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Streszczenie prac:
Ad.a

Rozwijajacy sie proces zapalny 1 ekscytotoksyczne uszkodzenia  komdérek
oérodkowego ukladu nerwowego przez glutaminian odgrywajg znaczacy rolg podczas
patologii EAE. Prezentowane w pracy wyniki badan mikroskopowych przeprowadzone
technikami immunohistochemicznymi z wykorzystaniem specyficznych  przeciweial

wykazaly aktywacje i proliferacje mikrogleju i astrocytow w mozgach zwierzat w ostre] fazic



EAE. Towarzyszyla temu zwigkszona ckspresja prozapalnych cytokin (1 L.-1p, IL-6 i TNF-u) i
chemokin (fraktalkina, MIP-1 i MIP-3). W grupach zwicrzat EAE poddanych leczeniu przy
uzyciu amantadyny i memantyny zaobserwowano obniZenie poziomu mRNA cytokin
prozapalnych (1I-1B, 11-6, TNF-¢). Nie zanotowano natomiast zmian w ekspresji cytokin
prozapalnych na poziomie biatka po terapii zardwno z antagonistami receptorow NMDA
(amantadyng i memantyna), jak i antagonistami mGluR G T (LY 367385 i MPEP). Podczas
ostrej fazy EAE w mézgach zaobserwowano wzrost poziomu biatka dwoch enzymow iNOS i
COX-2. Terapia z zastosowaniem badanych antagonistow (amantadyny, memantyny, LY

367385, MPEP) nie wplywala na poziom tych biatek.

Ad. b

Celem naszych badai bylo zbadanie roli receptorow metabotropowych grupy |
(mGluR G I) i receptorow NMDA w patomechanizmie EAE. Oznaczono wplyw
antagonistow: LY 367385 — (antagonista mGluR1), MPEP — (antagonista mGluR35) oraz
amantadyny i memantyny — (antagonisci receptorow NMDA) na modulacje delicytow
neurologicznych obserwowanych u szezurdw EAE. Badano takze wplyw wiw antagonistow
na ekspresje receptoréw mGluR G 1 (mGluR1 i mGluR5) i NMDA na poziomie mRNA i
biatka. Antagonisci receptordw NMDA (amantadyna | memantyna) wywicrali
neuroprotckeyiny efekt na rozwdj choroby i hamowali pojawianie sig deficytow
neurologicznych oraz poprawiali ogélny stan leczonych zwierzgt. Antagonisci receptordéw
mGIuR G 1 (LY 367385 i MPEP) nie wykazywali dziatania protekeyjnego na rozwoj
deficytéw neurologicznych. Poczynajac od 8 do 25 dnia po immunizacji zaobserwowano
wzrost poziomu ekspresji biatka dla receptorow mGluR1, mGIluRS | NMDA. Zmianom w
poziomach biatka towarzyseyl okoto 300% wzrost ekspresii mRNA, Amantadyna i
memantyna powodowaly obnizenie poziomu wszystkich badanych receptoréw zarowno na
poziomic mRNA jak i biatek. Podanic LY 377385 (antagonisty receptorow mGluRl)
powodowato wzrost poziomu mRNA i podwyzszenie poziomu biatka dla mGluR1T. Podanie
MPEP (antagonisty mGIluR5) powodowalo wzrost poziomu mRNA i biatka receptorow
mGluRS5. Jednoczesne podawanie antagonistow receptorow NMDA  (amantadyny i
memantyny) z antagonistami mGluR G I (LY367385 i MPLP) nie mialo dalszego

zauwazalnego wphywu na zmiany poziomow mRNA i biatek badanych receptorow.



Ad. e

Pomiary wychwytu i uwalniania glutaminianu przeprowadzono na dwéch frakcjach
bion komérkowych: synaptosomalnej - pochodzenia neuronalnego, oraz GPV - pochodzenia
astrocytarnego. Oznaczenia wykonano technikami izotopowymi z uFyciem znakowanego
glutaminianu. Badania wykazaly u zwierzat EAL (w szezycie choroby - 12 d.p.i.) zwigkszony
wychwyt glutaminianu =z przestrzeni zewnglrzngj, zarowno W przyvpadku  [rakeji
synaptosomalnej, jak i frakcji blonowej pgcherzykéw pochodzenia astrocytarnego (GPV).
Zanotowano réwniez zwigkszone uwalnianie glutaminianu z obu frakeji (synaptosomomalnej
i GPV) o okoto 20% po depolaryzacji blon w obecnosci KCI. Obserwowane zmiany w
transporcie glutaminianu (wzrost zarowno wychwytu jak i uwalniania) sugerujg, Ze podczas
ostrej fazy EAE moze dochodzié do zwigkszenia poziomu glutaminianu w przestrzeniach
synaptycznych. W ostrej fazie EAE zaohserwowano zwigkszony poziom ekspresji biatek:
transporterdw glutaminianu (GLT-1, CAACI), metabotropowych glutaminianergicznych
receptordw grupy 1 (mGluR | i mGluR3) oraz eytokin prozapalnych (IL-1[3, IL-6 1 TNF-w).

