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2. Streszczenie

Ponizsza rozprawa doktorska dotyczy badan patologii niedokrwiennej mozgu,
a w szczegblnodci molekularnych mechanizméw rozprzestrzeniania sie¢ sygnalu ischemiczno-
reperfuzyjnego (I/R) w komorce. Uwaza sig, ze stan metaboliczny mitochondtiéw jest istotny
w poischemicznych procesach prowadzacych zaréwno do $mierci, jak 1 tez do ochrony komérek
(Sims i Muyderman 2010, Jackson i wsp. 2018). Fakt ten powoduje, ze wspomniane organella
moga by¢ celem terapii neuroprotekceyjnej. Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja na mozliwy
udzial kinaz biatkowych C (PKC) w regulacji funkcjonowania mitochondriéw, co moze wplywac
na los komérek po epizodzie I/R. Kinazy biatkowe C stanowig rodzing enzyméw fosforylujacych
reszty serynowe i treoninowe bialek. Reakcja ta umozliwia kinazom regulacj¢ dziatania biatek, co
w efekcie moze wplywac na funkcjonowanie komorki, np. na jej wzrost, czy regulacje transkrypcji
(Nishizuka 1986, 1992, 1995, Asaoka i wsp. 1992, Dekker i Parker 1994). Aktywacja wigkszosci
izoform PKC zwigzana jest z przeniesieniem czasteczek enzymu z cytoplazmy do blon
komoérkowych. Wiadomo, ze rodzaj zewnatrzkomoérkowego sygnatu i wewnatrzkomoérkowego
aktywatora moze mie¢ wplyw na selektywna translokacje poszczegélnych PKC do odmiennych
przedzialéw komoérkowych (Shirai i wsp. 1998). Jednym z sygnatéw aktywujacych PKC jest stres
ischemiczno-reperfuzyjny, ktéry powoduje translokacje tych enzyméw m. in. do mitochondriow
(Kowalczyk i wsp. 2009 i 2012, Budas i wsp. 2010, Zheng i wsp. 2011, Sun 1 wsp. 2013). Badania
poischemicznego przemieszczania si¢ PKC do mitochondriow wskazuja na: role PKCS w
procesie apoptozy, funkcje PKCe w hartowaniu ischemicznym serca (Churchill i Mochly-Rosen
2007, Budas i wsp. 2010), czy potencjalny udzial PKCa i B w regulacji metabolizmu
mitochondriéw (Nowak i Bakajsova 2012, 2015, Kowalczyk 1 wsp. 2012).

Z weczesniejszych badan prowadzonych w naszej Pracowni wynika, ze na skutek
krotkotrwatego epizodu ischemiczno-reperfuzyjnego moézgu myszoskoczka, immunoreaktywnosé
PKCB zwigksza si¢ w mitochondriach izolowanych z malo wrazliwego na ischemie regionu
hipokampa - CA2-4, DG. Dodatkowo, hamowanie aktywnosci PKCB powoduje zwickszenie
ekscytotoksycznego uszkodzenia w skrawkach organotypowych hipokampa szczura (Kowalczyk
iwsp. 2012). Wyniki te, sugeruja potencjalna neuroprotekcyjng role PKCB co zgodne jest
z badaniami innych grup, wykazujacymi ochronne dzialanie tej kinazy w modelach

prekondycjonowania hipoksyjnego mézgu myszy (Niu i wsp. 2005, Bu i wsp. 2011).



Streszczenie

Celem badan bylo zweryfikowanie hipotezy o udziale PKCJ w endogennej neuroprotekeji
po krétkotrwalym niedokrwieniu moézgu oraz poznanie mechanizmu dzialania tej kinazy
w mitochondriach.

Do weryfikacji hipotezy o potencjalnej roli PKC@ w procesach umozliwiajacych przezycie
komorek zastosowano dwa uznane modele doswiadczalne, powszechnie uzywane w badaniach
niedokrwienia moézgu: iz vivo - obustronne, 5-minutowe zacisnigcie tetnic szyjnych wspolnych
myszoskoczka mongolskiego 1 iz vitro - wywolanie stresu ekscytotoksycznego w hodowli
organotypowej  skrawkéw  hipokampa  szczura. W obu modelach  doswiadczalnych
po zastosowaniu odpowiedniego bodZca stresowego (I/R lub ekscytotoksycznos$é) dochodzi
do wybidrczego uszkodzenia neurondéw w regionie CAl hipokampa, przy jednoczesnym
zachowaniu struktury w regionie CA2-4, DG.

