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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego

Monotematyczny cykl 5 publikacji pod tytutem ,, Badania funkcjonalne nad rolg izoform

2 i 3 plazmatycznej Ca?*-ATPazy W réinicowaniu komorek PCI12”,

4.2. Wykaz publikacji
Sumaryczny wskaznik Impact Factor publikacji wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego
wynosi 16,771, a punktacja MNiSW 160 pkt (wg odpowiednio ISI Journal Citation Report
oraz Ujednoliconego Wykazu Czasopism naukowych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego).
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2017.01.012. Wskaznik IF: 5,018, MNiSW:40, # autor korespondencyjny

4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

Wprowadzenie

Jony wapnia wptywaja na prawie kazdy aspekt zycia. Bedac uniwersalnym no$nikiem
informacji s3 one zaangazowane w regulacje funkcjonowania komorek i1 tkanek, w ktorej
uczestnicza wyspecjalizowane biatka i szlaki sygnalizacyjne, same podlegajace Ca®*- zaleznej
modulacji. Oprocz fundamentalnych proceséw zwigzanych z kontrolg ekspresji genow, regulacja
procesow bioenergetycznych, poczatkiem zycia w momencie zaplodnienia, az do jego zakonczenia
w procesie apoptozy, prawie kazda tkanka ma szczegOlng role, ktora jest specyficznie
kontrolowana przez wapn. W odroznieniu od innych przekaznikéw drugiego rzedu sygnal
wapniowy podlega autoregulacji np. systemy biatkowe kontrolujagce homeostaz¢ wapniowa moga
podlega¢ regulacji przez Ca?", zardéwno na poziomie transkrypcyjnym jak i post-transkrypcyjnym.
Sygnalizacyjna rola jonow wapnia jest szczeg6lnie istotna w tkance nerwowej. Precyzyjna kontrola
stezenia Ca®" niezbedna jest m.in. do prawidtowego przebiegu proceséw transmisji synaptycznej,
wydzielania neuroprzekaznikdéw oraz regulacji ekspresji specyficznych gendéw, ktore determinujg
wyzsze funkcje mozgowe takie jak uczenie si¢, zapamigtywanie i konsolidacja pamigci. Dlatego
tez funkcjonowanie neuronow, w przypuszczalnie znacznie wigkszym stopniu niz pozostatych

komorek eukariotycznych, zalezy od czasowej 1 przestrzennej regulacji sygnatu wapniowego.



W procesie ewolucyjnego wyboru Ca®* jako nosénika informacji komoérki musiaty
wyksztatci¢ odpowiednie mechanizmy chelatowania, kompartmentacji i usuwania jego nadmiaru
do $rodowiska zewnetrznego, tak aby utrzymywac jego stezenie w cytozolu ([Ca?*]c) na niskim
poziomie. Pomimo odkrycia setek biatek zdolnych do buforowania wapnia, gtdéwna rol¢ w kontroli
jego stezenia przypisuje sie biatkom btonowym transportujacym Ca?* z uzyciem ATP poza obreb
komorki lub do wewnatrzkomérkowych magazynow. W tkance nerwowej przywrocenie
wywotanego pobudzeniem wzrostu [Ca?*]c do wartoéci spoczynkowych jest szczegdlnie istotne,
a blonowe systemy usuwania Ca®* odgrywaja w tym procesie krytyczna rolg. Oprocz wymiennika
sodowo-wapniowego, ktory charakteryzuje sie jednak niskim powinowactwem ale wysoka
wydajnoécig dziatania, gtéwna role w reagowaniu na subtelne zmiany stezenia Ca?* w zakresie
nanomolowym odgrywa plazmatyczna ATPaza wapniowa (Plasma membrane Ca?*-ATPase,
PMCA).

Wystepuja cztery gtowne izoformy PMCA (PMCA1-PMCAA4), ktére wykazuja podobng
budowe pomimo niskiej homologii na poziomie sktadu aminokwasowego. W zaleznosci od typu
komorki i1 tkanki moga wystgpowaé rézne warianty PMCA, ktére powstaja na drodze
alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu. PMCA1 1 PMCAA4 zaliczane sa do tzw. form
konstytutywnych i ulegaja ekspresji w przewazajacej licznie komorek [1]. Obecnos¢ PMCA2
i PMCA3 jest ograniczona prawie wylgcznie do komorek pobudliwych, a ze wzgledu na ich
wysokg koncentracje w mozgu okre$la si¢ je mianem neuro-specyficznych. Nie jest znana
doktadna przyczyna istnienia czterech odmiennych izoform PMCA, cho¢ przypuszcza si¢, ze moga
one w istotny sposob determinowaé odpowiedz komoérki na bodziec fizjologiczny. Zaleznos¢ tej
odpowiedzi od sktadu izoform PMCA moze wynika¢ z samych roznic w parametrach kinetycznych
poszczeg6lnych izoform. PMCA2 1 PMCA3 maja wysoka aktywnos$¢ podstawowa 1 wigksze
powinowactwo do kalmoduliny (CaM), bedacej naturalnym aktywatorem PMCA, i dlatego tez
okresla si¢ je mianem izoform szybkich. PMCA1 i PMCA4 dziataja znacznie wolniej, cho¢ sg
w wiekszym stopniu stymulowane przez CaM [2]. PMCA, poprzez interakcje z wieloma
partnerami biatkowymi [3], moze by¢ wlaczana w szlaki sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;,
co sugeruje ze moze ona odgrywac role znacznie istotniejsza, niz tylko klasycznie przypisywana

jej funkcja transportera wapniowego.



Pomimo znacznego postepu w poznaniu fizjologicznej roli PMCA1 i PMCA4, wciaz
niewiele wiadomo na temat neuro-specyficznych izoform PMCA. Identyfikacja mutacji w genach
ATP2B2 (PMCAZ2) i ATP2B3 (PMCAZ3) oraz ich korelacja z procesami neurodegeneracyjnymi
wskazujg na istotny udzial w regulacji sygnalizacji wapniowej w mozgu. PMCA2 wystepuje
obficie w czg$ci apikalnej komorek wioskowatych ucha wewnetrznego, natomiast PMCA3 na
obszarze splotu naczynidwkowego (choroid plexus) oraz w niektorych strukturach mézgu. Mutacja
w obrebie miejsca katalitycznego PMCA2 (G283S) skutkowata ghichota oraz zaburzeniami
motorycznymi u myszy [4]. Podobng zalezno$¢ stwierdzono tez u ludzi [5]. Ostatnie badania
wykazaly ponadto zwigzek pomig¢dzy zaburzeniem funkcjonowania PMCA2 a autyzmem [6].
Pomimo, ze choroba ta moze mie¢ wielogenowa etiologi¢ to odkrycie, ze zmieniona ekspresja
ATP2B2 moze wplywac¢ na morfologi¢ komoérek Purkinje’go, rozwo6j moézdzku oraz biogeneze
synaps sugeruje udziat tej izoformy w rozwoju i funkcjonowaniu systemu nerwowego. Punktowa
mutacja w obrebie domeny wigzacej CaM w PMCAS byta z kolei zwigzana z wystgpowaniem
ataksji mozdzkowo-rdzeniowej skojarzonej z chromosomem X [7]. Badania molekularne trzech
mutantow PMCA?2 zwigzanych z wystgpowaniem ghuchoty wykazaty, ze w kazdym przypadku
obnizata si¢ zdolno$¢ do usuwania Ca?* oraz znacznemu wydhuzeniu ulegat czas potrzebny na
powrét [Ca?*]c do warto$ci spoczynkowych. Efekt ten nie byt jednak dramatyczny w kontekscie
homeostazy jonowej komorki, co wskazuje raczej na zwigzek pomiedzy fenotypem choroby
a defektami w sygnalizacji wapniowej.

Oprocz przytoczonych powyzej badan nie sg znane zadne inne przestanki odnos$nie roli
neuro-specyficznych izoform PMCA w procesie rdznicowania komorek nerwowych.
Zaobserwowano natomiast wzrost ich ekspresji podczas réznicowania linii neuroblastoma IMR-
32 [8], co daje podstawy by sadzi¢, ze mogg istnie¢ powigzania pomigdzy ekspresja PMCA2
i PMCA3, a przebiegiem procesu réznicowania takze innych typow komorek. Wiadomym jest,
ze proces ten wigze si¢ ze szczegdlnie istotnymi zmianami w metabolizmie Ca%*. Obserwowany
jest m.in. znaczny jego naptyw przez btone komorkowa w efekcie wzmozonej ekspresji kanatow
wapniowych, ktory jest niezbednym etapem w drodze do nabywania przez komorki cech
dojrzatych neurondw. Precyzyjna kontrola st¢zeniach tego jonu jest kluczowa dla prawidtowego
przebiegu neurytogenezy, formowania i elongacji aksondow, a takze tworzenia wypustek

dendrytycznych. Majac na uwadze powyzsze przestanki naukowe oraz istotng role PMCA2



i PMCA3 w regulacji homeostazy wapniowej nalezy przypuszczaé, ze istnieje zwigzek pomiedzy

btonowa kompozycja izoform PMCA a zaleznym od Ca?* procesem roznicowania.

Weryfikacji tej hipotezy dokonano poprzez realizacje nastepujacych celow:

1. Okreslenie wptywu PMCAZ2 i PMCAS3 na przebieg procesu réznicowania oraz ich roli

w regulacji homeostazy wapniowej komorek

2. Zbadanie czy PMCA2 Ilub PMCA3 moga wuczestniczy¢ w regulacji
wewnatrzkomorkowego pH oraz wplywa¢ na  efektywno$¢ procesow

bioenergetycznych w zréznicowanych komorkach

3. Analize¢ zaleznych od Ca?* mechanizméw komorkowych, ktore moga by¢ potencjalnie

regulowane przez PMCA2 lub PMCA3

Do realizacji tych celéw wykorzystano lini¢ komorek PC12 wyizolowana z guza
chromochtonnego nadnerczy szczura. Pod wptywem czynnikow roznicujacych np. pochodnych
cyklicznego adenozyno-3’,5’-monofosforanu badz czynnika wzrostu nerwow (nerve growth
factor, NGF) obserwuje si¢ zmiany morfologiczne, zatrzymanie podzialow oraz formowanie
dhlugich 1 czesto rozgalezionych wypustek, a takze synteze wielu biatkowych markerow
neuronalnych. Zréznicowane komorki PC12 wykazuja pobudliwo$¢ elektryczna, zwigkszong
wrazliwo$¢ na acetylocholing oraz wzmozong ekspresj¢ bramkowanych napigciem kanatow
sodowych i wapniowych [9,10]. Wszystkie te cechy oraz wspolne pochodzenie komorek rdzenia
nadnerczy i neuronow uktadu wspotczulnego sprawiajg, ze linia PC12 jest szeroko stosowanym
modelem do badan nad procesami zachodzacymi w tkance nerwowej. Wykorzystanie
antysensowego RNA w celu wyciszenia ekspresji PMCA2 lub PMCA3 w modelu stabilnej

transfekcji pozwolito na badanie funkcji, jakg te izoformy moga petni¢ w procesie roznicowania.

Omowienie wynikow badan



Publikacja nr_1 pt. ,,Downregulation of PMCA2 or PMCA3 reorganizes Ca?* handling systems

in differentiating PC12 cells” przedstawia charakterystyke modelu badawczego oraz
wskazuje role jaka pelnia PMCA2 i PMCA3 w regulacji homeostazy wapniowej komoérek
PC12.