Ad.d

Transport glutaminianu w oérodkowym ukladzie nerwowym odbywa si¢ za pomoca
biatek transportujacych zlokalizowanych na bionach komérkowych zaréwno neurondw
(transporter EAACI) jak i astrocytow (transportery GLAST GLT-1), Oznaczenia wykonane
na izolowanych frakcjach (synaptosomalnej i GPV) potwicrdzily wzrost ekspresji bialek
transporterowych ekspresionowanych na astrocytach (GL.T-1), jak i na neuronach (EAACI) w
szezycie choroby EAE (12 d.p.i.). Ekspresja biatka transportera GLAST byla niezmieniona.
Poziom mRNA dla transporteréw GLT-1 i GLAST oznaczany w réznych strukturach
mozgowia (przodomézgowiu i moézdzku) wzrastal powyzej wartosci kontrolnych i byt
skorelowany w czasic z nasileniem sie deficytow neurologicznych u zwierzat EAL. Nie
zaobserwowano korelacji czasowej pomigdzy ckspresjia mRNA i poziomem biafek badanych
transporteréw. Odnotowano obnizenie ekspresji biatka transportera GLAST (zarowno w
mozdzku jak i w przodomozgowiu) oraz transportera GLT-1 (w moézdzku) pomigdzy 8-20
d.p.i. W przodomézgowiu natomiast ekspresja biatka GLT-1 wzrastala we wezesnych (4-6
d.p.i.) i poznych (20-25 d.p.i.) stadiach choroby, podezas gdy w szezycie EAL (8-12 d.p.i.)

zaobserwowano obnizenic poziomu biatka transportera GLT-1. Obserwowanc zmiany w



ekspresji mRNA i biatek badanych transporterow éwiadezg o ich zaangazowaniu w regulacje

poziomu zewnatrzkomérkowego plutaminianu w przebiegu patologii EAE.

Opis osiggniecia:

,Rola ekscytotoksycznosei glutaminianu W patogenezie autoimmunologicznego
zapalenia mozgu i rdzenia Kkrggowego (EAE) szczura - badanie potencjalu
neuroprotekeyjnego antagonistow receptorow glutaminianergicznych.”

Wstep

Autoimmunologiczne zapalenic mézgu i rdzenia Krggowego (CEAE - cxperimental
autoimmune encephalomyelitis) jest zwierzgcym modelem powszechnic przyjetym w
badaniach patomechanizmow stwardnienia rozsianego — sclerosis multiplex (SM). SM to
najczestsza choroba zapalno-demiclinizacyjna uktadu nerwowego. Z reguly dotyczy ludzi
miodych migdzy 20 a 40 rokiem zycia. Zapadaja na nig czgdciej kobiety, mieszkaicy
umiarkowanych stref geograficznych, wysoko rozwinietych krajéw zachodniego krggu
cywilizacyjnego. Na SM choruje na $wiecie ponad | milion, w Europie okoto 450 tysigey, a
w Polsce ponad 40 tysigey 0séb. Polska lezy w obszarze zwigkszonego ryzyka zachorowania,
gdzic wspotezynnik zachorowalnosei przekracza 30/ 100 000, a w Wiclkopolsce nawet 51/100
000. SM stanowi coraz wigkszy problem nic tylko kliniczny, ale i spoleczny (Thompsen i
Bowling, 2011). Dotychczas nie ma leku, ktory cofatby objawy tej choroby. Dostgpne jest
tylko leczenie tagodzace objawy - glikokortykosteroidy, immunoterapia (interferon p i y),
leczenie immunosupresyine. l.ekami z wyboru s zwigzki o silnym dzialan iu cytotoksycznym

(antybiotyki, immunosupresanty), czgsto wywolujace objawy nicpozadane.

Etiologia choroby nie jest dokfadnic poznana. W aktualnych dyskusjach na temat
przyczyn SM uwzglednia sig dwie teorie: 1) wirusows, ktora zaktada sig, z¢ wirus lub wirusy
o dziataniu powolnym sg czynnikiem sprawczym choroby oraz 2) autoimmunologiczng,
wskazujaca na rolg zasadowego bialka mieliny (MBP) w {worzeniu przeciweial przeciwko
wiasnej mielinie, Istnieje rowniez proba laczenia obu teorii, mawigca, Ze pierwotng role w

wyzwalaniu autoagresji odgrywa infckcja wirusowa (Levin i in. 2002, Bitsch i in. 2000).



Charakterystyczng oznaka choroby jest pojawianie si¢ uszkodzen oslonek mielinowych w
istocie bialej rdzenia kregowego i mézgu. Pierwszym patologicznym mechanizmem jest
przeniknigeie komorek ukladu immunelogicznego (limfocytéw i makrofagow) 2 krazenia
obwodowego do ofrodkowego ukladu nerwowego (OUN). Makrofagi i zaktywowane
komérki mikrogleju mogg generowa¢ wolne rodniki tlenowe, uwalnia¢ cytotoksyczne
aminokwasy pobudzajgce, aktywowa¢ komplement, produkowac cytokiny prozapalne oraz
przeciweiata skierowane przeciwko ostonkom mielinowym. W obszarach ognisk (plak)
demielinizacyjnych zaobserwowano limfocyly, makrofagi i aktywne komorki mikrogleju, co
sugeruje ich zaangazowanie w procesy demielinizacji (Cuzer i in. 1998). Wszystkie te
czvnniki moga prowadzi¢ do uszkodzen oligodendrocytow i mieliny. a nastepnie degeneracji
aksondw i $mierci neurondw. Wyniki badar z ostatnich lat wskazujg na udzial aminokwaséw
pobudzajacych w rozwoju SM (Groom i in. 2003, Choi 1998, Pitt i in. 2000). W mozgach i
plynie mézgowo rdzeniowym o0séb chorych zaobserwowano podwyZzszony poziom
glutaminianu (Choi 1998, Pitt i in. 2000, Klivenyi i in. 1997). Zmiany w homeostazic
glutaminianu byty obserwowane w obszarach ognisk demiclinizacyjnych (Groom i in. 2003).
Zewnatrzkomérkowe stezenie glutaminianu musi by¢ Scisle kontrolowane, gdyz jego nadmiar
powoduje nadmierng stymulacje receptorow glutaminianergicznych, co w konsekwencjach
prowadzi do $micrci komérek OUN - zjawisko to nosi nazwe ekscytotoksycznosei (Pitt i in.
2000, Klivenyi i in. 1997, Choi 1997). Szereg zarowno ostrych jak i przewleklych procesow
neurodegeneracyjnych moze by¢ zwigzane z: a) nadmiarem egzogennego glutaminianu lub
agonistéw jego receptorow, b) nadmiernym uwalnianiem endogennego glutaminianu &
neuronéw np. podczas urazu mozgu, ¢) nadmierny aktywacjg  receptorow

glutaminianergicznych (Meldrum 2000, Doble 1999).