W badaniach wykazano, ze z dwoch izoform PKCB to PKCPII jest ta, ktorej
immunoreaktywnos¢ roénie po krétkotrwalym niedokrwieniu mézgu myszoskoczka we frakeji
mitochondrialnej otrzymanej z regionu hipokampa malto wrazliwego na epizod ischemiczno-
reperfuzyjny (I/R) — CA2-4, DG. Udowodniono, ze obserwowany poischemiczny wzrost
immunoreaktywnosci PKCBII w mitochondriach wynika z przemieszczania si¢ tej kinazy
z cytosolu do mitochondriéw. Wykazano, ze PKCBII po I/R moze znajdowaé si¢ w macierzy
mitochondrialnej. Dodatkowo zweryfikowano, ze w sekwencji aminokwasowej PKCBII
nie ma klasycznej sekwencji kierujacej bialka do mitochondriéw. Oznacza to, ze translokacja
PKCBII do wspomnianych organelli odbywa si¢ w sposoéb inny niz klasyczny. W kolejnych
doswiadczeniach zastosowano peptydowy inhibitor PKCBII (BIIV5-3), ktéry poglebit
uszkodzenie komérek nerwowych wywolane przez stres ekscytotoksyczny w modelu 7z vitro i 1/R
w modelu iz vive. Powyzsze wyniki sugeruja neuroprotekeyjng funkcje PKCBII, ktorej szczegdly
badano w kolejnym etapie projektu. Dowiedziono, ze PKCBII wyizolowana z mitochondriow
poI/R ma zachowana aktywnos$¢ enzymatyczng. W zwiazku z tym, na podstawie analiz
oddziatywant miedzy bialkami wytypowano mitochondrialnych partneréw PKCBIL Dla dwoéch
zidentyfikowanych bialek - dehydrogenazy pirogronianowej i mitochondrialnej syntazy ATP
wykonano pomiary 7z vitro ich wzglednej ilosci i aktywnosci po I/R oraz po uzyciu inhibitora
PKCRII (BIIV5-3). Na podstawie wynikéw tych doswiadczen nie udowodniono wplywu PKCRII
na zaden z badanych enzymoéw. Dodatkowo zidentyfikowano mitochondrialne metabolomy
regionéw hipokampa o odmiennej wrazliwosci na bodziec I/R, w celu zbadania poischemicznego
oddzialywania PKCBII na funkcjonowanie mitochondriéw. Wykazano, ze mitochondria
regionow CAl 1 CA2-4, DG réznig si¢ miedzy sobg zawarto$cia metabolitéw w probach

kontrolnych, co moze przeklada¢ si¢ na ich odmienna wrazliwo$¢ na stres niedokrwienno-
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Streszczenie

reperfuzyjny. W badaniach zwiazkéw posrednich cyklu kwasu cytrynowego zaobserwowano, ze w
mitochondriach CA2-4, DG jest wigcej fumaranu i jablczanu po I/R (w poréwnaniu do CA1), co
moze sugerowac poischemiczne spowolnienie cyklu w tym regionie. Po zastosowaniu inhibitora
PKCBII (BIIV5-3) bezposrednio po I/R odnotowano, ze ilosci fumaranu i jablczanu w
mitochondriach obu badanych regionéw hipokampa sa zblizone do kontrolnych. Wynik ten
sugeruje potencjalne zniesienie poischemicznego dziatania PKCBII przez inhibitor BIIV5-3 i
wskazuje, ze na poziomie metabolitéw mitochondria regionéw CAl i CA2-4, DG odpowiadaja
podobnie na I/R potaczong z podaniem inhibitora ITV5-3.

Na podstawie zaprezentowanych wynikéw proponuje, ze to wlasnie indukowana poprzez
I/R translokacja PKCBII do mitochondridow, jest pietwszym etapem/czynnikiem
uruchamiajacym endogenny mechanizm neuroprotekeyjny w regionie CA2-4, DG hipokampa.
Prawdopodobnie PKCBII po I/R oddzialuje 2z bialkami mitochondrialnymi, zmienia
ich funkcjonowanie, wplywa na zmiany ilosci metabolitow mitochondrialnych i w ten posredni
sposob umozliwia przezycie komérkom nerwowym w obszarze CA2-4, DG. Do tej pory
nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ mechanizmu inicjowanego przez PKCBII, ale wydaje sig, ze jednym
z jego elementow jest spowolniony metabolizm w mitochondriach CA2-4, DG, ktéry powoduje,
ze staja si¢ one odporne na uszkodzenie ischemiczno-reperfuzyjne. Przedstawione wyniki badan
dostarczaja nowych informacji niezbednych do rozwiklania zagadki neuroprotekcyjnego
mechanizmu dziatania PKCBII w mitochondtiach po I/R. Jednak dalsze badania sa potrzebne
do lepszego zrozumienia obserwowanych zjawisk. Doglebne zrozumienie tego mechanizmu
moze w przysztosci przyczynic si¢ do zaprojektowania nowych sposobéw leczenia, polegajacych
na minimalizowaniu skutkéw niedokrwienia mozgu, opartych na wzmocnieniu endogennej,

neuroprotekeyjnej odpowiedzi komérkowej wyzwalanej w mitochondriach.
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3. Abstract