W toku badan wykazano, ze obnizenie ekspresji PMCA2 lub PMCA3 w zréznicowanych
dibutyrylo-cAMP  komoérkach PC12 skutkowalo intensyfikacja procesu rdznicowania
oraz tworzeniem dhluzszych 1 nierzadko bardziej rozgalgzionych neurytow. Barwienia
fluorescencyjne biatek markerowych stozkow wzrostu wykazaty brak centralnej struktury
otoczonej przez bogate w F-aktyne filopodia i lamelipodia oraz silng kondensacje tego biatka
w zakonczeniach neurytéw wskazujac, ze stozki wzrostu moga znajdowac si¢ w fazie retrakcji.
Jedna z bezposrednich konsekwencji czgsciowej utraty kazdej z izoform, ktdra niewatpliwie moze
wigza¢ sic z odmienng morfologia komorek, jest wzrost spoczynkowego stezenia Ca®'.
Utrzymywanie rownowagi jonowej ma kluczowy wptyw dla prawidlowego przebiegu procesow
komoérkowych, a jej zaburzenie prowadzi do indukcji szeregu standéw patologicznych. Obnizenie
ekspresji PMCA2 powodowato zwigkszenie odsetka komoérek bedacych w fazie poznej apoptozy,
co potwierdzit test roznicujacy z zastosowaniem aneksyny V i jodku propidyny oraz fragmentacja
DNA bedaca zjawiskiem charakterystycznym dla programowanej $mierci komorki. Co istotne,
zmiany takie nie wystgpowatly w linii PC12 z obnizong ekspresja PMCA3 sugerujac indukcje
odpowiedzi ochronnej. Jednym z mechanizmoéw chronigcych przed cytotoksycznym dzialaniem
Ca?* wydaje sie by¢ adaptacyjna zmiana w obrebie izoformy PMCA1 obserwowana w obu liniach
oraz PMCA4 charakterystyczna tylko dla komorek z obnizong ekspresja PMCA3. Niemniej
jednak, podwyzszone stezenie [Ca?*]c wskazuje, ze kompensacyjne zwiekszenie ilosci tych
izoform jest niewystarczajace do pelnej substytucji utraconej funkcji PMCA2 lub PMCA3. Jest to
zgodne z twierdzeniem o unikatowej roli, jaka peilnia poszczegdlne izoformy w regulacji
homeostazy wapniowej w komorkach pobudliwych. 1zoformie 4 przypisuje si¢ istotng funkcje
ochronng i dlatego tez, zwigkszenie jej iloSci obserwowane w linii z obnizong ekspresja PMCA3
moze w sposob efektywny przeciwdzialaé Ca?*-zaleznej indukcji apoptozy.

Dodatkowym mechanizmem zapobiegajacym nadmiernemu wzrostowi [Ca?*]c moze by¢
obserwowane zwigkszenie ilosci transkryptu i poziomu biatka izoform 2 1 3 pompy

sarko(endo)plazmatycznej (SERCA) odpowiedzialnej za ATP-zalezny transport Ca?* do siateczki



$rodplazmatycznej. Badanie przyrostu stezenia Ca’* po zastosowaniu inhibitora SERCA —
tapsygarginy — potwierdzito zwigkszong akumulacje tego jonu W magazynach
wewnatrzkomérkowych w liniach z obnizong ekspresja PMCA2 lub PMCA3. Jednocze$nie nie
obserwowano zmian w pojemnosciowym naptywie Ca®* (SOCE), choé¢ widoczne byto istotne
statystycznie obnizenie ekspresji gendéw Trpc3 i Trpc6 (ang. Transient Receptor Potential
Channel) kodujacych kanaty jonowe (odpowiednio TRPC3 i TRPC6) bioragce udzial w tym
procesie.

Dalsza analiza wptywu obnizonej ekspreji PMCA2 lub PMCA3 na kinetyke usuwania Ca?*
wykazata znacznie nasilony naptyw oraz wydtuzenie czasu potrzebnego na powrdt [Ca?*]c
do wartos$ci spoczynkowych po depolaryzacji indukowanej KCI. W takich warunkach za wzrost
[Ca?*]c odpowiadaja glownie bramkowane napigciem kanaty wapniowe (ang. Voltage Gated
Calcium Channels), z ktorych cztery typy: N, L, P/Q oraz T obecne sa w komoérkach PC12.
Profilowanie ekspresji tych kanaléw wykazalo wzrost poziomu transkryptu kodujacego typy P/Q
oraz L w obu liniach oraz typu T tylko w linii z obnizong ekspresja PMCA2. Rownolegle
ze wzrostem ekspresji zwiekszat si¢ udziat poszczegdlnych kanatéw w catkowitym naptywie Ca®*
indukowanym KCI, co potwierdzily badania z wykorzystaniem specyficznych inhibitorow.
Na podstawie tych danych mozna przypuszczaé, ze zwickszenie amplitudy wzrostu [Ca?*]c podczas
depolaryzacji odbywa si¢ dzieki obecnosci wigkszej ilosci funkcjonalnych kanatéw wapniowych.
Aktywacja poszczeg6lnych kanalow, dzigki sprzezeniu ich funkcji z r6znymi szlakami sygnalizacji
komorkowej, moze indukowaé¢ odmienng odpowiedZz np. w postaci modulowania ekspresji
specyficznych genow, poprzez co wptywac na przebieg procesu réznicowania. Takich przestanek
dostarczajg niedawne badania nad powigzaniem pomig¢dzy kanalami wapniowymi a ekspresja
genoOw w neuronach [11].

Podsumowujac, wyniki prezentowane w tej pracy potwierdzaja udziat izoform PMCA?2
i PMCA3 w procesie roznicowania, a odmienny jego przebieg moze by¢ konsekwencja zmiany
sygnalu wapniowego w komorce. Ponadto, zaburzona ekspresja kanatow wapniowych
w odpowiedzi na manipulacje w poziomie pomp wapniowych silnie sugeruje transkrypcyjne

powigzanie pomiedzy tymi dwoma przeciwstawnymi systemami transportu Ca?*.



Publikacja nr 2 pt. ,,Plasma membrane Ca?*-ATPase isoforms composition regulates cellular

pH homeostasis in differentiating PC12 cells in a manner dependent on cytosolic Ca?*

elevations” opisuje udzial izoform PMCA2 i PMCA3 w regulacji wewnatrzkomérkowego pH.

W warunkach spoczynkowych w komorkach z obnizong ekspresja PMCA2 lub PMCA3
zaobserwowano wyzsze warto$ci pH w mitochondrium (pHmito 0dpowiednio 7.78 + 0.01 oraz 7.62
+0.01) i cytozolu (pHeyto odpowiednio 7.56+0.02 oraz 7.49+0.02) w poroéwnaniu do komorek
kontrolnych (pHmito 7.53#0.02; pHeyto 7.41£0.03). W rezultacie gradient pH w poprzek
wewnetrznej btony mitochondrialnej (ApH=pHmito — PHecyto) byl zwigkszony w komorkach
Z obnizong ekspresjag PMCA2.

Roéwnolegte pomiary pHmio i1 [Ca?"]c wykazaly wzrost zakwaszenia macierzy
mitochondrialnej spowodowany depolaryzacja btony, a zmiany pHmito byly odwrotnie
proporcjonalne do wielkosci naptywu Ca?'. Podczas kazdorazowej stymulacji KCIl, spadek
warto$ci pHmito I PHeyto, W przeciwienstwie do ApH, byl znacznie mniejszy w komorkach
z obnizong ekspresja PMCA2 lub PMCA3. Z uwagi na fakt, ze PMCA usuwa Ca®" na zasadzie
antyportu z H*, nawet czeSciowe pozbawienie komorki szybko dziatajacych PMCA2 lub PMCA3
skutkuje zmniejszeniem ilo$ci H™ naptywajacych przez blone plazmatyczng. Moze to wplywaé
na wartos¢ pHmito, jak obserwowano w warunkach spoczynkowych, i zmniejsza¢ stopien
zakwaszenia cytoplazmy podczas indukowanego depolaryzacja naptywu Ca?*. Mniejsze spadki
PHmito Obserwowane w modyfikowanych liniach mogg takze odzwierciedla¢ r6ézng zdolnos¢
komorki do buforowania H*, ktora szczegolnie w warunkach zwigkszonej alkalizacji macierzy
mitochondrialnej wptywa na formowanie gradientu pH. Po kazdorazowej stymulacji KCI
obserwowano ustalanie si¢ nowego spoczynkowego [Ca®*]c oraz ApH na poziomie wyzszym niz
sprzed stymulacji, co byto szczegdlnie wyrazne w linii z obnizong ekspresja PMCA2. Efekt ten
mozna przypisac¢ czgsciowej utracie funkcji PMCA, ktora w polaczeniu ze zwiekszong iloscia
bramkowanych napigciem kanatéw wapniowych (jak wykazano w pracy z pozycji nr 1) moze
W znaczacy sposob uposledza¢ proces usuwania Ca?* oraz potegowac jego naptyw i upakowanie
w organellach komoérkowych. Zwiekszone uwalnianie Ca?* spowodowane rozprzeganiem
gradientu elektrochemicznego obserwowano w komorkach z obnizong ekspresja PMCA2

lub PMCA3, co $wiadczy o wzroscie akumulacji tego jonu przez mitochondria. Podobng zaleznos¢
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pomiedzy sktadem izoform PMCA a stezeniem Ca?* w magazynach wewnatrzkomérkowych
opisano takze w pracy z pozycji nr 1.

Indukowana Ca?* alkalizacja/zakwaszenie macierzy mitochondrialnej wymaga akumulacji
tego jonu przez mitochondria, ktora regulowana jest przez potencjat btony mitochondrialnej (A%¥m).
Dalsze badania z zastosowaniem sond fluorescencyjnych wykazaty brak zmian AWn oraz
zwigkszong depolaryzacje blony plazmatycznej w komodrkach z obnizong ekspresja PMCA2
lub PMCA3. Rozprzeganie gradientu elektrochemicznego, oprécz znacznej depolaryzacji
mitochondridw, powodowato istotny statystycznie wzrost wartosci potencjatu blony plazmatyczne;j
(AYWp). Sugeruje to, ze w badanych liniach AW, nie powstaje w wyniku dziatania pomp
protonowych, a obserwowana hiperpolaryzacja moze wigzaé si¢ z przemieszczaniem sie H'
na zewnatrz blony w wyniku dziatania czynnika rozprzegajacego. Zastosowanie oligomycyny,
blokujgcej powrét H do macierzy mitochondrialnej przez kanat syntazy ATP, powodowalo
nieznaczng hiperpolaryzacj¢ btony mitochondrialnej oraz brak zmian pHmit, CO wskazuje
na spoczynkowy stan mitochondriow (stan 4). Hamowanie oksydazy cytochromowej
lub dehydrogenazy NADH-koenzym Q potwierdzito, ze podczas stymulacji KCl1 zalezny od PMCA
naptyw protondéw do macierzy mitochondrialnej odbywa si¢ przy udziale tancucha oddechowego.

Zgodnie z twierdzeniem, ze pobor Ca®" przez mitochondria powinien skutkowa¢ zanikiem
gradientu elektrochemicznego obserwowano depolaryzacje¢ blony mitochondrialnej w komdérkach
z obnizong ekspresja PMCA2 w odpowiedzi na naptyw Ca®" indukowany KCI. Jak wykazaly
dalsze badania efekt ten znoszony byt przez cyklosporyne A i kwas bongkrekowy sugerujac udziat
zaleznego od wapnia megakanalu mitochondrialnego (mPTP). Nie obserwowano jednak
katastroficznych dla komorki skutkow zwigzanych z aktywacjg tego kanalu co wskazuje
na zdolnos¢ lancucha oddechowego do odbudowy AWn. Fakt, Zze zwigkszone zakwaszenie
macierzy mitochondrialnej blokuje otwieranie kanatu mPTP moze ttumaczy¢ brak rozprzegania
AW¥m w linii kontrolnej oraz z obnizong ekspresja PMCA3.

