na
poziomie mRNA w hodowanych astrocytach mysich (Ryc. 17), co pozostaje w zgodzie z
wczesniejszymi danymi literaturowymi (GIUN1, GIUN2B i GIuN2C - Schipke i wsp., 2001, GIuN1,
GIuN2C i GIuN3A - Cahoy i wsp., 2008, wszystkie podjednostki - Lee i wsp., 2010b, GIuN1,
GIuN2A i GIuN2B - Zhou i wsp., 2010, GIuN1, GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C, GIuN2D i GIuN3A -
Rusnakova i wsp., 2013, GIUN2C i GIuN3A - Orre i wsp., 2014, wszystkie podjednostki z
przewazajaca iloscig GIuN1, GIuUN2C i GIuN3A- Zhang i wsp., 2014, wszystkie podjednostki -
Dzamba i wsp., 2015, GIluN1, GIuN2A i GIuN2B - Jimenez-Blasco i wsp., 2015, wszystkie
podjednostki - Montes de Oca Balderas i Aguilera, 2015]. Pierwsze wysitki w celu zidentyfikowania
biateck NMDAR nie przyniosty powodzenia [Schipke i wsp., 2001]. Udane proby przeprowadzono w
latach pozniejszych stosujac barwienia immunochemiczne poszczegélnych podjednostek [GIUN1,
GIuN2B - Krebs i wsp., 2003, wszystkie podjednostki - Lee i wsp., 2010b, GIuN2B - Gerard i
Hansson, 2012, GIUN3A - Dzamba i wsp., 2015, wszystkie podjednostki - Montes de Oca Balderas i
Aguilera, 2015]. Dopiero catkiem niedawno udokumentowano obecno$¢ niektérych podjednostek
metodg WB [GIuN2A i GIuN2B - Jimenez-Blasco i wsp., 2015, GIuN1 - Montes de Oca Balderas i
Aguilera, 2015, Maneshi i wsp., 2017].

Badania wlasne zogniskowano na biatku podjednostki GIuUN1 NMDAR, ktorej wyciszenie
stalo si¢ narzedziem inaktywacji receptora w badaniach funkcjonalnych. Wykorzystujac metode
immunocytochemiczng, jako pierwsi potwierdzilismy obecnos$¢ podjednostki GIuUN1 NMDAR w
btonie komodrkowej astrocytow mysich (Ryc. 18). Jak dotad, btonowsg lokalizacj¢ biatka GIuN1
NMDAR udokumentowano w hodowanych astrocytach szczurzych [Montes de Oca Balderas i
Aguilera, 2015] i ludzkich [Lee 1 wsp., 2010b], oraz w szczurzych astrocytach hipokampa in situ
[Krebs i wsp., 2003]. Oprécz udokumentowania btonowe;j lokalizacji podjednostki GluN1 NMDAR
metodg immunocytochemiczng, zidentyfikowano swoisty dla GIuN1 sygnat metodg WB. Sygnat ten,
obserwowany na wysokos$ci ~130 kDa (Ryc. 19), odpowiada biatku GluN1 NMDAR, co jest zgodne z

wczesniej raportowanymi wynikami dotyczacymi ekspresji biatka tej podjednostki w homogenatach

79



Dyskusja

moézgu szczuréw i myszy [Zaric i wsp., 2018, Xu i wsp., 2017, Liu i wsp., 2018, Wang i wsp., 2018,
Gerecsei i1 wsp., 2019]. Poprzednio, obecnos$¢ biatka GluN1 wykazano w hodowanych astrocytach
szczurzych [Montes de Oca Balderas i Aguilera, 2015, Maneshi i wsp., 2017]. Ponadto, badacze Ci
zaobserwowali sygnat na wysokosci ~65 kDa [Montes de Oca Balderas i Aguilera, 2015], co wedtug
niektorych autorow miatoby odpowiada¢ potranslacyjnie zmodyfikowanej podjednostce GIuN1
receptora neuronalnego [Holmes i wsp., 2002, Vazhappilly i Sucher, 2002, Mao i wsp., 2011,
Lichnerova i wsp., 2015]. Natomiast zespot Maneshi [2017] wykorzystal w swoich badaniach
przeciwcialo rozpoznajagce 564 aminokwasy. Analiza metoda MS nie wykazata obecnosci
podjednostki GluN1 NMDAR w lizatach bialkowych z hodowanych astrocytow mysich (Tabela 6).
Moze to by¢ spowodowane zbyt matlg iloscig biatka GIuUN1 NMDAR w badanych lizatach (analizie
poddano 5 pg lizatu biatkowego), jak réwniez ograniczeniami algorytméw systemu MASCOT.
Analiza metoda MS nie wykazata takze obecnosci Kird.1 w lizatach biatkowych pochodzacych z
hodowanych astrocytow mysich, wielokrotnie potwierdzanej innymi metodami (analiza
immunocytochemiczna, Real-Time PCR, WB) oraz innych (z wyjatkiem GIuN1) podjednostek
NMDAR w lizatach biatkowych pochodzacych z hodowanych neuronow mysich. Obecnie pracuje si¢
nad oprogramowaniami umozliwiajagcymi uzyskanie wigkszej iloSci poprawnych wynikow niz z
uzyciem systemu MASCOT [Paczkowska, 2014 — praca magisterska]. Przeprowadzona analiza MS
wykazata jednoczesnie wystepowanie podjednostki GIUN2D NMDAR (Tabela 6) w lizatach
biatkowych z hodowanych astrocytow mysich. Potwierdza to wczeéniej zaobserwowang dominacje
ekspresji tej podjednostki w preparatach astrocytow réznego pochodzenia i izolowanych réznymi
metodami [Krebs i wsp., 2003, Lee i wsp., 2010b, Gerard i Hansson, 2012, Jimenez-Blasco i wsp.,
2015, Montes de Oca Balderas i Aguilera, 2015].