This thesis concerns the pathology of brain ischemia and it is focused, in particular, on molecular
mechanisms of ischemia-reperfusion (I/R) signal transduction in a cell. It is believed that the
metabolic state of mitochondria plays a crucial role in postischemic processes, which may lead
either to death or to survival of cells (Sims and Muyderman 2010, Jackson et al. 2018). Due to
this fact, mitochondria may become a target of neuroprotection therapy. Recent papers indicate a
potential involvement of protein kinases C (PKC) in maintaining mitochondria, which can
influence cell fate after I/R. PKC belong to an enzyme family, which phosphorylates serine and
threonine residues of proteins. The reaction enables kinases to regulate proteins, which in turn
can affect cell functioning such as its growth or regulation of transcription (Nishizuka 1986,
1992, 1995, Asaoka et al. 1992, Dekker and Parker 1994). The majority of PKC are activated by
translocation of the enzyme from cytoplasm to cellular membranes. Extracellular signals and
intracellular activators can influence selective translocation of respective PKC to various cell
compartments (Shirai et al. 1998). Ischemia-reperfusion stress is one of the PKC activators,
which induces translocation of these enzymes to mitochondria, among other cell compartments
(Kowalczyk et al. 2009, 2012, Budas et al. 2010, Zheng et al. 2011, Sun et al. 2013). Studies of
postischemic translocation of PKC indicate: role of PKCe in apoptosis, function of PKCS in
ischemic preconditioning of heart (Churchill i Mochly-Rosen 2007, Budas et al. 2010) and a
potential involvement of PKCa and {8 in regulation of mitochondrial metabolism (Nowak and

Bakajsova 2012, 2015, Kowalczyk et al. 2012).

Our previous results presented that transient ischemia-reperfusion episode of gerbil brain caused
the enhancement of PKC@ immunoreactivity in mitochondria isolated from the ischemia-
resistant part of hippocampus — CA2-4, DG. Additionally, we showed that inhibition of PKCBII
activity led to an increase in excitotoxic injury in rat organotypic hippocampal slices (Kowalczyk
et al. 2012). These results suggest a potential, neuroprotective properties of PKCB, which is
consistent with other findings demonstrating the protective role of kinase in hypoxic

preconditioning models of the mouse brain (Niu et al. 2005, Bu et al. 2011).

The aim of my research was to verify a hypothesis about a role of PKCJ in endogenous
neuroprotection after transient brain ischemia and to unveil a mechanism of the kinase in

mitochondria.
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To verify the hypothesis about the potential function of PKCR in processes enabling cell survival,
we used two acknowledged experimental models, which are commonly used in brain ischemia
research: 7z vivo — bilateral, 5-min. occlusion of common carotid arteries of Mongolian gerbil and
in vitro — excitotoxicity in rat organotypic hippocampal slice culture. A selective injury of neurons
in CA1 region of hippocampus is seen in both experimental models after usage of distinct stress

stimulus (I/R or excitotoxicity). Simultaneously, CA2-4, DG structure is preserved.

In my studies I demonstrated that a PKCBII isoform (not PKCBI) turned out to be the one
whose immunoreactivity increased in mitochondrial fraction isolated from the resistant part of
hippocampus - CA2-4, DG after transient brain ischemia in gerbil. I proved that the observed
postischemic immunoreactivity enhancement of PKCBII in mitochondria resulted from
translocation of the kinase from cytosol to mitochondria. Moreover, mitochondrial matrix
localization of PKCRII was revealed after I/R. That is interesting, because the kinase does not
have a classical amino acid sequence targeting proteins to mitochondria, which means that
translocation of PKCBII to mitochondria is subject to a non-classical translocation pathway.
Then, I used a peptide inhibitor of PKCBII (BIIV5-3), which augmented the neuron injury
triggered by excitotoxic stress in 7z vitro model and 1/R in iz vivo model. These results suggested a
neuroprotective function of PKCBII, whose mechanism was studied in the subsequent stage of
the project. It was proved that PKCBII isolated from mitochondria preserved its enzymatic
activity after I/R. Due to this fact, I identified mitochondrial protein partners of PKCII on the
basis of a protein-protein interaction analysis. Relative quantity and activity of pyruvate
dehydrogenase and mitochondrial ATP synthase were measured in samples obtained after I/R
and after PKCBII inhibitor (BIIV5-3) administration. The influence of PKCBII on the enzymes
was not proved based on the results of the above measurements. Moreover, the mitochondrial
metabolomes of hippocampal regions with distinct sensitivity on I/R were identified in order to
reveal the postischemic PKCBII impact on mitochondria. I indicated that mitochondria of CA1
and CA2-4, DG differ in content of metabolites in control samples, which may translate into
their diverse vulnerability to ischemia-reperfusion stress. During the studies of the citric acid
cycle intermediates I observed that there was more fumarate and malate in mitochondria of CA2-
4, DG region (in compatison to CA1) after I/R. It may suggest a postischemic retardation of the
cycle in this region. The amounts of fumarate and malate became similar in mitochondria from
both hippocampal regions after PKCBII inhibitor (BIIV5-3) administration. It may indicate an