Kwas glutaminowy jest gtéwnym neuroprzekaznikicm o dziataniu pobudzajgcym w
moézgu ssakow. Dziala on na uklad nerwowy za posrednictwem wielu specyficznych
rozmieszczonych pre- i post- synaptycznie receptordw glutaminianergicznych (GluRs) oraz
transporterow  dla  aminokwaséw pobudzajacych (EAATs - cxcitatory amino acid
transporters). Istnieja dwa podstawowe typy receptorow dla glutaminianu: jonotropowe
(iGluRs) — bedace w istocie bramkowanymi przez ligandy kanatami jonowymi oraz
metabotropowe (mGluRs) sprzezone poprzez biatka G z wewnatrzkomorkowymi uktadami

przckazywania sygnatu (Meldrum 2000, Conn i Pin 1999, Bruno i in. 2000).

Glutaminianergiczne receptory jonotropowe (iGluR) zostaty podzielone na trzy klasy:

AMPA - (pobudzane przez kwas u-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy;



AMPA), KA - (pobudzane przez kwas kainowy: KA) i NMDA - (pobudzane przez kwas N-
metylo-D-asparaginowy: NMDA). Receptory klasy AMPA i KA sg ekspresjonowane na
oligodendrocytach i neuronach (Yoshioka i in. 1996, Matute i in. 1997). Receptory
jonotropowe klasy NMDA sy ckspresjonowane na neuronach, komoérkach mikrogleju i
astrocytach (Verkhratsky i Kirchoff 2007). W badaniach in vitro agonisci wszystkich trzech
klas iGluR (glutaminian, NMDA, kainian i AMPA) nawet w niskich stezeniach wywolywali
toksyczne uszkodzenia neurondw i oligdendrocytow (McDonald i in. 1998, Ikonamidu i

Turski 1996).

Metabotropowe receptory glutaminianegiczne (mGluR) sg powigzane poprzez biatka
G z systemem wtérnych przekaznikéw i reguluja wiele funkcji wewnatrzkomorkowych
(Schoepp i in. 1999). Wedtug aktualnie obowiazujace] klasyfikacji receptory mGluR dzieli sig
na trzy grupy, zgodnie z homologia sekwencji aminokwasowej, profilem farmakologicznym
oraz typem szlaku przekazywania sygnalu wewnatrzkomorkowego towarzyszacego aklywac)i
receptora (Schoepp i in. 1999). Grupa I mGluR(mGluR G 1) - to receptory mGluR 1, b, ¢ 4 Oraz
mGIuR5, »; grupa 11 mGluR (mGluR G 1I) — to receptory mGluR2 i mGluR3; do grupy III
mGluR(mGluR G III) zaliczamy receptory mGluR4, o, mGluR6, mGluR 7, p oraz mGluRE, .
Wszystkie poznane dotychczas typy receptorow | grupy mGluR, powigzane s ze szlakiem
aktywacji fosfolipazy C; natomiast stymulacja receptorow I i 111 grupy mGluR prowadzi do
zahamowania cyklazy adenylanowej (Schoepp i in. 1999),

Receptory mGluR grupy Il i III sq lo receptory presynaptyczne, ich pobudzenie
hamuje uwalnianie endogennego glutaminianu do przestrzeni synaptycznej. Wystgpuja w
duzym zageszczeniu w wigkszosei rejondw mozgu, gtéwnie w korze MOZEOWE], WZROrZl,
prazkowiu i hipokampie. Ekspresjonowane sg nie tylko na neuronach, ale rowniez na
powierzchni komdrek glejowych.

Receptory mGluR grupy I (mGluR 1 i mGluR 3) sg ckspresjonowane glownie na
neuronach, ale wystepuja tez na atrocytach i komérkach mikrogleju (Bordoli i Ugolini 1999).
Receptory mGluR uczestnicza w regulacji funkcji komorek glejowych i ich interalkeji
pomigdzy glejem i neuronami, poprece regulacjg uwalniania i wychwytu glutaminianu w
zakoficzeniach postsynaptycznych, zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i w patologii
(Biber i in. 1999, Bruno i in. 1998). Wystepuja w duzym zageszozeniu w roznych obszarach
mézgu, glownie mozdzku, wzgérzu, w obszarze CA | i zakretu z¢batego hipokampa; w
mniejszych ilogciach wystepuja tez w korze mozgowej, prazkowiu i podwzgérzu. Receplory

mGIluR grupy 1 zlokalizowane sa posisynaptycznie w rejonie okreslanym jako . pierscien



okotosynaptyczny”. Nie stwierdza sig ich obecnosci w centrum synapsy, gdzie dominujg
receptory jonotropowe (iGluR). gtownic AMPA czy NMDA (Bordli i Ugolini 1999, Geurts i
in. 2003). Do aktywacji receptoréw mGluR G I dochodzi prawdopodobnie w sytuacji, gdy w
przestrzeni synaptycznej wystgpuje nadmiar glutaminianu. Pobudzenie to wiagze sig z
aktywacja szlaku fosfolipazy C - (PLC). co prowadzi do depolaryzacji i wzrostu pobudliwosci
komoérek nerwowych poprzez hamowanie pradow K' i aklywacje nieselektywnych kanalow
kationowych oraz do zwigkszenia przewodnictwa poprzez receptory NMDA (Perroy i in.
2008).