Aktywacje NMDAR w wyprowadzonej hodowli astrocytow mysich sprawdzano badajac
zmiany [Ca?*]; poprzez pomiar zmian fluorescencji Fluo3, sondy wapniowej bedacej markerem zmian
wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca?*. Wykazano, z2 NMDA (Ryc. 24) wywoluje wzrost [Ca?*]i w
astrocytach. Ponadto, uzyskane wyniki pokazuja, ze efekt NMDA byl receptorowo-swoisty, co
potwierdza prawie catkowite zablokowanie jego odpowiedzi po zastosowaniu blokera kanatu
NMDAR — MK801 (Ryc. 27). Obserwacje te zweryfikowano dokumentujac, ze wyciszenie ekspresji
podjednostki GluN1 za pomoca siRNA, rowniez zahamowato wzrost [Ca?*]i w astrocytach pod
wptywem NMDA (Ryc. 31). Nalezy podkresli¢, ze transfekcja (,,mock”) nie hamowata odpowiedzi
astrocytow na NMDA (Ryc. 29) w poréwnaniu z komoérkami nietransfekowanymi, co dodatkowo
podkresla specyficzno$¢ wyciszenia podjednostki GluN1 NMDAR 1 autentyczno$¢ wynikow
uzyskanych w transfekowanych astrocytach. Zbiorcza analiza wynikéw pomiaréw zmian [Ca?*]i przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego i czytnika fluorescencji, pozwala stwierdzi¢, ze NMDAR w

hodowanych astrocytach sg funkcjonalne. Zaréwno fluorescencyjna mikroskopia konfokalna (Ryc.33)
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jak i wyniki uzyskane za pomoca czytnika fluorescencji (Ryc. 34 i 35) wskazujg na zalezne od
NMDA podwyzszenie [Ca®*]i w astrocytach. Wszystkie efekty podania NMDA udato sie odtworzy¢
przy uzyciu Glu, ktéry w doswiadczeniach uzyto dla poroéwnania jako agonist¢ naturalnego (Ryc. 25,
28, 30, 32).

Wyniki prezentowane w niniejszej dysertacji potwierdzaja obserwacje innych autoréw w
réznych ukladach do$wiadczalnych. W wielu nizej opisanych badaniach aktywno$¢ NMDAR w
astrocytach potwierdzano dodatkowo mierzac efekty -elektrofizjologiczne. Wzrost [Ca?*]i oraz
generowanie pragdow jonowych w astrocytach stymulowanych NMDA jako pierwsi pokazali Schipke i
wsp., [2001] w skrawkach mozgu myszy; do mierzenia przeptywu wapnia autorzy Ci uzyli sondy
wapniowej Fluo4. Zaréwno prady jonowe, jak i odpowiedz wapniowa ulegaly obnizeniu po
zastosowaniu MKS801, a takze byty zalezne od aktywnosci neurondéw, odpowiedzi byly bowiem
hamowane przez tetradotoksyng¢ (TTX; ang. tetradotoxin). W podobnym uktadzie do§wiadczalnym,
inna grupa badaczy wykazata, iz odpowiedz wapniowa na NMDA generowana jest w sposOb
wrazliwy na AP5 i memantyng, a jednocze$nie niewrazliwy na blokera AMPAR - NBQX [Dzamba i
wsp., 2015]. Lalo i wsp., [2006] potwierdzili zdolnos¢ NMDA do indukowania pradow jonowych w
astrocytach mysich, wykazujac jednoczes$nie, ze Glu wywotywal dwa typy odpowiedzi: jedna
wynikajaca z zaangazowania i1GluR, w gloéwnej mierze dotyczacej NMDAR (zahamowanie
odpowiedzi przez AP5 i MKS801), a drugg indukowang przez transportery Glu [zahamowanie
odpowiedzi przez inhibitor transportu Glu - DL-TBOA (ang. DL-threo-beta-Benzyloxyaspartate)].
Ponadto, analiza wlasciwosci astrocytarnych NMDAR przeprowadzona przez te grupe badawcza
wykazala, ze prady jonowe generowane przez stymulacje¢ NMDA ulegaja wzmocnieniu przez glicyng.
Nalezy podkresli¢, ze astrocyty generowaly takze spontaniczne miniaturowe prady jonowe w
obecnosci TTX lub pikrotoksyny. Prady te byly wrazliwe na APS5 i NBQX, ale nie na DL-TBOA, co
$wiadczy o zaangazowaniu NMDAR i AMPAR. Obecnos$¢ miniaturowych pradéow jonowych
$wiadczy o lokalnej, bezposredniej komunikacji neuron-astrocyt [Lalo i wsp., 2006]. Wywotane przez
NMDA lub Glu prady jonowe w astrocytach w skrawkach lub izolowanych z kory mozgowej myszy
zaobserwowal takze zespot Palygina [Palygin i wsp., 2010; 2011]. W badaniach tej grupy,
zastosowanie APS5, UBPI141 (selektywny antagonista receptoréw zawierajacych podjednostke
GIuN2D) [Palygin i wsp., 2010; 2011], memantyny (antagonista NMDAR zbudowanych z GIuN2C i
GluN2D) czy MKS801 [Palygin 1 wsp., 2011] obnizalo odpowiedZ wapniowa oraz pobudzenie
aktywnosci elektrycznej. Astrocytarny NMDAR wykazywat stosunkowo niska przepuszczalnosé¢ dla
Ca?*, a blok magnezowy byt nieobecny [Palygin i wsp., 2010; 2011]. Jak wspomniano we Wstepie, ta
stosunkowo niska przepuszczalnoé¢ Ca®** moze wskazywaé na obecno$¢ di-merycznych
(GIuN1/GIuN3) lub tri-heteromerycznych (GIuN1/GluN2/GluN3) NMDAR, zawierajacych