Jednoczesne zastosowanie inhibitoréw SOCE, pompy SERCA oraz wymieniacza Na*/Ca?*
nie wplywalo na przebieg zmian [Ca?*]c oraz pHmio, CO wskazuje na brak ich udzialu
W obserwowanym zaleznym od Ca?* zakwaszeniu mitochondriow. W warunkach blokowania
pozostatych transporteréw szybko$é usuwania Ca®* jest proporcjonalna do aktywnoéci PMCA.

Hamowanie tej aktywnosci przez La®* skutkowato alkalizacja macierzy mitochondrialnej nawet
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przy niskich stezeniach K* w $rodowisku zewngtrzkomorkowym. Podobny efekt obserwowano
przy pH buforu 9. Dodatkowo, wysokie pH catkowicie znosito indukowany KCI spadek pHmito.
W warunkach obnizonego zewnatrzkomoérkowego stezenia Ca®* ustalanie sic nowego stanu
rownowagi pH w komorkach czg¢sciowo pozbawionych PMCA2 lub PMCA3 bylo opdznione
do momentu osiagnigcia przez [Ca?']c stanu spoczynkowego. Dane te wskazuja, ze PMCA jest
glownym dokomérkowym transporterem H* podczas indukowanego KCI naptywu Ca?*,
a odmienng odpowiedz pH na zmiany [Ca?*]c mozna przypisaé PMCA2 lub PMCA3.

W pracy tej wykazano, ze PMCA2 i PMCA3 s3 odpowiedzialne za dynamiczng regulacje
komorkowego pH. Rola tych izoform moze mie¢ zatem ogromne znaczenie w metabolizmie

energetycznym, co bylto przedmiotem badan opublikowanych w pracy z pozycji nr 3.

Publikacja nr 3 pt. ,,Silencing of plasma membrane Ca?*-ATPase isoforms 2 and 3 impairs

energy metabolism in differentiating PC12 cells” przedstawia wplyw izoform PMCA2
i PMCAS na procesy bioenergetyczne.

Wykorzystujac bioluminescencyjny pomiar z uzyciem kompleksu lucyferyna/lucyferaza
wykazano wyzszy poziom ATP w warunkach spoczynkowych w komorkach z obnizong ekspresja
PMCAZ2. Rownoczesnie nie odnotowano zmian w aktywno$ci syntazy cytrynianowej, liczbie
mitochondriow, ich ultrastrukturze oraz stosunku ich objetosci do objgtosci cytoplazmy.
Zastosowanie chelatora jonéw wapnia — BAPTA-AM — skutkowato obnizeniem spoczynkowego
[Ca?*]c z 149+17 nM do 100+11 nM i powodowato réwnoczesny spadek poziomu ATP. Dostepne
dane literaturowe sugeruja zalezno$¢ pomiedzy Ca?*, metabolizmem ATP a neurogeneza [12,13].
Niewiele jest natomiast prac dotyczacych udzialu glownych szlakéw generujacych energie
W procesie rdznicowania.

Celem zbadania tego =zagadnienia komorki inkubowano najpierw w medium
Z pirogronianem ale bez obecnosci glukozy. W warunkach tych obserwowano gwattowny (okoto
3.5-krotny) spadek poziomu ATP w liniach kontrolnej oraz z obnizong ekspresja PMCA3, ktory
wystepowat takze po zastosowaniu inhibitora heksokinazy. Hamowanie oksydazy cytochromowej
badz syntazy ATP skutkowalo okoto 20% spadkiem poziomu ATP w tych liniach, podczas gdy
w komorkach z obnizong ekspresja PMCA2 spadek ten wynosit az 70%. W komorkach tych
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ochronny wptyw pirogronianu przed utratg ATP w nieobecnosci glukozy wraz z powyzszymi
obserwacjami wskazuje na preferencyjne wykorzystanie fosforylacji oksydacyjnej jako zrodia
energii. Dane te sugeruja ponadto zalezny od pirogronianu system transportu elektronow
na tancuch oddechowy, ktory moze by¢ przypisany aktywnosci neuronalnego czétenka glicerolo-
3-fosforanowego bezposrednio przekazujacego elektrony na koenzym Q. Niemniej jednak w obu
modyfikowanych liniach obserwowano wzrost konsumpcji glukozy polaczony z wigkszym
wydzielaniem mleczanu, ktére byto dodatkowo potegowane w obecnos$ci oligomycyny. Fakt ten
moze $wiadczy¢ o kompensacyjnej produkcji ATP w procesie glikolizy beztlenowej, a dane
eksperymentalne wskazujg ten system produkcji energii jako preferencyjny dla komorek
kontrolnych oraz z obnizong ekspresja PMCA3.

Za wykorzystaniem fosforylacji oksydacyjnej do produkcji ATP przez komoérki z obnizong
ekspresja PMCA?2 przemawiaja wyniki pomiaréw oddychania mitochondrialnego oraz aktywnosci
kompleksow tancucha oddechowego. W komorkach tych zaobserwowano bowiem wzrost zuzycia
tlenu oraz nizszy poziom NAD(P)H w warunkach spoczynkowych, ktore spowodowane byly
wickszg aktywnoscig komplekséw bedacych pompami protonowymi (kompleks I, III i IV).
Dlatego tez, szybkos$¢ fosforylacji oksydacyjnej w warunkach zmienionej ekspresji PMCA2 moze
by¢ kontrolowana na poziomie aktywno$ci biatek tancucha oddechowego. W dhuzszej
perspektywie czasu utrzymanie takiej rownowagi wymagatoby ciaglej stymulacji produkcji
NADH, co raczej wyklucza niezmieniona w badanym modelu eksperymentalnym aktywnos¢
enzymoéw cyklu Krebsa: syntazy cytrynianowej oraz dehydrogenazy bursztynianowej. Mozliwa
jest jednak przejsciowa stymulacja tego cyklu przez podwyzszony poziom [Ca®]c
i/lub przyspieszony transport NADH do mitochondriéw.

Hamowanie heksokinazy, nawet w obecnosci pirogronianu, skutkowalo znaczng indukcja
nekrozy, a w komodrkach z obnizong ekspresja PMCA2 lub PMCA3 obserwowano takze
zwigkszony odsetek komorek apoptotycznych. Inkubacja z oligomycyng przez 3 godziny nasilata
smiertelno$¢ komorek we wszystkich badanych liniach poprzez indukcje apoptozy, natomiast
pomiary dokonane po 48 godzinach wykazaly silng nekrozg, ktérej poziom byt jednak statystycznie
nizszy w komorkach czg¢sciowo pozbawionych PMCA2 lub PMCA3. Dane te sugeruja,
ze generowanie energii tylko przez glikolize lub tylko fosforylacje oksydacyjna jest

niewystarczajace do zapewnienia ciaglosci procesow zyciowych zréznicowanych komorek PC12.
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Korelacja pomiedzy $miercig neurondw a poziomem ATP jest wcigz przedmiotem debaty. Jedne
badania wskazuja na obnizony tadunek energetyczny komorki jako przetacznik pomiedzy apoptoza
a nekroza, natomiast inne wyniki dowodza, ze neurony sg w stanie przezy¢ w warunkach bardzo
niskiego stezenia ATP [14,15]. Przyjmujac hipoteze, Ze utrzymywanie homeostazy jonowej moze
by¢ wspomagane przez ATP lokalnie wytwarzane w procesie glikolizy, nawet tak niewielkie
uszczuplenie puli ATP jak obserwowane pod wptywem inhibicji heksokinazy w linii z obnizong
ekspresja PMCA?2 moze zaburza¢ proces wymiany jonowej i inicjowa¢ sygnal $mierci komorki.
Pomimo, ze usuwanie Ca®" pochtania jedynie ~15% neuronalnych zasobéw ATP [16], s3 one
istotne ze wzgledu na potencjalng cytotoksyczno$¢ jonéw wapnia. Dlatego tez, komorka jest
W stanie przeciwstawia¢ sie naptywowi Ca?* dopoki stezenie ATP utrzymywane jest
na odpowiednim poziomie. Przeprowadzone badania sugeruja, ze taki krytyczny poziom moze
w duzej mierze determinowac przybtonowa konsumpcja ATP zalezna od sktadu izoform PMCA.
Wyniki tej pracy pokazuja, ze zmiany w poziomie ATP sg Sci$le powigzane z sygnalizacja
wapniowg podczas procesu roznicowania. W zaleznosci od tego czy przedtuzony sygnal wapniowy
jest wynikiem obnizenia ekspresji PMCA2 czy PMCA3, komorki wykorzystuja rézne szlaki
generujace energi¢ azeby utrzymywacé poziom ATP powyzej progu niezbednego do przezycia.
Zwiekszona produkcja ATP, wspolistniejaca z podwyzszonym stezeniem [Ca®']c, moze by¢
szczegoblnie istotna dla homeostazy jonowej w sytuacji czesciowej utraty PMCAZ2. Ta, wzglednie
niewielka zmiana w spoczynkowym stgzeniu jondw wapnia (opisana w pracy z pozycji nr 1) moze
znaczaco wptywaé¢ na metabolizm mitochondrialny, a w konsekwencji prowadzi¢ do rozwoju
patologii komorkowych. W tym $wietle, szybko dziatajace izoformy PMCA2 i PMCA3 moga by¢
postrzegane jako istotne elementy systemu chronigcego przed przetadowaniem wapniem

i dysfunkcjg mitochondriow.

W pracach z pozycji nr 1-3 wykazano zmieniona aktywno$¢ bioenergetyczna
mitochondriow oraz intensyfikacje procesu roznicowania, u podloza ktorych lezy
podwyzszone stezenie [Ca®*]c bedace efektem obnizenia ekspresji PMCA2 lub PMCAS3.

W kolejnych pracach skupiono si¢ na prébie poznania mechanizméw tych zmian.
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Publikacja nr_4 pt. ,,Regulation of GAP43/calmodulin complex formation via calcineurin-

dependent mechanism in differentiated PC12 cells with altered PMCA isoforms composition”
opisuje nowy sposob regulacji tworzenia kompleksu GAP43/kalmodulina poprzez

mechanizm zalezny od Ca?*, PMCA oraz aktywnoS$ci fosfatazowej kalcyneuryny.

Opierajac si¢ na obserwacjach roznic morfologicznych w budowie stozkow wzrostu
opisanych w pracy z pozycji nr 1 zadano pytanie o wptyw redukcji poziomu PMCA2 lub PMCA3
na neuronalne biatka, ktérych ekspresja skorelowana jest z tworzeniem i wydluzaniem neurytow.
Jednym z takich biatek, bedacym takze markerem rdznicujacych neurondow, jest GAP43 (Growth
associated protein 43). Szczegdlnie wysoka koncentracje tego biatka stwierdzono w stozkach
wzrostu, gdzie przypuszczalnie petni ono role rezerwuaru CaM. Nieufosforylowany GAP43 wigze
CaM przy niskim stezeniu Ca?*, natomiast uwalnia w wyniku fosforylacji Ser-41 przez kinaze
biatkowa C. Pozwala to na dynamiczng regulacje poziomu dost¢pnej CaM nawet w warunkach
malejacego stezenia wtornych przekaznikow.