Znane sa wzajemne powiazania w  oddzistywaniu pomigdzy receptorami
jonotropowymi iGluRs a mGluRs G 1. Badania clekirofizjologiczne wykazaty funkcjonalne
oddziatywanie receptoréw mGIuR G 1 i receptordw NMDA w roznych obszarach mozgu.
Aktywacja receptoréw mGluRS wzmacniala odpowiedz wywolang przez receptory NMDA

(Perroy i in. 2008, Adamchik i Baskys 2000).

Dolychezas podjete badania wykazaty, iz w rozwoj patologii SM/CAE sg
zaangazowane zaréwno receptory jonotropowe (iGluRs), jak i metabotropowe (mGluRs).
Wykazano, z¢ w SM w uszkodzeniu oligodendrocytdow przez interleuking | beta (1I-1F)
poérednicza receptory AMPA/KA (Takahashi i in. 2003). Limfocyty T, biorace bezpusredni
udziat w odczynie zapalnym w mézgu, ekspresjonujg funkcjonalng podjednostke receptora
AMPA GIuR 3, kidra uczestniczy w aktywacji komorek T (Ganor i in. 2003). Jednakze
wczesniej opisywane w literaturze badania z zastosowanicm antagonistow receptorow
jonotropowych dla glutaminianu (iGIuR) sprzgzonych z kanalami jonowymi (NMDA,
kainowe i AMPA) nie przyniosty pokfadanych w nich nadziei. Wyniki tych badan nie
znalazty bezposredniego zastosowania w terapii, gdyz blokery kanalu NMDA czy
kompetycyjni antagonisei catkowicie blokowali funkcjg receptordw NMDA, co skutkowato
licznymi dziataniami ubocznymi (zaburzenia pamigci, drgawki, uzaleznienia, czy zaburzenia
psychotyczne).

W badaniach klinicznych SM, jak i w wielu zwicrzgeych modelach choréb zapalnych i
neurodegeneracyjnych obserwowano rowniez zmiany w ekspresji receptorow mGIuR G | w
OUN (Geurts i in. 2003, Ganor i in. 2003, Groom i in. 2003). Rowniez wyniki prac
dodwiadezalnych wykonanych na hodowlach komérkowych, dostarczajg ciekawych
informacji na temat mozliwosci wykorzystania substancji oddziatywujgcych na receptory
metabotropowe dla glutaminianu mGluR w neuroprotekeji, w polaczeniu z substancjami

modulujacymi funkcje receptorow NMDA (Zieminska i in. 2003, Zieminska i Lazarewicz



2006). Aktywacja receptorow mGluR G 1 wywoluje pobudzenie neuronow, dlatego
nadmierna stymulacja tej grupy receptorow powinna mie¢ dzialanie toksyczne. a
zablokowanic receptoréw poprzez zastosowanie specyficznych antagonistow powinno
prowadzic do efektow protekeyjnych.

Jezeli w rozwoju procesu zapalnego, demielinizacji i neurodegeneracji w patologii SM
istotna role odgrvwa ekscylotoksyeznoéé glutaminianu, to substancje modulujgce funkcje
receptorow NMDA (amantadyna i memantyna) oraz antagoniféei mGluR G I, (mGluR1 i
mGluRS, odpowiednio LY 367385 i MPEP) powinny wykazywa¢ dzialanie protekcyjne,
zmniejszaé obserwowane uszkodzenia i przywraca¢ zaburzone funkeje fizjologiczne, Ten
aspekt nie byt dotad poznany w patologii EAE/SM, dlatego podjatem badania dotyczgce tego
zagadnienia, uwazajac, z¢ mogg one stanowié nowy i oryginalny wklad do dodwiadczalne)

terapii SM.

Cel badan

Celem przeprowadzonych badan bylo wyjasnienie roli receptorow dla glutaminianu
zardwno metabotropowych grupy 1 (mGluRs G I) i jonotropowych (NMDA) oraz zbadanie
czy antagonisci w/w receptorow wykazuja dziatanie protekeyjne w rozwoju uszkodzen w
moézgu szezura w patologii alergicznego zapalenia moézgu i rdzenia krggowego {(EAE).

Osiagniecie tego ogdlnepo celu realizowane bylo poprzez zbadanie:

a) deficytdw neurologicznych w chorobic EAF,

b) zaburzen w poziomach glutaminianu i jego transporcie podezas patologii CAE,

¢) zmian ekspresji receptorow (GluRs) i transporteréw (EAATS) na poziomie biatka i mRNA,

d) zmian ckspresji wybranych biatek - wyznacznikdw procesow zapalnych: interleukiny |
beta (IL-1B), interleukiny 6 (IL-6), czynnika martwicy nowotworéw (TNF-ot), enzymow

INOS i COX-2 metoda Western blot,
¢) poziomdw mRNA dla cytokin prozapalnych,

¢) czy substancje bedace antagonistami receptorow glutaminianergicznych (amantadyna,
memantyna, MPEP i LY 367385) zapobiegaja wywolanym podezas EAE uszkodzeniom

osrodkowego uktadu nerwowego wykazujae dziatanie neuroprotekeyjne.



Model EAE

Badania przeprowadzono na szezurach rasy Lewis, samicach o masie ciata okoto 180-
200g. EAE wywolywano poprzez iniekcje 100 pl szezepionki zawierajgcej 10 % homogenat
rdzenia $winki morskicj, zawieszony w medium z kompletnym adjuwantem Freunds'a i
wzbogaconym w Mycobacterium tuberculosis H 37 Ra. Zwierzgta w grupach kontrolnych
otrzymywaly szczepionke pozbawiong homogenatu rdzenia swinki morskiej. Badania, testy
oraz pobieranie materiatu do oznaczehi laboratoryjnych przeprowadzono w réznych fazach
rozwoju choroby to jest w 4, 6, 8, 10, 12, 20 1 25 dniu po immunizacji (d.p.i.). Potencjalne
substancje terapeutyczne (MPEP i LY 367385 w dawkach 10 mg/kg masy ciata/dzien,
memantyna, w dawce 60 mg/kg masy ciata /dzien, a amantadyna w dawce 100 mg'kg
m.c./dzien) podawano w postaci dootrzewnowych iniekcji przez 7 kolejnych dni, poczynajac
od 5-go d.p.i. Podczas calego eksperymentu prowadzono bardzo wnikliwa i doglcbng
obserwacje zwierzat cksperymentalnych. Obejmowala ona oceng: ubytku masy ciala,
deficylow neurologicznych zwierzgl, dlugosci fazy indukeyjnej choroby, czasu trwania

choroby i émiertelnosci.