podjednostke GluN3, ktorej obecnos$é¢ znacznie obniza przepuszczalno$é Ca?* i podatno$é kanatu na
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blok Mg?" [Henson i wsp., 2010]. Dwie grupy badawcze [Zhang i wsp., 2003, Hu i wsp., 2004]
wykazaty, ze [Ca?*]i wzrasta po stymulacji przez Glu lub NMDA réwniez w hodowanych astrocytach
szczurzych. Odpowiedz ta byla obnizona po zastosowaniu APS lub antagonisty AMPAR - CNQX
(ang. 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione) dowodzac o zaangazowaniu NMDAR i AMPAR.
Ponadto w doswiadczeniach obu grup badawczych odpowiedz na Glu byta wrazliwa na zastosowanie
pozywki bezwapniowej, C0 $§wiadczy o udziale mechanizmu jonotropowego, a takze na zastosowanie
tapsygarginy, wskazujac na uwalniania wapnia z puli wewnatrzkomorkowej [Zhang i wsp., 2003, Hu i
wsp., 2004]. Podobnie, inni autorzy zaobserwowali, ze W hodowanych astrocytach szczurzych wzrost
[Ca?*]i po traktowaniu NMDA jest hamowany przez AP5 czy kwas kynureninowy (KYNA, inhibitor
miejsca wigzania Gly w GluN1; ang. kynurenic acid) oraz jest obnizony po wyciszeniu podjednostki
GluN1 NMDAR za pomocag siRNA, co potwierdzalo wcze$niejsze obserwacje o zaangazowaniu
NMDAR w generowaniu sygnalu wapniowego W astrocytach [Montes de Oca Balderas i Aguilera,
2015]. W doéwiadczeniach tych wykazano ponadto, ze zrédlem Ca?* byly zasoby
wewnatrzkomorkowe, poniewaz odpowiedz wapniowa byla wrazliwa na zastosowanie inhibitorow
receptorow IP3 i rianodynowych (odpowiednio: ksestosponginy C i rianodyny), natomiast nie zalezata
od jonotropowej (tzn. zaleznej od Ca?* zewnatrzkomoérkowego) aktywno$ci receptora, gdyz
zastosowany bloker kanatu NMDAR - MK801 i pozywka bezwapniowa jej nie blokowaty [Montes de
Oca Balderas i Aguilera, 2015].

Podwyzszenie [Ca®']i po traktowaniu NMDA wykazano takze w astrocytach szczurzych
wspothodowananych z komodrkami $rodblonka naczyn moézgowych. Odpowiedz ta byla znacznie
obnizona po zastosowaniu APS5 1 ifenprodilu. Co ciekawe, odpowiedZ na NMDA ulegala obnizeniu
nie tylko w astrocytach hodowanych w pozywce bezwapniowej lub zawierajacej jony Cd?", ale takze
po zastosowaniu kofeiny, tapsygarginy czy ksestosponginy, co wskazuje, ze zrédlem Ca?" byly
zasoby wewnatrzkomorkowe [Gerard 1 Hansson, 2012]. W szczurzych astrocytach wspothodowanych
Z neuronami rowniez obserwowano podwyzszenie [Ca?']i po stymulacji przez NMDA lub Glu. W tym
modelu doswiadczalnym zastosowanie MK801 zapobiegato odpowiedzi na Glu, a zastosowanie
CNQX nie hamowato odpowiedzi wywotanej przez Glu, §wiadczac o wytagcznym udziale NMDAR w
zwiekszaniu  [Ca*']i.  Jednoczesnie  stymulacia ~NMDA  pod  nieobecno$¢  wapnia
zewngtrzkomorkowego rowniez powodowala podwyzszenie [Ca®']i, na ktore nie wplywato
zastosowanie tapsygarginy hamujacej dziatanie kanaldéw SERCA w ER, co sugeruje, ze glownym
zrodlem Ca?" w tym ukladzie do$wiadczalnym byla ER [Jimenez-Blasco i wsp., 2015]. Ponadto
zastosowanie pozywki bezwapniowej tacznie z tapsygarging calkowicie blokowalo odpowiedz
wapniowa na NMDA dodatkowo potwierdzajac wniosek o uwalnianiu Ca?* z ER. Wrazliwy na APS i
ifenprodil wzrost [Ca®*]i po stymulacji NMDA wykazano takze w hipokampalnych astrocytach
szczurzych in vitro po anoksji i in vivo po ischemii [Krebs i wsp., 2003].
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Dwie grupy badawcze wykazaly, ze wzrost [Ca®']i i/lub generowanie pradéw jonowych w
odpowiedzi na NMDA dotyczy nie tylko astrocytoéw gryzoni, ale takze hodowanych astrocytow
ludzkich. Zaobserwowana odpowiedZ wapniowa nie byta wrazliwa na dodanie AP5 lub KYNA i tylko
czeéciowo wrazliwa na zubozenie zewnatrzkomoérkowego Ca?* w pozywce hodowlanej [Nishizaki i
wsp., 1999, Kondoh i wsp., 2001], wskazujgc, ze w hodowanych astrocytach ludzkich NMDA
wywolywatl odpowiedz poprzez NMDAR regulowany przez receptory sprzezone z biatkiem G, co
sugeruje ich wrazliwo$¢ na inhibitor biatka G. Inny zespo6t wykazat, ze w hodowanych astrocytach
ludzkich pochodzacych zaréwno od ptodéw, jak i osob dorostych wzrost [Ca?']i indukowany przez
Glu lub kwas chinolinowy (QUIN, agonista NMDAR; ang. quinolinic acid) byl wrazliwy na
memantyne lub MK801 [Lee i wsp., 2010b].