W toku badan wykazano, ze w liniach czgéciowo pozbawionych PMCA2 lub PMCA3
nastepowato zwigkszenie poziomu mRNA oraz nieufosforylowanej formy biatka GAP43,
przy jednoczesnym obnizeniu immunoreaktywnosci jego formy ufosforylowanej (p-GAP43).
Wzrost poziomu fosforylacji do wartosci obserwowanych w linii kontrolnej, bez zauwazalnych
zmian w ekspresji, nastgpowat po zastosowaniu cyklosporyny A — inhibitora fosfatazy biatkowej
2B (kalcyneuryny, CaN). Potwierdza to wnioski innych badaczy o udziale tej fosfatazy w procesie
defosforylacji GAP43 [17] oraz wskazuje na brak powigzania pomigdzy szlakami zaleznymi od
CaN a regulacja ekspresji genu Gap43. Ponadto, zalezno$é CaN od stezenia Ca>* moze sugerowag,
ze procesy fosforylacji 1 defosforylacji GAP43 moga by¢ modulowane przez nawet nieznaczne
wahania [Ca®*]c, gtéwnie wynikajace z lokalnej kompozycji izoform PMCA.

GAP43 moze by¢ kotwiczony w bogatych w cholesterol strukturach blony plazmatycznej
zwanych tratwami lipidowymi [18], w ktorych stwierdzono rowniez wystgpowanie PMCA [19].
Przeprowadzone przeze mnie barwienia fluorescencyjne nie wykazaly jednak zwigkszonej
kolokalizacji pomiedzy PMCA, GAP43 lub p-GAP43 sugerujac brak bezposredniego powigzania
pomiedzy tymi biatkami w modelu do$wiadczalnym komoérek PC12. W liniach z obnizong

ekspresja PMCA2 lub PMCA3 obserwowano natomiast znacznie silniejsze wspotwystepowanie
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sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego od przeciwcial specyficznych dla GAP43
oraz kalmoduliny (CaM). Zastosowanie cyklosporyny A powodowato spadek intensywnosci tego
sygnalu. Majac na uwadze funkcj¢ GAP43 jako magazynu CaM w neuronach mozna przypuszczac,
ze uzyskane wyniki wskazujg na intensywniejsze tworzenie kompleksu GAP43/CaM, ktore zostato
potwierdzone technikg ko-immunoprecypitacji. Dalsze badania z wykorzystaniem cyklosporyny A
dowiodty, ze intensywniejsze formowanie tego kompleksu w modyfikowanych liniach regulowane
jest aktywnoscig CaN. Co wigcej, zwigkszona kolokalizacja GAP43 z CaM oraz spadek poziomu
fosforylacji GAP43 wskazujg na mniejszg dostepno$¢ niewigzanej CaM. W takiej sytuacji
tworzenie kompleksu Ca?*/CaM moze byé zaburzone nawet w sytuacji zwiekszonego stezenia
[Ca?*]c, jaka ma miejsce w liniach z obnizong ekspresjy PMCA2 lub PMCA3. Krytycznym
czynnikiem decydujacym o regulacji zaleznych od Ca?*/CaM proceséw bedzie zatem réznica
w powinowactwie potencjalnych efektorow tego kompleksow. Biorgc jednak pod uwage,
ze kompleks Ca?*/CaM jest aktywatorem CaN i PMCA, nie tylko ilo$¢ i aktywno$é obu enzymoéw,
ale takze dostepnos¢ CaM moze by¢ istotnym czynnikiem decydujacym o losie komorki.

W kolejnym etapie sprawdzono czy PMCA2 lub PMCAS3 mogg wptywac na ekspresje¢
i aktywno$¢ kalcyneuryny. Wykorzystujac technike PCR w czasie rzeczywistym wykazano wzrost
poziomu mRNA o okoto 60% 1 okoto 85% odpowiednio w liniach z obnizong ekspresja PMCAZ2
lub PMCAS3. Zmiany te przektadaty si¢ na poziom biatka oraz zwigkszong aktywnos$¢ fosfatazowsa
CaN.

Kilka zespotow badawczych stwierdzito istnienie interakcji pomigdzy CaN a PMCA2
i PMCA4, ktora skutkuje hamowaniem aktywnosci CaN [20]. W omawianym tutaj modelu
eksperymentalnym podobna ilo§¢ kompleksow CaN/PMCA2 wystepowata w linii kontrolnej
oraz z obnizong ekspresja PMCA3 natomiast byta ona znacznie zmniejszona w konsekwencji
redukcji poziomu PMCAZ2. Intersujacg obserwacjg byt istotny spadek ilosci kompleksu
CaN/PMCA4 w obu modyfikowanych liniach, co w polaczeniu z powyzszym sugeruje wigksza
ilos¢ CaN niezwigzanej z PMCA. To z kolei moze prowadzi¢ do stwierdzenia, Ze obnizenie
ekspresji PMCA zwigksza pule aktywnej CaN, a PMCA2 i PMCA3 moga znaczaco przyczyniac
si¢ do lokalnej regulacji jej aktywnosci. Istnieja przestanki sugerujace zalezno$¢ pomigdzy
dhugoscia neurytéw a aktywnoscig CaN, i co ciekawe nie przypisuje si¢ podobnych wlasciwosci

innym fosfatazom serynowo-treoninowym [21]. Dlatego tez, Ca®*-zalezna regulacja wydhuzania

16



1 rozrostu neurytow w liniach z obnizong ekspresja PMCA2 lub PMCA3 moze wymagaé
zwickszonej ekspresji biatka GAP43 1 kontroli jego fosforylacji przez CaN. Wysoka aktywnos¢
CaN moze réwniez indukowaé proces apoptozy [22], zatem zmniejszenie aktywnos$ci fosfatazowej
wydaje si¢ istotne z punktu widzenia przezywalno$ci komorek. Opisane zaburzenia w dynamicznej
zaleznos$ci pomigdzy dostepnoscig CaM, poziomem fosforylacji GAP-43 oraz ilo$cig endogennego
inhibitora CaN jakim jest PMCAZ2, moga zatem wplywac na rozmiar apoptozy w linii z obnizong
ekspresja PMCA2.

Wyniki przedstawione w tej pracy wskazujg na zalezny od CaN mechanizm poprzez ktory
PMCA2 i PMCA3 mogg regulowa¢ dostepnos¢ CaM. Kluczowym elementem tego mechanizmu
wydaje si¢ by¢ biatko GAP43, ktorego zwigkszony poziom w liniach cze§ciowo pozbawionych
tych izoform moze regulowaé przybtonowa pule CaM, a tym samym wplywa¢ na szlaki
sygnalizacji wapniowej. Niewykluczonym jest rowniez, ze w warunkach zaburzonej homeostazy
wapniowej zmiany te majg charakter adaptacyjny i pozwalaja komorkom zachowa¢ zdolnosé

do wzrostu 1 réznicowania.

Publikacja nr 5 pt. ,,Cross talk among PMCA, calcineurin and NFAT transcription factor in

control of calmodulin gene expression in differentiating PCI2 cells” wskazuje nowy
mechanizm zalezny od szlaku kalcyneuryna/NFAT poprzez, ktory PMCA2 i PMCA3

wplywaja na ekspresje swojego naturalnego aktywatora- kalmoduliny

Wczesne badania na komodrkach PC12 sugerowaly odwrotng zalezno$¢ pomigdzy
poziomem CaM a wydluzaniem neurytow w odpowiedzi na sygnal réznicowania [23]. Celem
potwierdzenia czy podobna korelacja istnieje w komoérkach z obnizong ekspresja PMCA2 lub
PMCA3, w ktorych obserwowano intensyfikacj¢ procesu roznicowania (opisang w pracy z pozycji
nr 1) w pierwszym etapie oznaczono catkowity poziom biatka CaM. Wyniki wskazuja znacznie
obnizong immunoreaktywno$¢ tego biatka w badanych liniach. U szczura (Rattus norvegicus) CaM
kodowana jest przez trzy niealleliczne geny: Calml, Calm2 oraz Calm3. Wykorzystujac metode
PCR w czasie rzeczywistym wykazano, ze u podtoza zmian w biatku CaM moze leze¢ obnizenie
ekspresji Calml i Calm2 w obu liniach oraz Calm3 w linii czgsciowo pozbawionej izoformy
PMCAZ2.
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Poszukujac mechanizmu mogacego leze¢ u podstaw PMCA-zaleznej ekspresji genow
kalmodulinowych przeprowadzono mikromacierzowe profilowanie ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych, ktorych aktywno$é zwigzana jest z Ca?*. Wickszo$¢ zaobserwowanych zmian
byta charakterystyczna tylko dla jednej linii, za wyjatkiem izoformy c2 jadrowego czynnika
aktywowanych komoérek T (nuclear factor of activated T cells, NFAT), ktorej wzrost na poziomie
transkryptu odnotowano w obu liniach. NFAT jest jednym z najwazniejszych efektorow, ktorego
dziatanie uzaleznione jest od Ca?* i CaN. Majac na wzgledzie zwiekszong aktywnos$¢ tej fosfatazy
w komorkach z obnizong ekspresja PMCA2 lub PMCAS3 (jak opisano w pracy z pozycCji nr. 4)
zasadnym jest przypuszczaé, ze NFAT moze odgrywac rolg kluczowego regulatora ekspresji
genéw w omawianym modelu doswiadczalnym.

Celem weryfikacji tej hipotezy w pierwszej kolejnosci wykazano zwiekszong akumulacje
NFATc2 w jadrze komorkowym, bez rdwnoczesnych zmian w catkowitym poziomie bialka.
Transport tego czynnika przez pory jadrowe uzalezniony jest od uprzedniej defosforylacji przez
CaN, stad zastosowanie cyklosporyny A powodowato gwalttowny eksport do cytozolu oraz spadek
zwigkszonej w modyfikowanych liniach endogennej aktywnosci transkrypceyjnej NFAT. Sugeruje
to, ze stosunkowo niewielki wzrost spoczynkowego stezenia [Ca®']c obserwowany w liniach
ze zmienionym poziomem PMCA?2 lub PMCA3 byt wystarczajacy do indukcji translokacji NFAT.
Jest to zgodne z wykazanym w pracy z pozycji nr 4 wzrostem ekspres;ji i aktywnosci CaN, ktory
jak dowiedli inni badacze, moze cze$ciowo zastepowaé wymog udziatu Ca?" w aktywacji tego
czynnika [24]. Jednoczesnie w liniach tych zaobserwowano wzrost immunoreaktywno$ci CaM
do wartos$ci obserwowanej w linii kontrolnej, co bylo spowodowane indukcja ekspresji genow
Calm2 i Calm3 w obu tych liniach. Aby wykaza¢ ostatecznie udziat szlaku CaN/NFAT w regulacji
ekspresji genow kalmodulinowych zbadano wptyw nadekspresji mutanta CaN charakteryzujacego
sig niezalezng od Ca®* aktywnoécig konstytutywna. W komorkach ze zmienionym sktadem izoform
powodowato to wzrost aktywnos$ci promotora NFAT, akumulacje NFATc2 w jadrze komorkowym
oraz nasilenie represji genow Calm2 i Calm3 bez wptywu na poziom transkryptu genu Calml.
Dane te podkreslaja kluczowa role CaN w zaleznej od Ca?" aktywacji czynnikow NFAT
w modyfikowanych liniach oraz sugeruja udzial NFATc2 w kontroli transkrypcyjnej genow

kalmodulinowych.
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Analiza in silico rejonu 5’ niepodlegajacego translacji (5’-UTR) wykazata istnienie miejsc
wigzania czynnikow NFAT w obszarze promotorowym genoéw Calm2 i Calm3, ale nie Calm1l.
Na tej podstawie zadano pytanie o potencjalne wigzanie NFATc2 do tych miejsc. Wykonujac
immunoprecypitacj¢ chromatyny stwierdzono zwigkszong asocjacje tego czynnika do rejonow
promotorowych obu gendéw, co sugeruje ze relatywnie wicksza ilos¢ NFATc2 moze byc
konstytutywnie zwigzana do tych obszarow DNA. Nasilona translokacja NFATc2 do jadra
komorkowego oraz wzrost aktywnosci transkrypcyjnej NFAT w liniach z obnizong ekspresja
PMCA2 lub PMCA3 wydaja si¢ potwierdza¢ te obserwacje. Dlatego tez, wykorzystujagc siRNA
wyciszono specyficznie ekspresje tego czynnika z obserwowang efektywnoscig na poziomie biatka
powyzej 65%. Skutkowato to wzrostem poziomu transkryptu genu Calm2 o okoto 30% w obu
liniach oraz Calm3 o okoto 40% w linii z obnizong ekspresja PMCA2. Wyniki te w powigzaniu
Z wezesniejszymi obserwacjami sugeruja, ze NFATC2 moze dziata¢ jako represor transkrypcji
Calm2 i Calm3.