Wyniki
1. Przebicg choroby EAE

Pierwszym objawem rozwijajaccgo sig EAE byl ubytek masy ciata. W 8 dniu
eksperymentu zwierzgta EAE we wszystkich grupach doswiadczalnych osiggaty najwyzszy
mase ciata. Poczawszy od 9 do 13-15 d.p.i. obserwowano postgpujacy spadek masy ciala
(okolo 20 -40%) w stosunku do masy wyjsciowej. W 9-10 d.p.i. pojawialy sig narastajgce
deficyty neurologicznetzw. ostra faza EAE. Objawiata si¢ ona stopniowo postgpujacym
paralizem, ktéry obcjmowat ogon, nastgpnie kofczyny tylne i przednie.Deficyty oceniano
wedlug nastepujace] skali: 0 — brak oznak deficytéw ncurologicznych, | — zwiotczenie ogona,
2 — pslabienie napiecia migéniowego i czgsciowy paraliz koficzyn tylnych, 3 — catkowity
paraliz koficzyn tylnych, 4 -paraplegia, 5 — émier¢ zwierzgcia (Kerschensteiner i in. 2004).
Szczyt choroby przypadat na 12-14 d.p.i, trwal okolo 3-4 dni, po czym paraliz stopniowo

ustepowat, Okoto 15-16 d.p.i. deficyty neurologiczne colaly sig catkowicie, zwierzeta
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zaczynaly zdrowie¢, stopniowo zwigksza¢ masg ciala aby okolo 25 d.p.i. uzyska¢ masg
wyjsciows.
2. Wplyw antagonistéw receptoréw glutaminergicznych na przebieg choroby EAE

Wyniki cksperymentéw  dotyczace oddzialywania antagonistow  receptorow
glutaminergicznych na przebieg choroby EAE wykazaly, 7e podanie zardwno amantadyny jak
i memantyny statystycznie znamiennie oslabiato deficyty neurclogiczne i poprawiato stan
fizjologiczny zwierzat w pordwnaniu do zwierzat EAL niepoddanych terapii. Zaobserwowano
{(1-2 dniowe) opdznienic pojawiania si¢ deficytdw neurologicznych oraz skrécenie czasu
trwania ostrej fazy choroby (o 1-2 dni). Nie zaobserwowano natomiast pozytywnego efektu
terapeutycznego po podaniu zwierz¢tom EAE antagonistow receplorow metabotropowych
mGIluR G I (MPEP i LY 367385) (Sulkowski i in. 2013a, Sulkowski i in. 2013b),

3. Zmiany w transporcie glutaminianu i ekspresji transporterow (EAATS)

a) Wychwyt i uwalnianie glutaminianu

Pomiary wychwytu i uwalniania glutaminianu przeprowadzono na dwoch frakejach
blon komérkowych: synaptosumalnej - pochodzenia neuronalnego, oraz GPV - pochodzenia
astrocytarnego. Oznaczenia wykonano technikami izotopowymi z uzyciem znakowanego
glutaminianu, Badania te wykazalty u zwierzal EAE (w szezycie choroby - 12 d.p.i.)
zwigkszony wychwyl glutaminianu z przestrzeni zewngtrznej, zarowno w przypadku frakeji
synaptosomalnej, jak i frakcji blonowej pecherzykéw pochodzenia astrocytarnego (GPV)
odpowiednio o okolo 30% i 15% (Sulkowski i in, 2009). Zanotowano rowniez zwigkszone
uwalnianic glutaminianu z obu frakeji (synaptosomomalnej i GPV) o ockolo 20% po
depolaryzacji blon w obecnodei KCI (Sulkowski i in. 2009).Obscrwowane zmiany w
transporcie glutaminianu (wzrost zaréwno wychwytu jak i uwalniania) sugeruja, ze podezas
ostrej fazy EAE moze dochodzi¢ do zwigkszenia poziomu glutaminianu w przestrzeniach
synaptycznych. Zaburzenia te mogg prowadzi¢ do ekscytotoksycznego uszkodzenia komoérek

w oérodkowym uktadzie nerwowym.
b) Zmiany w ekspresji transporteréw dla glutaminianu (EAATS)
Transport glutaminianu w osrodkowym uktadzie nerwowym odbywa sig¢ za pomocy