Mechanizm aktywacji NMDAR testowano takze poprzez badanie wigzania znakowanego
trytem blokera kanatu receptora — MKS801 do hodowanych astrocytow. Po raz pierwszy
udokumentowali$my, ze podanie NMDA lub Glu powoduje znaczny wzrost wigzania [°H]-MK801 w
hodowanych astrocytach mysich (Ryc. 23). Poniewaz MK801 ma powinowactwo wylgcznie do
miejsca wewnatrz kanalu receptora, wywotany przez NMDA wzrost specyficznego wigzania
[*H]-MK801 wskazuje na aktywacje NMDAR w hodowanych astrocytach mysich. Wyniki te
dokumentuja, ze NMDA otwiera kanal jonowy receptora, a wigc rzeczywiscie aktywuje NMDAR w
hodowanych astrocytach. Zastosowanie agonisty tego miejsca receptorowego, Gly, nie wzmacniato
efektu NMDA. Moze to $wiadczyé o tym, ze miejsce wigzania Gly do GIuN1 zostato uprzednio
zaktywowane przez Gly obecng w pozywce hodowlanej. Podobny brak efektu Gly byt juz uprzednio
opisany w hodowanych astrocytach szczurzych [Montes de Oca Balderas i Aguilera, 2015] i mysich
[Dzamba i wsp., 2015] oraz w komorkach gleju Bergmanna mozdzku myszy [Miiller i wsp., 1993].
Wzmocnienie wewnatrzkomorkowych pradéw jonowych aktywowanych przez NMDA w obecnosci
Gly lub D-seryny obserwowano natomiast w astrocytach ludzkich [Nishizaki i wsp., 1999, Kondoh i
wsp., 2001] oraz astrocytach izolowanych z kory mozgu myszy w warunkach in situ [Lalo i wsp.,
2006, Palygin i wsp., 2011]. Dalsze badania nad przyczynami zroéznicowanej wrazliwosci
astrocytarnego NMDAR na Gly i/lub D-seryng beda musialty uwzgledni¢ czynniki znane z
weczesniejszych badan nad NMDAR zlokalizowanym w neuronach. Czynniki te opisano ponize;.

Zdolnos$¢ do aktywacji NMDAR przez Gly, a zatem 1 D-seryng, o wyzszej sile dziatania niz
Glu opisywano weczesniej dla NMDAR diheteromerycznych zbudowanych z GIuN1/GIuN3
[Chatterton i wsp., 2002]. Jak opisano we Wstepie, NMDAR jest wrazliwy na ré6znych koagonistow,
takich jak Gly lub D-seryna, jony (Mg?*, Zn?*, H*) czy poliaminy. Aktywacja NMDAR wymaga
jednoczesnego wigzania dwoch roznych agonistow, Glu i Gly/D-seryny [Kleckner i Dingledine, 1988,
Williams i wsp., 1996, Anson i wsp., 1998]. Uwaza si¢, ze zewnatrzkomorkowa Gly (lub D-seryna)
jest ciggle obecna w OUN. To, czy Gly lub D-seryna, stuzy jako endogenny koagonista, moze zaleze¢
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od okolicy mozgu i przedzialu podkomoérkowego [Wolosker, 2007, Oliet i Mothet, 2009, Mothet i
wsp., 2015]. Sugeruje si¢, ze D-seryna jest dominujacym koagonista w synapsach, podczas gdy Gly
jest bardziej rozpowszechniona w miejscach pozasynaptycznych [Papouin i wsp., 2012]. Ponadto Gly
i D-seryna nie wyst¢pujg w stezeniach, ktore w pelni nasycajg miejsca wigzania agonistOw NMDAR,
przynajmniej w niektorych okolicach moézgu [Bergeron 1 wsp., 1998, Billups i Attwell, 2003].
Uwrazliwienie NMDAR zalezne od Gly mozna zaobserwowa¢ w obecno$ci nasyconych jej stezen i
jest ono zniesione w wysycajacym stezeniu pozakomodrkowej Gly [Mayer i wsp., 1989].

Zasadniczym przedmiotem badan podjetych w dysertacji byta analiza skutkéw diugotrwalego
pobudzenia NMDAR na funkcje homeostatyczne astrocytow. Jak dotad zagadnienie to byto poruszane
tylko w nielicznych pracach. Jak wspomniano we wstepie do rozprawy, 8-godzinna stymulacja
astrocytow przez NMDA aktywowata szlak NMDAR-CdKk5-Nrf2, co prowadzito do zwigkszenia w
nich syntezy GSH, a to chronito neurony przed stresem oksydacyjnym i poprawiato ich przezycie
[Jimenez-Blasco i wsp., 2015]. Kilka prac wskazywato na role¢ dlugotrwatego pobudzenia NMDAR w
astrocytach w ujawnianiu si¢ stanéw patologicznych w mozgu. M.in. wykazano, ze astrocytarne
NMDAR posrednicza w zwigkszonym wydzielaniu cytokin prozapalnych w komoérkach poddanych
stymulacji zapalnej [Gerard i Hansson, 2012, Siihs i wsp., 2016], wzmagaja wydzielanie B-NGF w
hipokampie po traktowaniu amyloidem  1-40 [Li i wsp., 2016] i przyczyniaja si¢ do zwigkszonego
generowania sygnatéw wapniowych w astrocytach poddanych wydtuzonej ekspozycji na amoniak
[Haack i wsp., 2014].