abolition of postischemic PKCBII functioning by the inhibitor and it shows that, on the

13



Abstract

metabolite level mitochondria from CA1 and CA2-4, DG respond similarly to I/R connected

with the inhibitor application.

In summary, I suggest that the PKCBII translocation to mitochondria induced by I/R is the first
phase/factor triggering the endogenous neuroprotective mechanism in the CA2-4, DG region of
hippocampus. Probably, PKCBII interacts with mitochondrial proteins after I/R, changes their
functions, influences the quantity of metabolites and by this indirect way it enables cell survival in
the CA2-4, DG region of hippocampus. So far though, the mechanism initiated by PKCBII has
not been revealed, but it seems that the decreased metabolism in mitochondria of CA2-4, DG
may constitute one of its elements, which causes mitochondtia to become resistant to I/R injury.
My results provide new information essential for deciphering the puzzle of the neuroprotective
PKCBII mechanism in mitochondria after I/R. However, other studies are crucial for a better
understanding of the observed phenomenon. Profound comprehending of the mechanism may
establish a basis for the design of new stroke therapies relying on the enhancement of the

endogenous, neuroprotective cell response triggered in mitochondria.
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4. Innnowacyjnosc rozprawy

Temat badawczy podjety w ponizszej pracy doktorskiej wpisuje si¢ w $wiatowy trend
badan ukierunkowanych na poszukiwanie endogennych czynnikéw neuroprotekcyjnych.
Rozprawa, mimo, ze porusza temat, eksplorowanych od dawna, zjawisk wspotwystepujacych
z niedokrwieniem mobzgu, jest oryginalna ze wzgledu na skierowanie uwagi na dotad nieznany
skutek I/R jakim jest translokacja PKCBII do mitochondriow w regionie hipokampa mato

wrazliwym na niedokrwienie.

Ustalenia rozprawy wykraczajace poza aktualng wiedzg¢ literaturowa:

- Dowiedziono, ze PKCBII jest ta izoforma PKCB, ktéra moze mie¢ zwiazek z przezyciem
komorek w regionie hipokampa mato wrazliwym na niedokrwienie - CA2-4, DG.

- Drzigki zastosowaniu nowatorskiego narzedzia jakim jest peptydowy inhibitor translokacji
PKCRII - BIIV5-3 wykazano, ze (1) obserwowany poischemiczny wzrost immunoreaktywnosci
PKCBII w mitochondriach jest wynikiem przemieszczenia si¢ tej kinazy z cytosolu
do mitochondriéw w warunkach reperfuzji, (2) zahamowanie poischemicznego przemieszczenia
PKCBII do mitochondriéw powoduje poglebienie uszkodzenia wywolanego I/R w modelu
in vitro 1 in vivo.

- Wykazano obecno$¢ PKCBII w macierzy mitochondrialnej, chociaz mechanizm transportu
przez blony mitochondrialne nie jest znany.

- Wytypowano dotad nieznanych biatkowych, mitochondrialnych partneréw oddzialujacych
z PKCRIL

- Do tej pory nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ mechanizmu inicjowanego przez PKCBII, ale wydaje
sig, ze jednym z jego elementéw jest spowolniony metabolizm w mitochondriach CA2-4, DG,

ktéry powoduje, Ze staja si¢ one odporne na uszkodzenie ischemiczno-reperfuzyjne.