W oparciu o przedstawione dane nalezy wnioskowaé, ze zmieniony sktad izoform PMCA
jest czynnikiem indukujgcym zalezng od szlaku CaN/NFAT odmienng ekspresje genéow Calm?2
i Calm3. Regulatorowy wptyw izoform PMCA2 i PMCA3 moze mie¢ charakter bezposredni
poprzez wigzanie 1 hamowanie aktywno$ci CaN, oraz posredni poprzez zmiang sygnatu

wapniowego wynikajaca z zaburzenia homeostazy Ca?* w komorce.

Podsumowanie wynikow badan oraz wnioski koncowe

Badania przeprowadzone na modelu komorek PC12 wykazaly znaczacy udzial izoform PMCA?2
i PMCA3 w procesie roznicowania. Do najwazniejszych osiggnie¢ swojej pracy zaliczam

wykazanie po raz pierwszy, ze zmieniony sklad izoform PMCA wiaze si¢ z:

1. Intensyfikacja procesu roznicowania

2. Adaptacyjnymi zmianami funkcjonalnymi w obrebie bramkowanych napigciem kanatow
wapniowych oraz systeméw odpowiedzialnych za transport Ca®" do cystern siateczki
srddplazmatycznej

3. Zaburzong regulacja wewnatrzkomorkowego pH
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4. Zmianami w procesach bioenergetycznych komoérki

5. Regulacja dostepnosci kalmoduliny poprzez zalezny od Ca?" i kalcyneuryny mechanizm
tworzenia kompleksu z biatkiem GAP43

6. Obnizonym poziomem kalmoduliny oraz transkrypcyjng regulacja genéw Calm2 i Calm3

przez czynnik NFATc2

Uzyskane dane wskazujg potencjalne mechanizmy mogace leze¢ u podstaw zmian
zachodzacych w starzejagcym si¢ mozgu, w ktorym obserwuje si¢ postepujaca utrate aktywnosci
PMCA, oraz w niektorych stanach patologicznych np. uszkodzeniu rdzenia kregowego,
zachodzacych z wyraznym obnizeniem ekspresji PMCA2 i PMCA3. Widocznym efektem nawet
czgsciowego zmniejszenia ilosci tych izoform jest zwigkszony naplyw wapnia przez btong
plazmatyczng, co moze negatywnie wptywac na pobudliwo$¢ neurondéw, skutkowa¢ zaburzeniem
transmisji synaptycznej oraz prowadzi¢ do $mierci komorki i inicjowania procesow
neurodegeneracyjnych. Dlatego tez, poznanie mechanizméw regulatorowych, w ktore
zaangazowana jest PMCA jest istotne dla zrozumienia fizjologicznych przyczyn dysfunkcji
neuronalnych zwigzanych z utrata zdolnos$ci do regulacji gospodarki jonowej komoérek, w czym

upatruje si¢ jedng z molekularnych przyczyn procesu starzenia si¢ mozgu.
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Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Podsumowanie dorobku naukowego

Sumaryczny impact factor wedlug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie
z rokiem opublikowania wynosi 50,1 (462 pkt. MNiSW)

w tym 29,701 (271 pkt. MNiSW) przypada na pierwszoautorskie prace oryginalne
Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science: 169
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wedtug bazy Scopus: 180
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 6
wedtug bazy Scopus: 6

5.2. Tematyka prowadzonych prac badawczych

. Metoda redukcji entropii powierzchniowej jako nowe narzedzie do efektywnej
produkcji krysztaléw bialek

Moja praca badawcza rozpoczeta si¢ w momencie gdy wyjechalem na roczny staz na
University of Virginia, School of Medicine w Stanach Zjednoczonych, gdzie wykonywatem czes¢
doswiadczalng swojej pracy magisterskiej. Prace w zespole do ktoérego dotaczytem skupialy si¢ na
inzynierii powierzchni biatka przy uzyciu metody redukcji entropii powierzchniowej. Uwaza sie,
ze aminokwasy takie jak lizyna, glutamina i glutaminian moga skutecznie obnizaé¢ zdolno$ci
krystalizacyjne biatek w wyniku wysokiej bariery entropii, ktora musi by¢ pokonana aby reszty te
mogly znajdowac¢ W miejscach kontaktow krystalicznych. Zastapienie tych aminokwasow alaning
skutkowalo znacznie wigksza sktonnoscig do tworzenia krysztatow, aczkolwiek wplywalo na
rozpuszczalnos$¢ biatka [1]. Badania, w ktorych bratem udziat miaty za zadanie odpowiedzie¢ na
pytanie czy mate ale bardziej polarne aminokwasy takie jak seryna i treonina, badz takie
0 ograniczonej swobodzie ruchéw konformacyjnych (histydyna i tyrozyna) beda rownie skutecznie
jak alanina wptywaé¢ na zdolnosci krystalizacyjne modelowego biatka RhoGDI (Rho GDP-
dissociation inhibitor). W tym celu wybrano dziewiec¢ klasterow zawierajacych dwie lub trzy reszty
lizyny i/lub glutaminianu/glutaminy: (A) K99, Q100, (B) K105, E106, (C) K135,K138,K141, (D)
K138,K141, (E) E154,E155, (F) E155, E157, (G) E163,E164, (H) K199,K200, (I) K98,K99 i przy
pomocy ukierunkowanej mutagenezy zamieniono je na alanine, histydyne, seryng, treoning
lub tyrozyng.

Sposrod 40 mutantow biatka RhoGDI, ktore uzyto w badaniach, 32 tworzyto krysztaly gdy
poddano je skriningowi z zastosowaniem komercyjnych zestawow testujacych 96 roznych
rezerwuarow. Najwigkszg efektywnos¢ zaobserwowano dla wariantow tyrozynowych, nastepnie
alaninowych 1 treoninowych, natomiast najnizszg dla histydynowych i serynowych. Podobne
zaleznos$ci wystepowaty gdy zastosowano tzw. alternatywny rezerwuar w postaci 1.5 M NaCl, cho¢
znacznie zwigkszata si¢ ilo§¢ warunkow, w ktorych nastepowato tworzenie form krystalicznych.
Uzyskane wyniki wskazywaly na istnienie korelacji pomiedzy rodzajem aminokwasu,
a kontekstem strukturalnym, w ktorym zostal on umieszczony. Dla przyktadu wprowadzenie
mutacji alaninowych, serynowych, treoninowych czy histydynowych w klasterze D nie skutkowato
znaczacg poprawg zdolnosci krystalizacyjnych, podczas gdy tyrozyna w sposob spektakularny
zwigkszata ilo§¢ warunkow, w ktorych obecne byty krysztaty. Preferencyjnos¢ taka obserwowana
byta takze dla klasterow K98T,K99T, E155A,E157A, K135T,K138T,K141T, K199A,K2001A,
K199Y,K200Y oraz E163Y,E164Y. Ponadto, dla wigkszo$ci mutantéw istniata korelacja
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pomiedzy rodzajem aminokwasu a okre§lonym rezerwuarem. Jedynym wyjatkiem byt klaster F,
dla ktorego warianty FH, FS oraz FT krystalizowaty w tych samych warunkach co FA.

Pomimo znacznej ilo$¢ przebadanych warunkéw i mutantéw, analiza mikroskopowa
wykazata ograniczone spektrum form morfologicznych sugerujac niewielka réznorodnosé
tworzonych form krystalicznych. Przy pomocy pomiaréow dyfraktometrycznych zidentyfikowano
7 nowych form: 5 monoklinicznych, 1 ortorombiczng i 1 trygonalna, a takze pozostale poprzednio
opisane dla biatka RhoGDI. W wigkszosci przypadkow, wprowadzone mutacje obecne byly
bezposrednio badz w najblizszym sasiedztwie miejsc tworzenia kontaktéw krystalicznych.
Co wigcej, 12 mutantdw tworzyto unikatowe formy, ktore nie byty obserwowane w przypadku
pozostatych wariantow. Niektore rodzaje upakowania np. R32 oraz P3:21 powtarzaty si¢
odpowiednio w klaserach EA, FH, FS, FA oraz CA, CH i FH. Wprowadzenie mutacji zwi¢ckszato
réwniez zdolnos$¢ dyfrakcyjng krysztalow, a dla mutanta E155H,E157H widoczne byly refleksy
0 rozdzielczosci 1.6 A, podczas gdy w typie dzikim biatka najwyzsza uzyskana rozdzielczo$é
wynosita 2.4 A. Powyzsze dane wskazuja, Ze zamiana obecnych na powierzchni biatka
aminokwasow o wysokiej entropii na te, ktore znaczniej efektywniej uczestnicza w tworzeniu
kontaktow migdzyczasteczkowych moze stanowi¢ nowe narzedzie do produkcji wysokiej jakos$ci
krysztatow do badan strukturalnych. Ponadto, zakres warunkow, w ktorych obserwuje si¢ wzrost
krysztalbw moze by¢ w prosty sposob poszerzony dzigki zastosowaniu 1.5 M NaCl jako
alternatywnego rezerwuaru.

Stosujac metode redukcji entropii powierzchniowej otrzymano krysztaty biatka bedacego
produktem genu yphP. Gen ten koduje przedstawiciela nadrodziny prokariotycznych biatek
(DUF1094) o nieznanej funkcji, cho¢ modelowanie ich struktury czwartorzedowej wskazuje na
silne podobienstwo do kanonicznego motywu charakterystycznego dla tioredoksyn. Poréwnanie
uktadu aminokwasoéw w tancuchu polipeptydowym obu rodzin wykazato obecnos¢ sekwencji CGC
(cysteina-glicyna-cysteina) w miejscu analogicznym do centrum aktywnego tioredoksyn,
zawierajacego Silnie konserwowany motyw CXXC. Wykonane analizy rentgenostrukturalne
wykazaty obecnos¢ 4 czasteczek w jednostce asymetrycznej komorki elementarnej, w ktorej
wigkszos$¢ kontaktow krystalicznych inicjowana byta w obrebie N-koncowej a helisy unikatowe;j
dla biatka YphP. Kontakty te tworzone bytly bezposrednio w obrebie sekwencji aminokwasow
0 niskiej entropii powstatej w wyniku mutacji Q100A, E101A.