W niniejszej pracy sprawdzano hipoteze, ze dlugotrwale pobudzenie NMDAR w astrocytach
wplywa na ekspresje i/lub aktywno$¢ wybranych biatek astrocytarnych bioracych zdefiniowany udziat
w regulacji homeostazy neuroprzekaznikowej 1 wodno-jonowej w mozgu. Punktem wyjscia staly sie
wczesniejsze badania przeprowadzone w Zaktadzie Neurotoksykologii IMDIK PAN na astrocytach
szczurzych, w ktorych wykazano, ze ich 72-godzinna ekspozycja na Glu lub NMDA obniza ekspresje
kanatlu potasowego Kir4.l [Obara-Michlewska i wsp., 2015]. Przeprowadzona analiza
immunocytochemiczna potwierdzita obecno$¢ w astrocytach mysich biatka Kir4.1 (Ryc. 16), oraz
wykazata ekspresje dwoch innych biatek o szczegdlnym znaczeniu dla funkcji homeostatycznych
astrocytow: GS (Ryc. 14) i AQP4 (Ryc. 15). Analiza metodg MS (Tabela 6) potwierdzita obecno$¢ w
lizatach biatkowych z hodowanych astrocytow mysich biatek GS, i AQP4, a ponadto dwoch
swoistych dla astrocytow transporterow Glu: GLAST i GLT-1, ktorym poswiecono uwage w dalszej
czesci dyskusji.

Dowiedziono, ze dlugotrwata ekspozycja hodowanych astrocytéw mysich na NMDA obniza
ekspresje zar6wno na poziomie mRNA 1 biatka: GS (Ryc. 36 i 38), AQP4 (Ryc. 40 i 42) i Kir4d.1
(Ryc. 43 i 45). W przypadku GS udalo si¢ potwierdzi¢, ze obnizenie ekspresji przektada si¢ na
zahamowanie aktywnos$ci enzymu po 8 godzinach traktowania NMDA (Ryc. 39). Brak zmian w
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aktywnos$ci GS po 72-godzinnej inkubacji z NMDA (Ryc. 39) moze stanowi¢ reakcje kompensacyjng
wobec obnizonej ekspresji GS (Ryc. 36, 38). Ponadto, wyciszenie podjednostki GIuN1 NMDAR
(Ryc. 37, 41 1 44) za pomoca siRNA spowodowato zniesienie indukowanych przez NMDA zmian w
poziomie mMRNA dla GS, Agp4 i Kir4.1, co wzmocnia argument o rzeczywistym udziale NMDAR w
obserwowanych zmianach. Uzyskane wyniki poszerzaja liste bialek astrocytarnych, ktorych ekspresja
w hodowanych astrocytach mysich ulega obnizeniu na skutek dtugotrwatego pobudzenia NMDAR o
GS i AQP4, a ponadto potwierdzaja obnizenie ekspresji biatka Kird.1, wcze$niej opisanego w tych
samych warunkach w hodowanych astrocytach szczurzych [Obara-Michlewska i wsp., 2015].

Jak wsponiano, zmiany indukowane przez NMDA nie wystgpity w astrocytach z wyciszong
podjednostka GluN1. Ponadto, obnizenie ekspresji GS, AQP4 i Kir4.1 byto zalezne od obecnosci Ca%*
W pozywce hodowlanej, co wskazywalo na zalezny od obecnosci Ca?* zewnagtrzkomorkowego
charakter dziatania receptora (Ryc. 36, 40 i 43).

Poniewaz GIn jest zarowno prekursorem neuroprzekaznikow Glu i GABA dla neuronow jak i
koncowym produktem ich inaktywacji w astrocytach [Albrecht i wsp., 2007, Schousboe i wsp., 2013],
prezentowane w niniejszej pracy obnizenie ekspresji i aktywnosci GS moze mie¢ wplyw na
zaburzenie homeostazy astrocytow. W szczegdlnosci, utrata GS moze mie¢ znaczenie w
towarzyszacej roznym schorzeniom [Jayakumar i Norenberg, 2016] kaskadzie procesow
prowadzacych do ekscytotoksycznego uszkodzenia tkanki. Dane literaturowe wskazuja, ze aktywacja
NMDAR w moézgu szczurow eksponowanych na amoniak zmniejszata syntez¢ Gln w modzgu
[Kosenko 1 wsp. 1994]. Obserwacj¢ t¢ pierwotnie wigzano z aktywacja NMDAR w neuronach,
jednakze wyniki niniejszej dysertacji sklaniaja do rozwazenia udzialu dlugotrwalego pobudzenia
NMDAR w astrocytach. Mozna spekulowa¢, ze zwigkszona stymulacia NMDAR w astrocytach
przyczynia si¢ réwniez do spadku ekspresji/aktywnosci GS w ogniskach padaczkowych w procesie
rozwoju padaczki, schorzenia zwigzanego 2z okresowym wzrostem neuroprzekaznictwa
pobudzajacego [Eid i wsp. 2008, Swamy i wsp. 2011, van der Hel i wsp. 2014]. Z drugiej strony,
podwyzszong aktywno$¢ GS zanotowano W zakrecie zebatym hipokampa w szczurzym modelu
padaczki wywotywanej elektryczng stymulacjg ciata migdatowatego [Sun i wsp., 2013].

Ekscytotoksycznos¢ moze si¢ wigza¢ z utratg GS obserwowang w przebiegu AD u ludzi
[Smith i wsp., 1991, Hensley i wsp., 1995, Robinson, 2000] i w astrocytach zwierzat z do§wiadczalng
AD [Olabarria i wsp., 2011, Kulijewicz-Nawrot i wsp., 2013]. Z drugiej strony wykazano, ze ilo$¢
biatka GS w moézgach chorych z AD jest tym nizsza im wyzsza jest liczba blaszek -amyloidowych
[Le Prince i wsp., 1995], a w mysim modelu AD spadek GS rowniez wigze si¢ z obecnoscig zlogow
B-amyloidu w astrocytach [Olabarria i wsp., 2011]. Spadek ekspresji GS stwierdzono takze w
prazkowiu u szczurow w modelu dominujgcego drzenia typu idiopatyczej PD [Yu i wsp., 2012].