Ponadto wydaje si¢, ze obserwacje opisane w ponizszej pracy doktorskiej moga postuzyc

do wyznaczenia nowych kierunkéw badan naukowych.
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Ponizsza praca doktorska jest osadzona w tematyce badan patologii niedokrwienne;
moézgu i dotyczy molekularnych mechanizméw rozprzestrzeniania si¢ sygnalu ischemiczno-
reperfuzyjnego (I/R) w komoérce. Obecnie, korzystajac ze zwierzecego modelu niedokrwienia
u myszoskoczka mongolskiego (Meriones unguiculatus), koncentrujemy si¢ na poznaniu roli réznych
izoform kinaz biatkowych C (PKC) zwiazanych z mitochondriami, w procesach prowadzacych
do poischemicznej eliminacji neuronéw oraz w endogennej neuroprotekcji. W tym modelu,
krotkotrwale podwiazanie tetnic szyjnych i nastepujaca reperfuzja powoduja selektywna $mieré
neuronéw w regionie CAl hipokampa, natomiast zywotno$¢ neurondéw w regionie CA2-4, DG
pozostaje zachowana. W naszych wczesniejszych badaniach wykazalismy, ze krotkotrwala I/R
moézgu powoduje zwickszenie immunoreaktywnosci kinazy biatkowej CB (PKCB) jedynie
w mitochondriach regionu hipokampa odpornego na uszkodzenie — CA2-4, DG (Kowalczyk
1 wsp. 2012). Na tej podstawie mozna wysnué hipotez¢ o zwiazku poischemicznej, wzmocnione;j
immunoreaktywnosci ~ PKCB  w  mitochondriach  z  endogennym  mechanizmem
neuroprotekcyjnym uruchamianym w regionie CA2-4, DG. Stad tez, celem obecnej pracy bylo

zbadanie konsekwencji i sensu biologicznego wystgpowania PKCJ w mitochondriach po I/R.

5.1 Rodzaje niedokrwienia mézgu

Niedokrwienie mézgu spowodowane naglym zmniejszeniem lub zatrzymaniem doplywu
krwi do mézgu powoduje zaburzenia transportu substratow energetycznych, wymiany gazowej
(tlen 1 dwutlenek wegla) oraz innych metabolitéw. Nieprawidlowosci te prowadza do zaburzenia
homeostazy, a nawet $mierci komoérek. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje niedokrwienia moézgu:
ogniskowe oraz calkowite. Ogniskowe niedokrwienie mozgu (niedokrwienny udar moézgu)
to nagle, naczyniopochodne uszkodzenie osrodkowego ukladu nerwowego (Sacco i wsp. 2013)
wynikajace z zatrzymania dopltywu krwi do tego narzadu na skutek zwezenia naczyn, zatoru
lub zakrzepu. Przyczyny tych nieprawidlowosci sa liczne i niejednorodne. Zaburzenia te moga
nastapi¢ wskutek m.in.: migotania przedsionkéw serca, miazdzycy czy widknienia i szkliwienia
malych naczyn krwionos$nych (Adams i wsp. 1993). Niedokrwienny udar mézgu charakteryzuje
si¢ obecnoscig tzw. ogniska bedacego obszarem martwiczym, ktérego centralnym miejscem jest
niedrozne naczynie oraz obwodowej strefy tzw. polcienia (penumbry), ktéra jest niedostatecznie
zaopatrywana w krew. Uposledzony przeplyw krwi uniemozliwia podtrzymanie aktywnosci
elektrycznej w strefie polcienia, ale jest wystarczajacy do utrzymania aktywnosci kanalow

jonowych komoérek (Ramos-Cabrer i wsp. 2011). Wraz z uplywem czasu penumbra moze sta¢
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si¢ obszarem  martwiczym  (Ryc. 1), co spowodowane jest rozprzestrzenianiem
si¢ biochemicznych sygnaléw z ogniska udaru do penumbry. Moze to prowadzi¢ do $mierci
komorek oraz diugotrwalych zaburzen w zaopatrywaniu komorek w substraty metaboliczne

(Dirnagl i wsp. 1999).

CZas

Minuty Dni i tygodnie

Eobszar penumbry
m ognisko udaru

Ryc. 1 Postepujace w czasie powigkszanie si¢ obszaru martwiczego spowodowanego ogniskowym
niedokrwieniem mézgu, na podstawie Dirnagl i wsp. 1999.

Przyczyna calkowitego niedokrwienia moézgu jest obnizony przeplyw krwi w naczyniach
moézgowych towarzyszacy zatrzymaniu krazenia, najczedciej na skutek zatrzymania akcji serca
lub wzrostu ci$nienia wewnatrzczaszkowego przekraczajacego ci$nienie tetnicze. W wyniku
zwolnionego lub braku zaopatrzenia calego moézgu w tlen i substancje odzywcze, dochodzi
do wybidrczej $mierci neuronéw w szczegdlnie wrazliwych obszarach moézgu takich jak: region
CA1 hipokampa, kora nowa, wzgorze, mozdzek 1 zwoje podstawne (Sanganalmath 1 wsp. 2017).
Jednak szkodliwe skutki niesie ze soba nie tylko sama ischemia, ale réwniez okres przywrocenia
krazenia, tzw. reperfuzja, ktéra moze by¢ szkodliwa dla komoérek nerwowych ze wzgledu
na wywolanie stresu oksydacyjnego i reakcji zapalnej (White i wsp. 1996, Harukuni i Bhardwaj
2000) - stad czesto méwi sie o uszkodzeniu ischemiczno-reperfuzyjnym.