Analizy funkcjonalne wykazaly potencjal redukcyjny na poziomie -130 + 5 mV,
CO W poréwnaniu z potencjatem oksydoredukaz zawierajgcych motyw CXXC (od -270 mV do -
122 mV) [2,3] wskazuje bardziej na przynalezno$¢ YphP do izomeraz/oksydaz niz do reduktaz.
Wydaje si¢ zatem, ze zmniejszenie liczby aminokwasow pomiedzy reaktywnymi cysteinami
z dwoéch (CXXC) do jednego (CXC) moze by¢ efektywna zmiang pozwalajaca na zwigkszenie
potencjatu redukcyjnego oksydoreduktaz disiarczkowych. Wglad w strukture biatka pozwolit takze
na zaproponowanie mechanizmu katalitycznego. W formie zredukowanej, Cys53 pelni role
nukleofilowego czynnika atakujacego aktywowanego przez Argl21, ktora jest aminokwasem
silnie konserwowanym w rodzinie DUF1094. Gdy wytworzy si¢ stabilne wewnatrzczasteczkowe
wigzanie disiarczkowe, Cys55, rowniez aktywowana przez Argl21, pozwala na oddysocjowanie
YphP, ktore przypuszczalnie wymaga przejsciowego oddziatywania Cys53-Cys55. Co ciekawe,
zastgpienie Cys53 lub Cys55 alaning nie hamowalo aktywno$ci katalitycznej, na co moze
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wskazywa¢ sam mechanizm izomeryzacji. W formie dzikiej biatka, Cys53 jest bowiem tg reszta,
ktora znajduje si¢ blizej Argl21 i ma wigkszy kontakt z rozpuszczalnikiem. Niemniej jednak,
W nieobecnosci Cys53 np. w mutancie C53A, Argl21 wcigz ma mozliwos¢ rotacji w Kierunku
Cys55, ktora jest w wystarczajacym stopniu odstonieta aby zosta¢ aktywowana. Dane te wskazuja,
ze w przeciwienstwie do tioredoksyn, enzymy z rodziny DUF1094 moga peti¢ rol¢ komorkowych
czynnikdéw utleniajgcych, a w warunkach in vivo katalizowa¢ oksydacyjne faldowanie si¢ biatek.

Po obronie pracy magisterskiej w 2006 r. rozpoczatem pracg jako asystent, a nastgpnie
od 2011 r. jako adiunkt, w Zaktadzie Neurochemii Molekularnej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi, z ktérym zwigzany jestem do chwili obecnej. Moje zainteresowania badawcze skupiaty
si¢ wokot trzech glownych watkow:

Il. Rola mikrosomalnej transferazy glutationowej (Mgst1)

Mikrosomalna transferaza glutationowa 1 (Mgstl) dzigki aktywnosci transferazy
I peroksydazy glutationowej odgrywa kluczowa rolg w procesach detoksykacji ksenobiotykow,
opornosci na leczenie przeciwnowotworowe oraz bierze udzial w szlakach sygnalizacyjnych
indukowanych przez reaktywne formy tlenu (ROS) [4,5]. Nadprodukcja wolnych rodnikéw lub
zmniejszona aktywno$¢ transferaz glutationowych moga inicjowaé peroksydacje lipidow
btonowych skutkujaca powstawaniem toksycznych zwigzkow elektrofilowych. Zaburzenia te
mogg mie¢ wielopoziomowe konsekwencje poczawszy od bezposredniego wpltywu na procesy
bioenergetyczne komorki po modyfikacje profilu ekspresji gendw.

W toku badan nad funkcja Mgstl w niezroznicowane;j linii PC12 o cechach nowotworu
pheochromocytoma wykazano, ze obnizenie ekspresji tej transferazy o okoto 60% przy
zastosowaniu antysensowego RNA wptywalo na morfologi¢ komorek, zmniejszato ich adhezje
do podloza, indukowato spontaniczny wzrost neurytopodobnych wypustek i skutkowato okoto
30% $miertelnosciag na drodze nekrozy. Ocena potencjatu metastatycznego potwierdzita podobnag
szybko$¢ migracji na podlozu kontrolnym, natomiast komorki czeSciowo pozbawione Mgstl
wykazywatly ponad trzykrotnie nizsze tempo migracji na lamininie.

W Kkolejnym etapie oceniono wptyw redukcji Mgstl na poziom glutationu begdacego
najwazniejszym nieenzymatycznym czynnikiem antyoksydacyjnym, jakim dysponuje komorka.
W modyfikowanej linii PC12 obserwowano statystycznie istotny wzrost stezenia glutationu
calkowitego, podczas gdy stosunek formy utlenionej (GSSG) do zredukowanej (GSH), ktory jest
wskaznikiem potencjatu redoks, byt prawie dwukrotnie nizszy niz w linii kontrolnej. Moze to
sugerowaé obnizong konsumpcje glutationu badz jego zwiekszong syntez¢ de novo. Ponadto, dane
te wskazujg na dodatkowe rezerwy antyoksydacyjne, co moze by¢ adaptacyjng zmiang pozwalajaca
na przezycie okoto 70% komorek w warunkach zmniejszonej ekspresji badanej transferazy.
Modyfikacje w poziomie Mgstl wywieraly swoje konsekwencje takze wzgledem catkowitej
aktywno$¢ cytozolowych transferaz glutationowych, ktorg oceniano przy uzyciu 1-chloro-2,4-
nitrobenzenu. W obecnosci tego zwigzku aktywnos$¢ transferazowa byta obnizona o okoto 20%
w porownaniu do linii kontrolnej. Nasuwa to przypuszczenie o braku mozliwosci kompensacji
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czegsciowo utraconej aktywnosci Mgstl przez inne transferazy, co podkresla unikalng funkcje tego
enzymu jako integralnego elementu dynamicznego systemu obronnego komorki.

Opierajac si¢ na obserwowanych zmianach morfologicznych i biochemicznych, dokonano
charakterystyki aktywnos$ci kinaz aktywowanych mitogenami (mitogen activated kinaes, MAP).
Bialka te biorg udzial w odpowiedzi na egzo- i endogenne sygnaty, odgrywaja kluczowa role
w reakcji na stres komorkowy, uczestnicza w regulacji proliferacji, réoznicowania, migracji,
apoptozy oraz transformacji nowotworowej. W komorkach z obnizong ekspresja Mgstl spadat
calkowity poziom bialtka kinaz p38 oraz ERK1 i ERK2 (extracellular signalling-regulated kinase,
ERK) przy jednoczesnym wzroscie poziomu fosforylacji, co wskazuje na ich silng aktywacje.
Nieznaczne zmiany wystgpowaty rowniez w przypadku kinazy JNK (c-Jun N-terminal kinase),
aczkolwiek nie byly one statystycznie istotne. Jak wykazato profilowanie ekspresji genéw przy
uzyciu mikromacierzy, zmianom w aktywacji kinaz MAP towarzyszyt wzrost poziomu transkryptu
o$miu genow (Nrtn, Rtn4, NcoA6, Myh10, S100a6, Stmnl, Mtchl, Gpi) oraz spadek jedenastu
(Kcnip2, Chrml, Pax2, Rasgrfl, Bax, Limkl, Fmrl, Efnal, Ywhah, Ngfr, Cdk5). Analiza ta
dostarczyta kilku interesujacych przestanek odno$nie potencjalnych przyczyn obserwowanych
zmian fenotypowych. Dla przyktadu, spadek potencjatu migracyjnego komorek ze zmniejszonym
poziomem Mgstl moze wigza¢ si¢ z zanikiem ekspresji Limk1, gdyz kinaza ta odgrywa kluczowa
role w fosforylacji bialek rodziny ADF-kofiliny. Nadekspresja Limk1 korelowata ze zwigkszonym
poziomem fosforylacji tych biatek i wzrostem tempa migracji w komoérkach raka piersi i prostaty
[6,7]. Wzrost ekspresji S100a6 (kalcyklina) moze z kolei wskazywa¢ na wigksza zdolno$¢ do
obrony przed stresem oksydacyjnym [8], a takze w powigzaniu z zaburzong ekspresja pro-
apoptotycznych bialek z rodziny Bax, wplywac¢ na sygnaty regulujace $mier¢ komorki.

Kontynuujac badania na rolg Mgstl zdecydowano si¢ nast¢pnie na podjecie tematu udziatu
tej transferazy w systemie obrony antyoksydacyjnej w warunkach zaburzonej homeostazy jonow
Ca?*. Wiadomo bowiem, ze wiele stanéw patologicznych wywotanych stresem oksydacyjnym ma
u swojego zrodta zmieniong sygnalizacje wapniowg. Do badan tych wykorzystano zweryfikowany
wczesniej model komorek PC12 z obnizong ekspresjg PMCA2 lub PMCA3. Pierwsza obserwacja
byl podwyzszony poziom GSH w linii cz¢§ciowo pozbawionej izoformy 2 PMCA, cho¢ stosunek
GSSG/GSH pozostawat niezmieniony w obu modyfikowanych liniach. Jednocze$nie w liniach
tych znacznie obnizat si¢ poziom wewnatrzkomorkowego ATP. Biorgc pod uwage, ze synteza
GSH wymaga znacznych ilosci ATP, spadek ten moze oznaczaé zalezne od Ca?" zwickszenie
naktadow energetycznych zwigzane z uzupetnieniem rezerwuaru niebiatkowych grup tiolowych.
Brak symptoméw apoptozy i1 nekrozy moze swiadczy¢ o efektywnos$ci tego potencjalnego
mechanizmu adaptacyjnego w ochronie przed indukowang wapniem $miercig komorki. Badania
z wykorzystaniem N-etylomaleimidu, specyficznego aktywatora Mgstl, wykazaty zwigkszong
aktywnos$¢ tej transferazy w obu modyfikowanych liniach sugerujac jej udzial w ochronie przed
negatywnymi skutkami zmienionej homeostazy wapniowej. Wniosek ten wydaja si¢ potwierdzac
dane wskazujace na podwyzszong ekspresje genu Mgstl w komodrkach z obnizong ekspresja
PMCA2 lub PMCAS.

Wyniki innych grup wskazuja, ze Mgstl moze tworzy¢ formy multimeryczne w warunkach
zwigkszonego narazenia komorki na stres oksydacyjny, a obecno$¢ dimerdéw i trimeréw
obserwowano takze w strukturach krystalograficznych [9,10]. Badanie immunoreaktywnosci
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z zastosowaniem przeciwcial rozpoznajacych epitop wspolny dla cytozolowych transferaz
glutationowych potwierdzito obecno$¢ form oligomerycznych we wszystkich badanych liniach.
Najsilniejsza intensywno$¢ obserwowana byta w linii kontrolnej na wysokosci okoto 55 kDa
odpowiadajacej formie tetramerycznej, a okoto 30-40% spadek odnotowano w liniach z obnizong
ekspresja izoform PMCA. Co interesujace, gdy do barwienia wykorzystano przeciwciata
specyficznie rozpoznajace Mgstl nastepowala znaczaca redukcja immunoreaktywnosci,
za wyjatkiem formy heksamerycznej. Obecnos¢ tej formy, W przeciwienstwie do tych o masie
ponizej 50 kDa, byta widoczna nawet w warunkach zwigkszonej ekspozycji na nadtlenoazotyn,
bedacy silnym biologicznym utleniaczem. Mozna zatem sadzi¢, ze tworzenie form
oligomerycznych daje mozliwo$¢ ochrony biatka przed dzialaniem reaktywnych form tlenu/azotu,
co przypuszczalnie pozwala na zachowanie przynajmniej czg$ciowej aktywnosci Mgstl.
Nitrozylacja badz nitracja struktur monomerycznych zwigksza podatno$¢ modyfikowanych biatek
na degradacje proteolityczng, a ich usuwanie moze by¢ postrzegane jako mechanizm chroniagcy
przed konsekwencjami stresu komorkowego.