bialek transportujacych zlokalizowanych na blonach komérkowych zaréwno neurondow
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(transporter EAACI) jak i astrocytow (transportery GLAST GL1- 1). Jest to transport zgodny
z gradientem jondw sodu (glutaminian przechodzi do komarki w kompleksie z jonami Na®).
Analizy poziomu ekspresji transporterow dla aminokwaséw pobudzajgeych EAATs na
poziomie biatka wykonano technika Western blot, a poziom ekspresjii mRNA oznaczono
technika RT-PCR. Oznaczenia wykonane na izolowanych frakcjach (synaptosomalnej i GPV)
potwierdzily wzrost ekspresji bialek transporterowych ekspresjonowanych na astrocytach
(GLT-1), jak i na neuronach (EAACI) o okolo 30 % w slosunku do kontroli w szezycie
choroby EAE (12 d.p.i.). Ckspresja biatka transportera GLAST byla niezmieniona
(Sulkowski i in. 2009). Poziom ckspresji mRNA dla transporterow GLT-I i GLAST
oznaczany w roznych strukturach mézgowia (przodomézgowiu i mozdzku) wzrastat o 90-
[50% powyzej wartosei kontrolnych i byt skorclowany w czasie z nasileniem sig deficytow
neurologicznych u zwierzat EAE (Mitosek-Szewezyk i in. 2008). Nic zaobserwowano
korelacji czasowej pomigdzy ekspresjg mRNA i biatek badanych transporterow. Odnotowano
obnizenie ekspresji  biatka transportera GLAST (zarowno w mozdizku jak i 9w
przodomozgowiu) oraz transportera GLT-1 (w mozdzku) pomiedzy 8-20 d.p.i. Natomiast w
przodomézgowiu ekspresja biatka GLT-1 wzrastata o 20-40% we wezesnych (4-6 dp.i) i
poznych (20-25 d.p.i.) stadiach choroby, podezas gdy w szczycic EAE (8-12 d.p.i)
zaobserwowano 15-20% obnizenic ekspresji biatka transportera GLT-1 (Mitosek-Szewczyk i
in. 2008). Transporter GLT-1 jest gléwnym transporterem w przodomézgowiu, natomiast w
mozdzku dominuje transporter GLAST, Obserwowane zmiany w ekspresji mRNAi biatek
badanych transporterdw $wiadeza o ich zaangazowaniu w regulacj¢ podwyZszoncgo poziomu
zewnatrzkomérkowego glutaminianu w przebiegu patologii EAE, oraz ochrong komérek
OUN przed ekscytotoksycznoscig. Jednakze obniZenie ekspresji biatka (pomimo wzrostu
poziomu mRNA) dla glownego transportera GLT-1 w szezycie choroby moze sugerowac

zaburzenie procesu regulacji poziomu glutaminianu w przestrzeniach synaptycznych.
4. Zmiany w ekspresji receptoréw glutaminianergicznych:

Przeprowadzone technikami biologii molekulamnej (Real time PCR) badania zmian
ekspresji mRNA dla metabotropowych receptorow glutaminianergicznych grupy I (mGluR 11
mGluR 5) i receptoréw NMDA potwierdzity wezedniej obserwowane zmiany w ekspresji w/w
receptoréw na poziomic biatka przeprowadzone technikami Western blot. Obserwagjc
prowadzono zaréwno w roznych fazach rozwoju choroby, jak rowniez po poddaniu zwicrzgt
EAE terapii z zastosowaniem antagonislow receptorow glutaminergicznych (memantyny,

amantadyny, LY 3673851 MPEP).
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a) Ekspresja receptoréw mGluR1

Poczynajac od 8 d.p.i. u zwierzgt EAE zaobhserwowalismy posigpujacy w czasie
wzrost ekspresji mRNA dla receptorow mGluRl, o okoto 300% w 25 d.p.i. Zmianom tym
towarzyszyl okoto 25% wzrost ekspresji mGluR1 na poziomie bialka (Sulkowski i in.
2013b). Podanie amantadyny i memantyny powodowalo obnizenie poziomu ekspresji mRNA
mGluR 1 o okofo 20% w pordwnaniu do zwierzat kontrolnych i 0 okoto 300% w pordwnaniu
do nieleczonych zwierzat EAE w odpowiednich punktach czasowych. Obnizenie ckspresji
mGluR1 na podobnym poziomie odnotowano we wszystkich badanych grupach czasowych
zwierzat EAE (12, 10 i 25 d.p.i.). Podanie LY 377385 (amtagonisty receptoréw mGluR1)
powodowalo wzrost poziomu mRNA (ok. 300%) | podwyzszenie poziomu bialka (okolo
20%) dla mGluR | w stosunku do zwicrzat kontrolnych (Sulkowski i in. 2013b).

b) Ekspresja receptoréw mGluRS

Ckspresja receptordw mGluR3S w modelu EAE wykazywata podobne tendencje zmian
jak ekspresja receptorow mGluR1. Ekspresja mRNA mGluR5 wzrastala pomigdzy 12-23
d.p.i. o okoto 80% w stosunku do kontroli, natomiast na poziomie biatka mGluRS
obserwowalismy w lym samym czasie okofo 20% wezrost. Podanie amantadyny i memantyny
zmnigjszalo poziom ekspresjii mRNA mGIuRS o okolo 20% w poréwnaniu do kontroli i o
okolo 100% w poréwnaniu do zwierzat EAE w odpowiednim punkcie czasowym. Nie
zanotowano zmian ekspresji mGIluRS na poziomie biatka. Podanic MPEP (antagonisty
mGluR5) powodowalo wzrost ekspresji mRNA mGluR5 o okolo 40% w stosunku do
kontroli, a na poziomie biatka ekspresja wzrastala okoto 20% powyzej wartosci kontrolnych
(Sulkowski i in. 2013b).

¢) Ekspresja receptorow NMDA

Poziom mRNA dla receptordéw NMDA byt o 20-30% nizszy we wezesnych czasach
po immunizacji (4-8 d.p.i.) i o 10-15% wyzszy pomigdzy 20-25 d.p.i. Wzrost ekspresji
receplorow NMDA na poziomie bialka o okoto 10% byt zauwazalny tylko w pdZnych
stadiach choroby (20-25 d.p.i.). Podanie amantadyny i memantyny obnizato poziom ekspresji
receptorow NMDA w pdznych stadiach choroby (20-25 d.p.i.), zarowno na poziomie mRNA
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jak i biatka w poréwnaniu du zwierzat EAL w odpowiednich punktach czasowych.
Jednoczesne podawanie antagonistéw receptorow NMDA (amantadyny i memantyny) z
antagonistami mGluR G 1 (LY367385 i MPEP) nic miato dalszego zauwazalnego wphywu na