Obnizenie ekspresji GS obserwowano takze w innych schorzeniach, ktore cechuje skladowa

85



Dyskusja

ekscytotoksyczna, w tym w moézgach chorych ze schizofrenig [Steffek i wsp., 2008], z depresja
[Klempan i wsp., 2009, Sequeira i wsp., 2009], czy we wczesnych stadiach cukrzycy [Yu i wsp.,
2009, Fernandez i wsp., 2012].

Utrata AQP4 moze powodowaé zaburzenie homeostazy wodno-jonowej, poprzez ostabione
usuwanie metabolitow przez uklad glimfatyczny, zjawisko opisywane w mozgach myszy
pozbawionych genu Aqp4 [Iliff i wsp., 2012]. Podobnie jak w przypadku GS, ekspresja AQP4 w
roznych modelach konkretnego schorzenia moze by¢ zréznicowana. Zmiany w ekspresji AQP4
obserwuje si¢ w modelach padaczki [Lee i wsp., 2004; 2012, Eid i wsp., 2005],
niedokrwieniu/niedotlenieniu [Aoki 1 wsp. 2003, Hoshi 1 wsp., 2011] czy encefalopatii watrobowej
[Rama Rao i wsp., 2010, Saadoun i Papadopoulos, 2010, Wright i wsp., 2010, Badaut i wsp., 2014,
Potokar i wsp., 2016]. W kilku stanach patologicznych odnotowano zmiany w subkomoérkowej
dystrybucji AQP4 i jej poziomie ekspresji w astrocytach, co moze by¢ zwigzane ze zmieniong
ekspresja genu Agp4. Znaczne obnizenie ilo$ci kanatow AQP4 wykryto w okotonaczyniowej btonie
komorkowej astrocytow w obszarze hipokampalnym chorych z padaczka [Eid i wsp., 2005]. Spadek
ten przypisano zmniejszonej ekspresji biatka kotwiczacego AQP4, mimo ze ekspresja mMRNA dla
AQP4 wzrastata w tych samych reaktywowanych astrocytach [Lee i wsp. 2004, Eid i wsp., 2005]. Czy
1 w jakim stopniu powyzsze zmiany wynikaja z nadpobudzenia astrocytarnego NMDAR pozostaje
niewyjasnione. Niezaleznie od przyczyn, tam gdzie obnizenie ekspresji AQP4 u chorych z padaczka
wystepuje, jest ono prawdopodobng przyczyng zaburzonej homeostazy wodno-jonowej, prowadzac do
zwigkszonej sktonno$ci do drgawek i zaburzen funkcji poznawczych [Yang i wsp., 2011]. Widoczne
rozbieznosci odnotowano w kilku badaniach dotyczacych ekspresji AQP4 w btonie komorkowej
astrocytow u chorych z AD [Moftakhar i wsp., 2010, Yang i wsp., 2011]. Przyczyny obserwowanego
podwyzszenia lub obnizenia ekspresji AQP4 w blonie plazmatycznej wymagaja wyjasnienia. Sugeruje
sie, ze mogg one by¢ spowodowane pochodzeniem badanych prébek z réznych stadiow choroby
i roznych regiondow mozgu.

Dane literaturowe potwierdzajg istotng role astrocytarnych kanatow Kir w skutecznym
buforowaniu nadmiaru zewnatrzkomérkowego K*. Farmakologiczne hamowanie kanatu Kir4.1
uposledza transblonowy przeptyw K* w hodowanych astrocytach [D'Ambrosio i wsp., 2002,
Kucheryavykh i wsp., 2007], powodujac jednocze$nie hamowanie wychwytu Glu [Kucheryavykh i
wsp., 2007]. Badania z zastosowaniem warunkowego nokautu kanatu Kir4.1 [Djukic i wsp., 2007,
Chever i wsp., 2010] oraz z mutacja zerowa (ang. null mutation) w genie kanatu Kir4.1 u myszy
[Neusch i wsp., 2006] réwniez wykazaly upos$ledzenie zdolnosci pobierania K* przez astrocyty.
Pomimo licznych danych literaturowych o gléwnej roli kanatow Kird.1 w utrzymywaniu homeostazy
K* [Haj-Yasein i wsp., 2015], ich uniwersalny wkiad w usuwanie K* nie zostal jednoznacznie

udowodniony; niektore grupy badawcze nie zaobserwowaty istotnego udziatu Kird.1 w buforowaniu
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astrocytarnego K* w takich strukturach, jak nerw wzrokowy [Ransom i wsp., 2000] i zakret zebaty
hipokampa [Xiong i Stringer, 2000]. Wedlug najnowszych danych kanaly Kir4.1 w dojrzatych
astrocytach hipokampa sg odpowiedzialne za okoto 45% zdolno$ci buforowania K™ [Bellot-Saez i
wsp., 2017]. W sumie, dostepne dane sugeruja, ze wzgledne znaczenie mechanizméw homeostazy K*
rozni si¢ w zalezno$ci od okolicy mdzgu i poziomu ekspresji kanatu Kir4. 1.