Udar niedokrwienny mozgu jest druga gléwna przyczyna $mierci na calym $wiecie
(WHO, 2017). Udar mézgu powoduje trwala niepelnosprawnos$é u 25-50% chorych (Hankey
1wsp. 2002, Jonsson i wsp. 2014, Yang i wsp. 20106), co wigze si¢ ze znaczacym obnizeniem
jakosci ich zycia. Oprocz powaznych skutkéw zdrowotnych, udar moézgu wplywa na aspekty
spoleczne (utrata dotychczasowego statusu spolecznego, obnizenie stopy zyciowej, izolacja)
i ekonomiczne (sytuacja zawodowa, koszty hospitalizacji 1 dalszego leczenia). W zwigzku z tym

ciggle poszukiwane sa nowe metody terapeutyczne zapobiegajace skutkom niedokrwienia mézgu.

5.2 Leczenie w ischemii mézgu

Kierunkami, ktére obecnie sa rozwijane w zakresie leczenia niedokrwiennego udaru

moézgu sa: reperfuzja oraz hamowanie niekorzystnych przemian biochemicznych w komorkach
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nerwowych — neuroprotekcja (Green 1 Shuaib 2006). Do leczenia przyczynowego
w niedokrwiennym udarze moézgu zalicza si¢ leczenie trombolityczne rozpuszczajace skrzep
(rekombinowany tkankowy aktywator plazminogenu, rt-PA) czy antyagregacyjne - hamujace
narastanie zakrzepu w naczyniach (kwas acetylosalicylowy). Hipotermia daje réwniez nadzieje
na zahamowanie skutkéw I/R (Macleod i wsp. 2010) i jest skuteczna, jesli zastosowana jest
natychmiast po wystapieniu pierwszych objawéw epizodu niedokrwiennego (Han 1 wsp. 2015,
Tahir i Pabaney 2016). Jednak obecnie najskuteczniejsza metoda wydaje si¢ by¢ trombektomia,
czyli mechaniczne usunigcie skrzepliny blokujacej naczynie (Kobayashi i wsp. 2016). Ponadto
stosuje si¢ leczenie ogdlne majace na celu kontrole i stabilizacje funkcji zyciowych pacjenta
(Szermer i Szczudlik 2007, Stowik 2016). Stosowane w klinice leczenie ma jednak swoje
ograniczenia i tak na przyklad jedynie ok. 10% chorych z udarem niedokrwiennym moézgu
objetych jest leczeniem rt-PA ze wzgledu na liczne kryteria wykluczenia z leczenia oraz waskie
okno terapeutyczne (do 4,5 godzin od wystapienia objawow udaru). W zwiazku z niewielkq liczba
skutecznych terapii wciaz trwaja poszukiwania nowych metod leczenia. Od polowy XX wieku
rozwijane sa badania majace na celu wypracowanie terapii neuroprotekeyjnej, ktéra umozliwitaby
ograniczenie obszaru uszkodzenia, wydtuzenie okna terapeutycznego, a co za tym idzie przezycie
komoérek nerwowych obszaru penumbry (Pera 2007). W oparciu o wiedze dotyczaca
poischemicznych procesow prowadzacych do uszkodzenia komoérek, badano liczne substancje
m. in.: wymiatacze wolnych rodnikéw, czynniki neurotroficzne, modulatory kanaléw jonowych,
antagonistow receptorow NMDA, stabilizatory blon komoérkowych, substancje przeciwzapalne
i antyapoptotyczne (Muir 1 Teal 2005, Czlonkowska 2008). Jednak dotychczas zaden
z testowanych zwiazkow nie przeszed! wszystkich faz badan klinicznych i nie zostat dopuszczony
do uzycia (Chamorro i wsp. 2016, Tymianski 2017). Innym, obiecujacym kierunkiem badan
wydaje si¢ byé rozwdj terapii neuroprotekeyjnej (Lo 2008, Savitz i wsp. 2017), opierajacej si¢ na
wzmocnieniu endogennej adaptacyjnej odpowiedzi komoérek nerwowych (Leker i Shohami 2002,
Moskowitz 1 wsp. 2010, Zhao i Willing 2018). Jednak badanie wewng¢trznych proceséw
neuroprotekcyjnych w moézgu stanowi wyzwanie, poniewaz konkuruja one 2z procesami
prowadzacymi do $mierci komorki 1 w zwiazku z tym czesto wystepuja rownoczesnie z nimi
w przebiegu ischemii i reperfuzji. Istnienie regionow mozgu o réznej wrazliwosci na bodziec
niedokrwienno-reperfuzyjny (np. regiony CA1 i CA2-4, DG hipokampa) umozliwia w pewnym
stopniu ,,oddzielenie” tych procesow od siebie 1 tym samym ulatwia ich poznanie.
Rozszyfrowanie réznic w biochemii tych regionéw moze przyczynic si¢ do lepszego zrozumienia