zmiany ekspresji mRNA i biatek badanych receptorow (Sulkowski i in. 2013b),

5, Zmiany poziomu mRNA i bialek wybranych czynnikéw prozapalnych

a) Ekspresja cytokin i chemokin

Obserwacje mikroskopowe przy uzyciu technik immunohistochemicznych z
wykorzystaniem odpowiednich przeciweial potwierdzily zwickszong aktywacje i proliferaciy
mikrogleju i astrogleju w mézgach zwierzat w ostrej fazie EAE. Towarzyszyla temu
zwickszona ekspresja prozapalnych cytokin (IL-1B, IL-6 i TNF-u) i kilku chemokin
(fraktalkina, MIP-1 i MIP-3) (Sulkowski i in, 2013a). W grupach zwierzat EAE poddanych
leczeniu przy uzyciu amantadyny i memantyny zaobserwowano 20-30% obnizenie poziomu
ckspresji mMRNA cytokin prozapalnych (I1-1f, 11-6, TNF-a). Nie zaobserwowalismy natomiast
zmian w ekspresji cytokin prozapalnych na poziomie biatka po terapii zardwno z
antagonistami receptoréw NMDA (amantadyng i memantyna). jak i antagonistami mGIuR G |
(LY 367385 i MPEP) (Sulkowski i in. 2013a).

b) Ekspresja enzymow iNOS i COX-2

Podczas ostrej fazy EAE (12 d.p.i.) w mozgach zaobserwowano wzrost poziomu
bialka dwoch enzyméw INOS (o okolo 150%) i COX-2 (o okolo 100%) w pordwnaniu do
kontroli (Sulkowski i in. 2013a). Terapia z zastosowaniem badanych antagonistow
(amantadyny, memantyny, LY 367385 i MPEP) nic wplywata na poziom biatka iNOS i COX-
2. Enzymy te pelnig wazna rolg w regulacji metabolizmu glutaminianu i sq powigzane z
rozwojem procesu zapalnego. Stymulacja astrocytéw, mikrogleju i makrofagow przez
cytokiny prozapalne prowadzi do zwigkszonej biosynlezy iNOS w mdzgu (Parkinson i in,
1997). Zwickszony poziom ekspresji i aktywnosci COX-2 w OUN moze prowadzi¢ do
wzrostu ekscytotosycznych uszkodzen oligodendrocytéw, mieliny i uszkodzen aksondw

(Rose i in. 2004). Obserwowana przeze mnie, zwigkszona ekspresja tych enzyméw sugeruje,
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iz podwyzszony poziom glutaminianu moze prowadzi¢ do ekscytotoksycznych i zapalnych

uszkodzer mézgu w ostrej fazie CAE.

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone  badania  potwierdzajq udziat  glutaminianu  w  patologii
autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzenia kregowego (EAE). Wyniki eksperymentéw
¢ zastosowaniem  antagonistéw  receptorow glutaminianergicznych wskazujg na
zaangazowanie zarGwno receptorow jonotropowych (NMDA) jak i metabotropowych
(mGluR G I} w patologie CAE. Substancje wykazujgee dziatanie antagonistyczne wobec
receptorow NMDA (amantadyna i memantyna) dziataly neuroprotckeyjnie | W znacznym
stopniu  hamowaly pojawianie sig deficytow neurologicznych oraz poprawialy ogélna
kondycje zwierzat. Nie zaobserwowano protekeyjnego wplywu antagonistow receplorow
mGluR G I (LY 367385 i MPEP) na poprawg deficytow neurologicznych, zardwno, gdy
podawano je oddzielnie, jak i w polaczeniu z amantadyng | memantyna. Jednakie wszystkie
testowane substancje braty udzial w modulowaniu ekspresjii mRNA i biatka specylicznych
receptoréw glutaminianergicznych (NMDA, mGluR 1 i mGluR 3).

Zwickszony wychwyt i uwalnianie glutaminianu  we [rakcjach blonowych
pochodzenia neuronalnego (synaptosomy) i astrocytarnego (frakcja GPV) oraz zwigkszona
ekspresja bialka i mRNA dla transporterow glutaminianu (GLAST, GLT-1 i EAACI)
éwiadezg o wlaczeniu mechanizmow obronno-kompensacyjnych przeciwko wzrostowi
poziomu glutaminianu w moézgach zwierzat EAL. Jednakze obserwowane rownolegle
obnizenie ckspresji biatka glownego transportera GLT-1 W szczycie choroby (pomimo
wzrostu poziomu mRNA) sugeruje zaburzenie procesu regulacji poziomu glutaminianu w
przestrzeniach zewnatrzkomérkowych,

W patologii EAE zaobserwowano zwigkszong proliferacjg i aktywacje mikrogleju i
astrocytéw w mozgach chorych zwierzat, co &éwiadczy o rozwoju procesu zapalnego.
Towarzyszyla temu zwigkszona ckspresja czynnikow prozapalnych: cytokin (IL-1p, 1L-6,
TNF-u) i chemokin (fraktalkiny, MIP-1, MIP-3). Ponadto zaobserwowano zwigkszony
poziom biatka dwoch enzymow iNOS i COX-2, ktore sa powigzane z ekscytotoksycznymi i
zapalnymi uszkodzeniami. Amantadyna i memantyna obnizaty ekspresjy czynnikow
prozapalnych (IL-1p, IL-6, TNF-u, fraktalkiny, MIP-1, MIP-3} w ostrej fazie EAE,

przyczyniajac sie do fagodzenia procesow zapalnych. Natomiast antagonisci mGIuR G 1 (LY
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367385 | MPEP) nic wykazywali wplywu na przebieg 1 modulacje procesu zapalnego podezas
EAE.
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6. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych:

a) Pozostale informacje o dorobku naukowym:
Pozostate informacje o dorobku naukowym znajduja sie w zalgezniku nr 6.