Cykl badan nad Mgst1 konczy ocena jej funkcji w zréznicowanych komorkach PC12, ktore
sg szeroko rozpowszechnionym modelem do analizy procesow zachodzacych w tkance nerwowe;j.
Rola tej transferazy wydaje si¢ by¢ szczeg6lnie istotna w tej tkance, w ktorej generowanie
i akumulacja ROS znacznie zwigkszaja ryzyko procesow neurodegeneracyjnych. W liniach
Z obnizong ekspresja Mgstl rdéznicowanie mialo intensywniejszy przebieg objawiajacy sie
zwickszeniem ciata komorki, formowaniem czesto wielokrotnie rozgat¢zionych neurytow, jak
rowniez wyzszym odsetkiem komorek tworzacych wypustki neuronalne. W przeciwienstwie do
komorek niezroznicowanych obserwowano jednoczesne nasilenie procesoOw nekrotycznych w linii
czg¢sciowo pozbawionej tej transferazy. Z uwagi na fakt szeroko opisywanego udziatu czynnika
CREB (cAMP response element binding protein) w procesie réznicowania [11,12] sprawdzono
poziom jego ekspresji i fosforylacji kluczowej reszty Ser-133. Pomimo, ze w modyfikowanej linii
zwiekszat si¢ catkowity poziom biatka, to stopien jego ufosforylowania byt zblizony do wartosci
kontrolnych, co wskazuje na brak bezposredniego powigzania pomigdzy Mgstl, a aktywacja
CREB. Niewykluczonym jest, ze odmienny przebieg réznicowania moze by¢ indukowany
tagodnym stresem oksydacyjnym bedacym konsekwencja manipulacji w ekspresji Mgst1. Jest to
szczegoOlnie istotne w przypadku komorek PC12, w ktorych generowanie ROS wymagane jest
do stymulowanego NGF-em rozrostu neurytow [13].

Zwigkszong obecno$¢ stresu komorkowego w badanym modelu doswiadczalnym
potwierdza podwyzszony poziom GSSG oraz wzmozona peroksydacja lipidow btonowych
potaczona ze spadkiem st¢zenia ATP. Oprécz zmian w GSSG widoczny byt takze wzrost poziomu
GSH co moze, przynajmniej czg¢sciowo, tlumaczy¢ uszczuplenie puli ATP wynikajace
z ponoszenia wigkszych naktadow energetycznych na jego syntez¢ de novo. Analiza ekspresji
oraz immunoreaktywnosci bialek biorgcych udzial w syntezie glutationu oraz redukcji GSSG
wykazala zwigkszong ilo$¢ syntetazy y-glutamylocysteinowej oraz reduktazy glutationowej
w warunkach obnizonej ekspresji Mgstl. Wskazuje to na role¢ GSH jako pierwszej linii ochrony
w warunkach stresowych, co przypuszczalnie ogranicza dalsza produkcje nadtlenkow lipidowych.

Transkrypcja gendw obu tych enzymow znajduje si¢ pod kontrolg czynnika Nrf2 (nuclear
and erythroid 2-related factor), ktorego ubikwitynacja i degradacja w proteasomach zalezna jest
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od biatka Keapl (Kelch-like ECH-associating proteinl) [14,15]. Redukcja Mgstl wigzata si¢
z niemal czterokrotnym wzrostem ekspresji Nrf2, lecz nie Keapl, cho¢ poziom biatka Nrf2 obnizat
si¢ 0 okoto 15% w stosunku do komorek kontrolnych. Moze to sugerowac¢ spadek tempa translacji,
badz zwigkszong szybkos$¢ degradacji. Opierajac si¢ na wynikach ekspresji gendéw kodujacych
enzymy uczestniczace w syntezie GSH nie mozna jednak wykluczyé przejSciowego wzrostu
poziomu i aktywnosci Nrf2, co pozwolitoby na uruchomienie transkrypcji Nrf2-zaleznych genow
I zwigkszenie ilosci ich mRNA przez dhuzszy okres czasu. Badania te wskazuja na istnienie
powigzania pomiedzy poziomem Mgstl a zaleznymi od Nrf2 mechanizmami protekcyjnymi.
W kontekscie tej zaleznosci, wzrost peroksydacji lipidéw moze pobudza¢ sygnat do produkcji
wigkszej ilosci enzymow regulujacych wewnatrzkomoérkowy poziom GSH, co moze stanowic
pewna forme adaptacji pozwalajaca komérkom na wzrost i réznicowanie.

1.  Wplyw blonowej kompozycji izoform PMCA na szlak GABA shunt

W kolejnym podjetym temacie wykorzystane zostaly szczurze komorki izolowane
Z przedniego plata przysadki (linia GH3), ktére sg szeroko stosowanym modelem do badan
procesow zachodzacych w pobudliwych komdrkach endokrynnych. Dzigki zdolno$ci do syntezy
y-aminomaslanu (GABA) postuzyty one do odpowiedzi na pytanie o regulatorowy wptyw izoform
PMCA na enzymy uczestniczagce w metabolizmie tego neurotransmitera. Jak wiadomo GABA
powstaje w wyniku reakcji dekarboksylacji glutaminianu katalizowanej przez dekarboksylaze
glutaminianowg (wystepujaca w dwoch izoformach 65 kDa i 67 kDa, odpowiednio GADG65
I GADG7), a oba te zwigzki moga by¢ metabolizowane do bursztynianu w szlaku zwanym GABA
shunt. Katabolizm GABA obejmuje jego przeksztalcenie do semialdehydu bursztynowego przez
aminotransferaze GABA (GABA-T), a nastgpnie do intermediatu cyklu Krebsa przez
dehydrogenaz¢ semialdehydu bursztynowego (SSADH). Szlak ten ma istotne znaczenie
szczegolnie w tkance nerwowej, gdyz pozwala na wigczenie glutaminianu do gléwnych przemian
metabolicznych bez tworzenia toksycznego amoniaku.

Jak wykazano, supresja izoform PMCAZ2 lub PMCAS3 miata podobny wptyw na homeostaze
wapniowa, do tego jaki opisano dla komorek PC12 (praca z poz. nr 1 wchodzaca w sktad
osiggniecia naukowego). W linii cze$ciowo pozbawionej PMCA2 nie zanotowano zmian
w ekspresji oraz biatku GAD65 i GADG67, aczkolwiek znacznemu obnizeniu ulegata catkowita
aktywnos¢ GAD. Podobng zalezno$¢ obserwowano dla aktywnosci GABA-T. Z kolei redukcja
PMCA3 wigzala si¢ ze zwigkszonym poziomem transkryptu GADG65, co przektadalo si¢ na ilos¢
biatka. Jednakze aktywnos$¢ enzymatyczna GAD pozostawata nizsza niz w kontroli. W Zadnej
z modyfikowanych linii nie wykazano wptywu supresji PMCA na poziom biatka i aktywnos¢
SSADH. Pomimo odmiennej regulacji posttranskrypcyjnej i posttranslacyjnej przypuszczalnie
lezacej u podstaw obserwowanych zmian, uzyskane wyniki sugeruja, ze obie izoformy PMCA
moga wptywaé na synteze GABA. Ponadto, zwiekszone stezenie [Ca?*]c bedace efektem obnizenia
ekspresji PMCA2 lub PMCA3 wptywa na hamowanie szlaku GABA shunt, co w znacznym stopniu
uniemozliwia wykorzystanie GABA do celow energetycznych.
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IV. Wplyw ketaminy na homeostaze wapniowg oraz metabolizm GABA w wybranych
obszarach mézgowia szczura (Rattus norvegicus)

Ketamina, niekompetycyjny inhibitor receptora N-metylo-D-asparaginianu (NMDA),
pomimo poczatkowo obiecujacego zastosowania w medycynie i weterynarii klasyfikowana jest
jako dysocjant psychodeliczny o silnych wilasciwosciach psychozomimetycznych. Badania
Z udzialem ludzi wykazaty, ze podawanie ketaminy w dawkach subanestetycznych wywotuje
objawy behawioralne, ktorych spektrum obejmuje zarowno wytworcze jak i ubytkowe symptomy
towarzyszace schizofrenii [16]. Z racji jej udokumentowanych zdolnosci do wzbudzania
odmiennych stanéw $wiadomo$ci o charakterze psychoz, stala si¢ ona w ostatnich latach
zwigzkiem wykorzystywanym do modelowania zmian zachodzacych w tej chorobie. Obserwacje
towarzyszace blokowaniu kanatu receptora NMDA przez ketaming pozwolily na wysunigcie
hipotezy o udziale glutaminianu i GABA w powstawaniu zaburzeniach psychotycznych
oraz umozliwity stworzenie modelu opartego o hipofunkcje NMDA. Model ten zostat przeze mnie
wykorzystany w pracach majacych na celu zbadanie wptywu ketaminy na gospodarke wapniowa
oraz wydzielanie neuroprzekaznikow w mdzgowiu szczura.

Pomimo wielu przestanek sugerujacych szczegolng wrazliwos¢é receptorow NMDA
zlokalizowanych na interneuronach na dziatanie ketaminy oraz nadpobudliwo$é neuronow
piramidowych w korze moézgowej zwigzang z ostabieniem neurotransmisji GABAergicznej,
niewiele jest danych dotyczacych wplywu tego zwigzku na metabolizm GABA. W toku
przeprowadzonych badan wykazalem, ze podawanie ketaminy w dawce 30 mg/kg przez 5
kolejnych dni, opréocz obserwowanych przez inne zespoly =zaburzen motorycznych
i stereotypowych, powodowato spadek ekspresji GAD67 w Kkorze, mézdzku i hipokampie.
W strukturze tej nastgpowat rOwnoczesny wzrost poziomu transkryptu izoformy GADG65, podczas
gdy spadek widoczny byt w prazkowiu. Wskazuje to na obszarowo specyficzng regulacje ekspresji
GAD w odpowiedzi na dzialanie ketaminy, ktéra moze by¢ czg¢écig mechanizmu dlugofalowe;j
adaptacji neuronow do hipofunkcji receptora NMDA.

Zmiany w ekspresji 1 poziomie biatka GAD67 w korze i moézdzku oraz GADG65
w prazkowiu przektadaty si¢ na obnizong aktywno$¢ enzymatyczna GAD, bezposrednio
sugerujaca nizsza zdolno$¢ do syntezy GABA. Zgodnie z tym Stwierdzeniem, stgzenie tego
neuroprzekaznika w zakonczeniach synaptycznych izolowanych z tych struktur byto nizsze niz
w analogicznej grupie kontrolnej. W przeciwienstwie to tych obszar6w moézgowia, wzrost
aktywno$ci enzymatycznej GAD nastgpowal w prazkowiu, co przypuszczalnie ma zwigzek
ze zwigkszong ekspresja GAD65 1 moze by¢ postrzegane jako proba zachowania fizjologicznego
stezenia GABA w odpowiedzi na spadek ekspresji GAD67. Kolejnym sposobem pozwalajacym
na kontrole dostepnosci GABA w zaleznos$ci od potrzeb komorki moze by¢ jego kierowanie na
potrzeby neurosekrecji zamiast zuzycia na cele energetyczne, za co odpowiada m.in. szlak GABA
shunt. Dalsze badania potwierdzily spadek aktywno$ci enzyméw tego szlaku w wyniku
traktowania ketaming. Szczegdlnie istotna wydaje si¢ by¢ zmniejszona aktywnos¢ SSADH,
co powoduje wzrost ilosci semialdehydu bursztynowego, ktory uruchamia odwrotny tryb GABA-
T przyczyniajac si¢ do hamowania degradacji GABA.
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Pomimo obnizonej zdolnosci do syntezy GABA w korze 1 m6zdzku wywotanej dzialaniem
ketaminy nie obserwowano zmian w zaleznej od Ca?* sekrecji tego neuroprzekaznika. Spadek
synaptycznego wydzielania GABA odnotowano natomiast w synaptosomach izolowanych
z prazkowia. Wyniki znakowania fluorescencyjnego sugeruja, ze przyczyng tego zjawiska jest
mniejsza ilos¢ obecnych w blonie plazmatycznej zaleznych od napigcia kanatow typu L (L-type
VDCCs), co w konsekwencji moglo wplywaé na wielko$¢ naptywu Ca?*. Hipoteze te potwierdzaja
wyniki dodatkowych badan, w ktorych ketamine aplikowano in vitro. W korze i mozdzku obnizato
si¢ z kolei niesynaptyczne wydzielanie GABA, mierzone w nieobecno$ci zewnatrzkomorkowego
Ca?*, ktore zalezne jest od odwrotnego trybu dziatania blonowego transportera GABA (sodium-
and chloride-dependent GABA transporter 1, GAT-1). W wyniku dziatania ketaminy obnizat si¢
poziom biatka GAT-1 w tych strukturach, co w warunkach in vivo moze bezposrednio wptywac na
szybko$¢ zwrotnego wychwytu GABA. W kontek$cie wywotanej ketaming obnizonej aktywnosci
interneuronéw, zmiana taka moze by¢ postrzegana jako proba zwigkszenia stezenia tego
neuroprzekaznika w przestrzeni miedzysynaptycznej. Uzyskane wyniki wskazuja, ze unikalne
zmiany w metabolizmie GABA w funkcjonalnie odmiennych rejonach mézgowia moga leze¢
U podstaw psychozomimetycznych wiasciwosci ketaminy, a kora i mozdzek wydaja si¢
szczegolnie wrazliwe na jej dzialanie.