zdolnosci komoérek do przezycia po I/R.
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5.3 Wybidércza  wrazliwo§¢ na sygnat ischemiczno-reperfuzyjny
na przyktadzie hipokampa

Hipokamp stanowi cze$¢ ukladu limbicznego mieszczaca sie w placie skroniowym
kresomézgowia kazdej z poltkul moézgu (Insausti 1993). U czlowieka hipokamp odpowiada
za konsolidacje informacji z pamieci krétkotrwalej do dlugotrwalej oraz za pamie¢ przestrzenna
umozliwiajaca poruszanie si¢ w srodowisku (Amaral i Lavenex 2007). Uszkodzenie tego regionu
moézgu, bedace  skutkiem  choréb  neurodegeneracyjnych,  zaburzen  psychicznych
czy fizjologicznego procesu starzenia, moze prowadzi¢ do zaburzenia lub wutraty funkcji
poznawczych takich jak pamie¢ kontekstowa i epizodyczna czy umiejetnosé uczenia si¢ (Zola-
Morgan 1 Squire 1986, Rajah 1 wsp. 2010).

Gloéwnymi strukturami tworzacymi hipokamp sa: zakret zebaty (Yac. gyrus dentatus, DG),
hipokamp wlasciwy (rég Amona, tac. cornu Ammoni, CA) i podpora. W zaleznosci od budowy
i rozmieszczenia neurondéw piramidowych, wyrdznia si¢ w obrebie hipokampa cztery pola
cytoarchitektoniczne CA1-CA4  (Anderson i  wsp. 2007, Ryc. 2 A). Hipokamp
ma charakterystyczna budowe kilkuwarstwowa. W regionie DG mieszcza si¢ nastgpujace warstwy
komorek - drobinowa, ziarnista 1 komorek réznoksztattnych, a w regionach CA — poczatkowa,
piramidalna, promienista 1 jamisto-drobinowa (Sawicki i Malejczyk 2012, Ryc. 2 B).

Neurony hipokampalne wykazuja zréznicowana wrazliwos$¢ na uszkodzenie ischemiczne.
Region CA1 hipokampa charakteryzuje szczegdlna podatnos$é na skutki niedokrwienia, za$ zakret
zebaty, przy ekspozyciji na taki sam bodziec uszkadzajacy, zachowuje swoja strukture. Zjawisko
wystgpowania szczegolnej podatnosci danego obszaru moézgu na niedokrwienie nazywane jest
,»Wybiorezg wrazliwodcig” (Kirino 1982, Pulsinelli 1 wsp. 1982, Kirino i wsp. 1984, Grain 1 wsp.
1988). Juz po 5-minutowym niedokrwieniu mézgu myszoskoczka mongolskiego czgs$¢ neurondw
regionu CA1 hipokampa wykazuje zmieniona morfologie. Obserwuje sig: speczniate
mitochondria z nieprawidlowymi grzebieniami, rozerwane blony komoérkowe, uszkodzone
mikrotubule (Yamamoto i wsp. 19806). Po 4 dniach od wystapienia niedokrwienia, jadra neuronéw
CA1 staja si¢ pyknotyczne, a same komorki — obkurczone (Suzuki 1 wsp. 1983), ponadto
zakoficzenia postsynaptyczne sa na zaawansowanym etapie degradacji. Widoczne sa takze

komorki fagocytarne usuwajace pozostalosci martwych komorek (Kirino 1982).
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Ryc. 2 Podzial hipokampa na regiony i jego warstwowa budowa. (A) Lorente de No (1934) na
podstawie obserwacji skrawkéw barwionych metoda Golgi-Cox-Niss wyrdznil regiony CA1-4
1 zakret zebaty (DG) w hipokampie. Na podstawie: Larriva-Sahd 2014. (B) Budowa warstwowa
hipokampa. Numerami oznaczono warstwy komoérek regionéw CA: (1) poczatkowa, (2)
piramidalna, (3) promienista, (4) jamisto-drobinowa oraz regionu DG: (5) drobinowa, (6)
ziarnista, (7) komoérek réznoksztaltnych. Barwienie NeuN. Na podstawie: Kjonigsen 1 wsp. 2011.