b) Analiza bibliometryczna:

b.1) Prace oryginalne opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora:
-llo$¢ prac w pismiennictwie posiadajgcym IF — 8

-Iloé¢ prac w pismiennictwie nicposiadajgcym IF =2

-llosé prac w suplementach czasopism posiadajgeych IF - |

-Udziat w migdzynarodowych i krajowych konferencjach — 18

-Sumaryczny IF: 8,432; punkty MNiSW: 87

b.2) Prace oryginalne opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora:
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-Tloé¢ prac w pismiennictwic posiadajacym IF —13
-Udziat w miedzynarodowych i krajowych konlerencjach — 32

-Sumaryczny IF: 34,132; punkty MNiSW: 268

h.3) Prace oryginalne opublikowane tgcznie (w calym dorobku):
-Iloéé wszystkich publikacji oryginalnych: 24

-Udziat w miedzynarodowych i krajowych konlerencjach naukowych:50
-Sumaryczny IF zgodnie z rokiem opublikowania:

IF: 42,564; punkty MNiSW: 365

-Liczba cytacji wedlug bazy Web of Science (WoS): 190

-Indeks Hirscha opublikowanych publikacji wedlug bazy Web of science (WoS): 9

Szezepolowa analiza bibliometryezna wykonana przez Biblioteke IMDIK PAN znajduje
sie w zalgezniku nr 8.

¢) Wyrdznienia i nagrody:

2003 r.- Nagroda Stowarzyszenia Neuropatologow Polskich “The Henrykand Krystyna
Wiéniewski Fundation”., New York za rok 2002, za dorobek naukowy w dziedzinie
neurochemii. Warszawa 24.V, 2003r.

2008 r.- Nagroda Dyrektora IMDIK im. M Mussakowskicgo PAN za pracg z IF=3.814
opublikowang w 2007 roku; autorstwa: Struzynska L., Dgbrowska-Bouta B., Koza K.,
Sulkowski G. Inflammation-like glial response in lead-exposed immature rat brain. Toxicol.
Sci, 2007, 95(1): 156-162.

2011 r.- Nagroda Dyrektora Instytutu Medycyny Doswiadczalne] i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk za prace zIF=3.601opublikowang w 2010 roku,
autorstwa; Grygorowicz T., Struzyhska L., Sulkowski G..Chalimoniuk M., Sulejczak D.
.Temporal expression of PyX; purinergic receptor during the course of experimental
autoimmune encephalomyelitis.” Neurochemistry International 2010, 57, 823-829.
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d) Dofinansowania udzialu w konferencjach naukowych uzyskane w postaci
grantow podroznych:

1999 r. International Society for Neuroscicnce /European Society for Neurochemistry
(ISN/ESN) Travel Awards na Konferencjg International Society for Neuroscience /European
Society for Neurochemistry w Berlinie, Niemcy.

¢) Kierownik projecktéw grantowych finansowanych przez Ministerstwo Nauki i
Szlkolnictwa Wyiszego:

1. N N401620038 pt. ..Badania potencjatu neuroprotekeyjnego antagonistow receptorow
glutaminergicznych (mGluR Gl i iGluR) w patogenezie alergicznego zapalenia mézgu
i rdzenia kregowego szezura.” 2010-2013 (36 miesigey)

f) Gléwny wykonawca i wykonawea projektéw grantowych finansowanych przez
Komitet Badan Naukowych oraz inne instytucje:

1. 2POS5F01326 pt. ., Aktywacja mikrogleju mozgu szczura, jako jeden z mechanizmow

neurotoksycznego dzialania vlowiu,” 2004-2006, (24 miesigcy), glowny wykonawea.

2. N N401024635/B. pt. Rola ekscytotoksycznodci w mechanizmie neurotoksycznego
dziatania polichlorowanych bifenyli i bromowanych opdZniaczy spalania. 2008-2010
(36 miesiecy), glowny wykonawca.

3, NN401619938 "Ocena oddzialywania nanoczasiek srebrowyeh na osrodkowy uklad
nerwowy szczura w badaniach in vitro i in vivo" 2010-2013 (36 miesigcy) glowny
wykonawca.

4, 2011/01/B/NZ5/01397 ., Wphyw wzmozonej aktywnosci [izycznej o rdznej
charakterystyce na szlak NO/sCG/cGMP i $mier¢ neurondw dopaminergicznych w
zwierzgcym modelu choroby Parkinsona™, 2011-2014 (30 miesigcy)- finansowany przez

NCN- gtéwny wykonawea.

o) Wygloszone wyklady:
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-, Metabolizm glutaminianu (GLU) w fizjologii i patologii oérodkowego ukfadu nerwowego -
relacje miedzy astrocytem a neuronem.” Wyklad dla studentéw Studium Doktoranckiego
Instytutu Medycyny Dodwiadezalnej i Kliniczne] im. M. Mossakowskiege PAN w
Warszawig, 2005 r,

-.Zastosowanie lechnik izotopowych w badaniach podstawowych™ Wyklad dla studentow
Studium Doktoranckiego Instytutu Medycyny Dosdwiadezalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego PANw Warszawie, 2011 r.

-Prowadzenie wyktadéw i cykléw szkolen z podstaw ochrony radiologicznej i zastosowania
technik izotopowych dla pracownikéw Instytutu Medycyny Doswiadczalne) i Kliniczengj im.
M. Mossakowskiego PAN, w Warszawie pracujgcych na stanowiskach w naraZeniu na
promieniowanie jonizujgce (raz na 2 lata od 1996 roku) wedtug programu szkolen
zatwicrdzonego przez Prezesa Paristwowe] Agencji Atomistyki.
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Grzegorz Sulkowski

Warszawa, 03, 12. 2013 r.
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