Wapn odgrywa istotng rol¢ w regulacji uwalniania neurotransmiteréw, dlatego tez
W kontekscie obserwowanych zmian w wydzielaniu GABA zasadnym stato si¢ okreslenie wptywu
ketaminy na komorkowa homeostaze tego jonu. Zastosowanie dawki 30 mg/kg powodowato
wzrost [Ca?*]c we wszystkich badanych strukturach mézgowia, przy czym najwigkszy przyrost
wystepowal w prazkowiu. W strukturze tej, podobnie jak w korze, istniala dodatnia korelacja
pomiedzy warto$ciami [Ca?*]c a hiperaktywnoécig motoryczna. Stan podwyzszonego stezenia Ca?*
moégt wynika¢ z samego mechanizmu dziatania ketaminy. Wiadomo bowiem, zZe inhibicja
receptora NMDA zlokalizowanego na interneuronach ostabia uwalnianie GABA znoszac
hamowanie szlakéw pobudzajacych. Jednym z efektow jest naptyw Ca?* drogami niezaleznymi
od glutaminianu oraz jego wyrzut z cystern siateczki srédplazmatycznej [17]. Mozliwy jest takze
kompensacyjny naptyw Ca?* przez pozostate receptory glutaminianowe — kwasu a-amino-3-
hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropianowego (AMPA) i kainowego [17].

Neuronalna homeostaza wapniowa opiera si¢ na przeciwstawnie dziatajacych
mechanizmach regulujacych naptyw — system on — i usuwanie Ca?* poza obreb komorki — system
off. Profilowanie ekspresji genow kodujacych elementy tych mechanizméw wykazato zmiany
we wszystkich badanych strukturach moézgowia, co potwierdza negatywny wplyw ketaminy
na wewnatrzkomoérkowa regulacje [Ca®']c. Istnienie korelacji pomiedzy podwyzszonym stezeniem
[Ca?*]c a poziomem transkryptu PMCA2, PMCA4, SERCA3 oraz VDCC typu L (Cacnalc)
obserwowano w korze; PMCA1L, PMCAS3 oraz VDCC typu L (Cacnald) w mozdzku; PMCA3,
SERCAS oraz izoformy 3 wymieniacza sodowo-wapniowego (NCX3) w hipokampie i PMCAL,
PMCA3, SERCA3 w prazkowiu. Wigkszos$¢ z opisywanych zmian dotyczyta genow kodujacych
biatka uczestniczace w procesie usuwania Ca®*, cO Moze wskazywaé na probe przywrédcenia
spoczynkowego stezenia [Ca?*]c. W $wietle danych literaturowych szczegolna role ochronng przed
przetadowaniem wapniem nalezy przypisa¢ PMCA1, PMCA4 oraz pompie SERCA, ktorych
wspoltdziatanie pozwala na efektywne obnizenie [Ca?*]c [18]. Interesujaca obserwacja byto
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obnizenie poziomu mRNA tzw. szybkich izoform PMCA — PMCA3 w mo6zdzku, hipokampie
I prazkowiu, a PMCA?2 w korze. Badania in vitro na hodowlach neuronalnych sugeruja, ze redukcja
poziomu tych biatek pozbawia komorki zdolnosci do regulacji homeostazy wapniowej i moze
prowadzi¢ do obumierania neuronéw motorycznych u myszy [19,20]. Niewykluczonym jest zatem,
ze wzrost [Ca®*]c obserwowany pod wptywem ketaminy wiaze sie ze zmienionym sktadem izoform
PMCA. Jak dowiodtly kolejne badania, deregulacja gospodarki jonéw wapnia moze wynikac takze
z bezposredniego hamowania aktywnosci synaptosomalnej PMCA przez ketaming. Prace na
oczyszczonym enzymie wykazaly bowiem istnienie dwoch potencjalnych miejsc wigzania tego
zwigzku, jedno w obrebie domeny autoinhibitorowej, a drugie w najwigkszej petli cytozolowe;j
W sasiedztwie miejsca katalitycznego.

PMCA 1 receptory NMDA moga wspotpracowaé ze sobg dzigki obecno$ci w wysoce
wyspecjalizowanych mikrodomenach zwanych wapniowymi sygnalosomami. Szczegdlnie istotna
rola tej interakcji wydaje si¢ mie¢ miejsce w neuronach glutaminergicznych, w ktérych NMDA
i PMCA moga tworzy¢ kompleksy trimeryczne poprzez biatko gestosci postsynaptycznej o masie
95 kDa (postsynapic density protein 95, PSD95). Dzigki obecnosci domen PDZ, PSD95 moze
indukowa¢ klasterowanie molekut PMCA2 i PMCA4, a kompleks PSD95/PMCA dodatkowo
mobilizuje jednostki receptora NMDA — NMDAR1 i NMDAR2A [21,22]. Nasuwa si¢ zatem
przypuszczenie, ze hipofunkcja tego receptora moze zaburza¢ interakcje PMCA z partnerami
biatkowymi w obr¢bie mikrodomen wapniowych.

Badania na strukturach mézgowia wykazaly wzrost poziomu biatka PSD95 w korze,
mozdzku 1 hipokampie. Jednocze$nie stwierdzono swoiste obszarowo zmiany w intensywnosci
tworzenia kompleksow PSD95/NMDAR. Nasilona interakcja PSD95/NMDARI1 obecna byla
W korze 1 hipokampie, PSD95/NMDAR2A w mé6zdzku, hipokampie i prazkowiu, natomiast spadek
PSD95/NMDAR2B obserwowany byt w prazkowiu. Szczegdlnie interesujacy byt jednoczesny
wzrost ilosci PSD95/NMDART1 i PSD95/PMCA4 w korze, co sugeruje formowanie lokalnych
gestosct NMDAR1/PSD95/PMCA4. Skupianie PMCA4 w takich strukturach moze stanowi¢ probe
rownowazenia zwickszonego naptyw Ca?'. Najnowsze badania pokazujace PSD95-zalezna
asocjacje PMCAA4 do tratw lipidowych [23] i potaczong z tym oligomeryzacje pompy skutkujaca
wzrostem jej aktywnosci katalitycznej [24] wydaja si¢ potwierdza¢ powyzsze przypuszczenia.
Dlatego tez, skupianie PMCAA4 w klasterach obserwowane w korze, mézdzku i hipokampie mogto
powodowa¢ znacznie sprawniejsze usuwanie Ca?’, a brak nasilonej interakcji PSD95/PMCA4
W prazkowiu stac si¢ przyczyna najwyzszego, ze wszystkich badanych rejonow, spoczynkowego
stezenia Ca?'. Z drugiej strony, hamowanie aktywnosci enzymatycznej PMCA przez ketaming
moze wplywac na jej przytaczanie do uktadu PSD95/receptor NMDA i znacznie ostabia¢ zdolnos¢
komorki do regulacji homeostazy wapniowej. Konsekwencja tego jest nienaturalnie przedtuzony
sygnat wapniowy skutkujacy nadprodukcja neuromodulatorow odpowiedzialnych za wsteczng
sygnalizacje synaptyczng. Ma ona miejsce, gdy do neuronu postsynaptycznego nie dociera sygnat
hamujacy w postaci GABA z zakonczenia presynaptycznego i neuron zostaje pobudzony.
Zaburzenia te moga wplywaé na zwigkszong produkcje i sekrecje glutaminianu do przestrzeni
migdzysynaptyczne;.

W ostatnim etapie badan nad wplywem ketaminy na wydzielanie neuroprzekaznikow
podjeto probe zbadania powyzszego zagadnienia. Zastosowanie subanestecznych dawek tego
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zwigzku nie wptywato na stezenie glutaminianu 1 glutaminy w hipokampie, mézdzku i prazkowiu.
Jednakze po depolaryzacji synaptosoméw otrzymanych z kory i prazkowia obserwowano nasilone,
zalezne od Ca?* uwalnianie glutaminianu na drodze egzocytozy. Sekrecja tego przekaznika
wymaga uprzedniego upakowania do pecherzykow synaptycznych za co odpowiada pecherzykowy
transporter glutaminianu (vesicular glutamate transporter, VGLUT), wyst¢pujacy w synapsach
glutaminergicznych w dwoch izoformach — VGLUT1 i VGLUT2. W obu tych strukturach
zwigkszal sie¢ poziom mRNA 1 bialka tego transportera. Co ciekawe, w neuronach prazkowia nie
wykryto obecnos¢ zadnej z tych izoform [25,26], co moze w rzeczywistosci odzwierciedla¢ zmiany
zachodzace w innych szlakach np. w glutaminergicznych neuronach kory moézgowej
pobudzajacych interneurony prazkowia. Cho¢, nasilona neurotransmisja glutaminergiczna wigze
si¢ zwykle z nadpodaza glutaminianu w przestrzeni mi¢dzysynaptycznej, to moze mie¢ ona swoje
podloze nie tylko w zwigkszonej sekrecji ale réwniez w nieprawidlowym usuwaniu tego
neuroprzekaznika. W dorostym moézgu za okoto 90% wychwytu odpowiada transporter
aminokwasow pobudzajacych 2 (excitatory amino acid transporter 2, EAAT2) [27].
Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly spadek poziomu tego transportera w korze,
CO W polaczeniu ze zmianami w ekspresji VGLUT moze sugerowa¢ kompensacyjny, ale zarazem
patologiczny, mechanizm majacy na celu zwigkszenie st¢zenia glutaminianu, tak aby
zrownowazy¢ dysfunkcyjnosé receptora NMDA.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze hamowanie aktywnosci PMCA moze w sposob globalny
wptywac na deregulacj¢ homeostazy wapniowej w mozgowiu szczura, a specyficzne obszarowo
zmiany w odzialywaniu PMCA, PSD95, NMDA receptor modulowaé lokalng sygnalizacje Ca?*
w odpowiedzi na traktowanie ketaming. Nieprawidlowa obrobka sygnatu wapniowego w czesci
postsynaptycznej przypuszczalnie wptywa na wyzwolenie odpowiedzi zwrotnej prowadzacej
do zwigkszonego presynaptycznego uwalniania glutaminianu. Nasilona transmisja
glutaminergiczna moze z kolei by¢ jedng z przyczyn psychozomimetycznego dzialania ketaminy.
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