Dysfunkcja kanatu Kird.1 jest jednym z czynnikow sprawczych wielu schorzen
neurologicznych. Badania prowadzone w Zaktadzie Neurotoksykologii IMDIK PAN wykazaly, iz
ekspresja Kird.1 spada w moézgu w warunkach hiperamonemii [Obara-Michlewska i wsp., 2011;
2015], a wymuszona nadekspresja Kir4.1 w komorkach HEK 293T zwigksza ich odporno$¢ na
wywolane przez amoniak zmiany w objeto$ci komorek i transporcie K™ [Obara-Michlewska i wsp.,
2010]. U zwierzat z nokautem Kir4.1 opisywano ci¢zkie uposledzenia motoryczne (ataksja, drzenie),
objawy padaczkowe (napady drgawkowe) i przedwczesng $miertelnos¢ (w ciggu 3 tygodni po
urodzeniu) [Neusch i wsp., 2001, Coulter i Steinhduser, 2015]. Ponadto wykazano, ze ekspresja Kir4.1
w astrocytach jest obnizona w zwierzecych modelach padaczki w okolicach mézgu zwigzanych z
wystgpieniem napadoéw drgawkowych [Ferraro i wsp., 2004, Inyushin i wsp., 2010, Harada i wsp.,
2013]. Mutacje powodujace utrate funkcji w ludzkim genie Kcnjl0 kodujacym Kird4.1 powoduja
zaburzenia padaczkowe typu "EAST" (Padaczka, Ataksja, Gluchota sensoryczna i Tubulopatia; ang.
Epilepsy, Ataxia, Sensorineural deafness and Tubulopathy) lub inaczej "SeSAME" (Drgawki,
Gluchota sensoryczna, Ataksja, Niedorozw6j umystowy i Zaburzenie elektrolitowe; ang. Seizures,
Sensorineural deafness, Ataxia, Mental retardation and Electrolyte imbalance) [Scholl i wsp., 20009,
Reichold i wsp., 2010]. Genetyczne powigzanie z polimorfizmem genu Kcnj10 lub obnizong ekspresje
Kir4.1 obserwowano réwniez u chorych z idiopatyczng padaczka uogdlniong [Phani 1 wsp., 2014, Guo
i wsp., 2015] i TLE [Das i wsp., 2012, Steinhduser i wsp., 2012]. W sumie, powyzsze dane sugeruja
istnienie zwigzku przyczynowego pomigdzy powodowanymi przez dysfunkcje astrocytarnych
kanatow Kir4.1 zakloceniami przestrzennego buforowania K* a padaczkowemu nadpobudzeniu
neurondw. Zmiany w funkcjonowaniu astrocytarnych kanatow Kird.1 wykazano rowniez w
schorzeniach neurodegeneracyjnych z komponentg ekscytotoksyczng, takich jak AD [Wilcock 1 wsp.,
2009], ALS [Kaiser i wsp., 2006, Batavelji¢ i wsp., 2012] i HD [Tong i wsp., 2014]. Zwigzek
powyzszych zmian z nadaktywnoscig astrocytarnego NMDAR wymaga dalszych badan.

Uzyskanie efektow stymulacji astrocytow przez NMDA wymaga zastosowania znacznie
wyzszych stezen agonisty niz ma to miejsce w przypadku neurondéw. Zastosowane w niniejszych
badaniach stezenie NMDA (100 uM) jest dla hodowanych neuronéw toksyczne [Papadia i wsp.,
2008]. Warto wspomnie¢, ze stezenie NMDA identyczne do uzytego w dysertacji wykorzystywane
bylo w wielu doswiadczeniach dobrze dokumentujacych rozne cechy astrocytarnego NMDAR

[Schipke i wsp., 2001, Ficker i wsp., 2014, Dzamba i wsp., 2015, Obara-Michlewska i wsp., 2015].
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Inne grupy badawcze stosowaly stezenie 500 uM [Dzamba i wsp., 2015] lub 1 mM [Nishizaki i wsp.,
1999, Kondoh i wsp., 2001, Krebs i wsp., 2003, Lee i wsp., 2010b, Montes de Oca Balderas i
Aguilera, 2015], jednakze nalezy podkresli¢, ze w zadnym z opisanych przypadkéw NMDA nie
uszkadzato komorek astrogleju.

W $wietle wynikéw uzyskanych w dysertacji postanowiono sprawdzi¢ czy zaobserwowany
mechanizm regulacji trzech charakterystycznych dla astrocytow biatek (GS, AQP4, Kir4.1) przez
NMDAR odnosi si¢ rowniez do innych bialek astrocytarnych o zdefiniowanej funkcji. W tym celu
przesledzono reakcj¢ na traktowanie NMDA astrocytarnych transporterow Glu: GLAST i GLT-1. Ze
wzgledu na ich wstepny charakter, badania ograniczono do ekspozycji 72-godzinnej, po ktorej
uzyskanie pozytywnego efektu wydato si¢ bardziej prawdopodobne. Wykazano, ze traktowanie
hodowanych astrocytow mysich NMDA podwyzsza poziom mRNA dla GLAST, nie wplywajac na
poziom mMRNA dla GLT-1 (Ryc. 46), a inkubacja z Glu powoduje obnizenie poziomu MRNA obu
transporterow (Ryc. 46), przy czym zarbwno NMDA jak i Glu znacznie obnizaly zdolnos¢ astrocytow
do wychwytu D-Asp (Ryc. 47). Powyzsze obserwacje sugeruja, ze regulacja przez NMDAR nie jest
zjawiskiem wspolnym dla wszystkich biatek astrocytarnych — mozliwe sg rézne mechanizmy
transdukcji sygnatu generowanego przez aktywacje NMDAR w astrocytach.

W podsumowaniu, w niniejszej dysertacji wykazano, ze hodowane astrocyty mysie posiadaja
funkcjonalny NMDAR, ktorego pobudzenie skutkuje naptywem jonéw wapnia do wngtrza komorki.
Wynik ten wspiera poglad, Zze astrocyty s aktywnymi uczestnikami w procesie przekazywania
sygnatow w moézgu, zgodnie z hipoteza synapsy trojdzielnej [Araque i wsp., 1999, Eroglu i wsp.,
2008, Haydon i Nedergaard, 2015, Haydon, 2016, Deemyad i wsp., 2018, Farhy-Tselnicker i Allen,
2018]. W szczegdlnosci, NMDAR indukujac oscylacje [Ca®']i moze regulowaé zalezne od wapnia
uwalnianie do szczeliny synaptycznej roznych glioprzekaznikow, takich jak np. D-seryna [Panatier i
wsp., 2006, Henneberger i wsp., 2010, Kang i wsp., 2013], ATP czy Glu [Jeremic i wsp., 2001, Reyes
i Parpura, 2009, Koizumi, 2010, Panatier i wsp., 2011, Covelo i Araque, 2018]. Ponadto w pracy
wykazano, ze Dlugotrwata ekspozycja astrocytow in vitro na NMDA obniza ekspresj¢ trzech bialek
astrocytarnych, krytycznych w regulacji homeostazy jonowej (Kir4.1), wodnej (AQP4) i utrzymaniu
réwnowagi neuroprzekaznikow (GS). Prezentowane badania ujawniajg zatem pewne nowe aspekty
plastycznosci astrogleju powodowanej przez aktywacj¢ NMDAR w odpowiedzi na sygnat
ekscytotoksyczny. W zaleznosci od charakteru i czasu dzialania czynnika patogennego, indukowane
przez NMDAR zmiany w funkcjonowaniu astrocytow moga by¢ neuroprotekcyjne lub szkodliwe dla
mozgu. Dalsze doswiadczenia prowadzone w bardziej zlozonych ukladach, w tym w warunkach
in vivo, pozwola oceni¢ czy i w jakim stopniu zalezne od NMDAR obnizenie ekspresji GS, AQP4 i
Kir4.1 wptywa na specyficzne funkcje tych bialek w astrocytach w réznych stanach fizjologicznych i
patologicznych mozgu.
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IX. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

1. Potwierdzono obecno$¢ funkcjonalnego NMDAR w hodowanych astrocytach mysich poprzez
wykazanie:

a) ekspresji na poziomie mMRNA wszystkich podjednostek NMDAR,;

b) ekspresji podjednostki GluN1 NMDAR na poziomie biatka;

C) wzrostu stgzenia wewnatrzkomorkowego Ca?* w odpowiedzi na stymulacje NMDA;

d) zwickszonego wiazania [*H]-MK801 po traktowaniu NMDA,;

e) braku zmian w poziomach mRNA dla GS, AQP4 i Kir4.1 po traktowaniu NMDA w komorkach z
wyciszong ekspresja podjednostki GIuN1 NMDAR.

2. Po raz pierwszy wykazano, ze dlugotrwata ekspozycja astrocytow na NMDA hamuje ekspresje
biatek astrocytarnych (GS, AQP4, Kir4.1), ktorych aktywno$¢ jest istotna dla utrzymania homeostazy
wodno-jonowej w OUN. W przypadku GS udato si¢ potwierdzi¢, ze obnizenie ekspresji przektada si¢

na zahamowanie aktywno$ci enzymu.

3. Catkowita zalezno$¢ obnizenia poziomu mRNA dla GS, AQP4 i Kir4.1 przez NMDA od obecnosci

wapnia zewnatrzkomorkowego wskazuje na jonotropowy mechanizm dziatania NMDAR.

4. Brak zmian w transkrypcji podjednostek NMDAR po stymulacji NMDA $wiadczy, iz jego wplyw
na ekspresje mRNA kodujacych badane biatka astrocytarne wynikal z przyczyn innych niz zmiany

sktadu podjednostkowego.

5. Wptyw NMDA na obnizenie zdolnosci astrocytow do wychwytu D-Asp, moze wynika¢ ze zmian W
ekspresji astrocytarnych transporterow Glu wywolywanych dilugotrwatym traktowaniem NMDA.
Odmienny niz w przypadku mRNA dla GS, AQP4, Kir4.1, wptyw NMDA na ekspresjc mRNA dla
transporterow Glu (wzrost GLAST, brak zmian GLT-1), §wiadczy o mozliwoSci istnienia réznych
mechanizméw transdukcji sygnalu generowanego przez aktywacje NMDAR w astrocytach.
Identyfikacja tych mechanizméw oraz stopien ich przetozenia na ekspresje biatek wymaga podjecia

odrgbnych badan.
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Ryc.48 Graficzne podsumowanie niniejszej rozprawy doktorskiej.
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Opis suplementu

X. OPIS SUPLEMENTU

Na plycie DVD dotaczonej do niniejszej rozprawy zamieszczono przyktadowe filmy

przedstawiajgce zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3 w hodowanych astrocytach mysich:

S1 Video 1. Przykltadowy film dokumentujacy zmiany
w astrocytach po stymulacji NMDA

S2 Video 2. Przykltadowy film dokumentujagcy zmiany
w astrocytach po stymulacji Glu.

S3 Video 3. Przyktadowy film dokumentujacy zmiany
w astrocytach po stymulacji ATP.

S4 Video 4. Przykltadowy film dokumentujagcy zmiany
w astrocytach traktowanych MK801 po stymulacji NMDA.

S5 Video 5. Przyktadowy film dokumentujacy zmiany
w astrocytach traktowanych MK801 po stymulacji Glu.

intensywnosci

intensywnosci

intensywnosci

intensywnosci

intensywnosci

fluorescencji

fluorescencji

fluorescencji

fluorescencji

fluorescencji

Fluo3

Fluo3

Fluo3

Fluo3

Fluo3

S6 Video 6. Przyktadowy film dokumentujgcy zmiany fluorescencji Fluo3 w astrocytach hodowanych
w obecnos$ci odczynnika do transfekcji HiPerFect (,,mock™) po stymulacji NMDA.

S7 Video 7. Przyktadowy film dokumentujacy zmiany fluorescencji Fluo3 w astrocytach hodowanych
w obecnosci odczynnika do transfekcji HiPerFect (,,mock’) po stymulacji Glu.

S8 Video 8. Przyktadowy film dokumentujacy zmiany intensywno$ci fluorescencji Fluo3

w astrocytach z wyciszong podjednostka GIUN1 (siGIuN1) po stymulacji NMDA.

S9 Video 9. Przyktadowy film dokumentujacy zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo3
w astrocytach z wyciszong podjednostkag GIUN1 (siGIuN1) po stymulacji Glu.
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