Po tygodniu od epizodu ischemicznego obserwuje si¢ znacznie zmniejszong liczbe zywych
komorek w obrebie CA1 hipokampa (Ryc. 3) (Kirino 1982, Suzuki i wsp. 1983, Kowalczyk i wsp.
2012). To zjawisko nosi miano opodznionej $mierci neurondw, ze wzgledu na to, ze obraz
morfologiczny $wiadczacy o jej zajSciu obserwowany jest dopiero w okresie kilku dni
po uszkodzeniu niedokrwiennym (Kirino 1982, Petito 1 Pulsinelli 1984). Zaawansowanie zmian
morfologicznych oraz szybko$¢ ich pojawienia si¢ sa zalezne od nasilenia epizodu ischemiczno-
reperfuzyjnego. Ito i wsp. (1975) odnotowali, ze po stosunkowo krétkotrwalym (15 min)
niedokrwieniu mézgu zmiany morfologiczne rozwijaja si¢ powoli i pojawiaja si¢ w pozniejszym
okresie po niedokrwieniu (kilka dni), podczas gdy dluzsze czasy (1, 3, 6 godzin) niedokrwienia
charakteryzuja si¢ szybka manifestacja objawow. Opisane zjawisko nazwali dojrzewaniem

uszkodzenia neuronow (ang. maturation phenomenon).
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Ryc. 3 Poréwnanie hipokampéw wyizolowanych od zwierzat kontrolnych (A) i poddanych 7
dniowej reperfuzji po 5-min ischemii (B). Na zdjeciu B w regionie CA1 widoczny jest ubytek
komorek nerwowych. Zrédlo: Kowalczyk i wsp. 2012.

Opodzniona, selektywna $§mier¢ neuronéw regionu CA1 hipokampa wystepuje rowniez u innych
gatunkow takich jak: mysz (Rytter 1 wsp. 2003), szczur (Ordy 1 wsp. 1993, Sugawara i wsp. 1999),
pies (Sieber 1 wsp. 1997), makak (Bodsch i wsp. 1986) czy czlowiek (Petito i wsp. 1987, Horn
i Schlote 1992), co moze sugerowaé podobiefistwo w rozwoju uszkodzenia ischemiczno-
reperfuzyjnego u réznych gatunkow.

Mimo licznych badan probujacych rozwikla¢  zagadke selektywnej, opdznionej
poniedokrwiennej $mierci neurondéw czesci CA1l hipokampa, do tej pory nie otrzymano
jednoznacznej odpowiedzi co do podloza tego zjawiska. Pierwsze teorie na temat jego etiologii
powstaly juz w pierwszej polowie ubiegltego wicku i opowiadaly si¢ za réznicami w ukrwieniu
regionu CAl w poréwnaniu do reszty hipokampa oraz za odmiennymi wlasciwosciami
fizjologicznymi i biochemicznymi neuronéw tego regionu (Schmidt-Kastner i Freund 1991).
Z czasem dowiedziono, ze miedzy regionami hipokampa wystepuja réznice w metabolizmie
energetycznym, tworzeniu reaktywnych form tlenu, odpowiedzi na zwiekszenie stezenia Ca**, czy
wrazliwosci na glutaminian (Michaelis 2012). Dzi¢ki analizom transkryptomicznym wykazano
réznice w ekspresji genéw w hipokampie. W regionach mniej wrazliwych na stres wystepuje
wyzsza ekspresja gendw zwiazanych z przemianami energetycznymi, przekazywaniem sygnatu,
rozwojem ukladu nerwowego i transmisjq synaptyczna, za§ w regionie wrazliwym — genéw
zwigzanych z naprawa uszkodzen DNA i RNA, odpowiedzia immunologiczna i procesami
zapalnymi (Wang 1 wsp. 2009). Mimo wyzej wymienionych obserwacji nie rozstrzygnigto
ostatecznie jakie mechanizmy molekularne determinuja los komoérek réznych regionow
hipokampa. Dotychczas otrzymane wyniki stanowig podstawe do dalszych rozwazan
o endogennych réznicach miedzy wrazliwymi i odpornymi na niedokrwienie regionami

hipokampa.
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5.4 Poischemiczne zmiany biochemiczne  wspotwystepujace  z
uszkodzeniem komoérek

Liczne $ciezki metaboliczne uruchamiane po epizodzie ischemicznym moézgu czesto
krzyzuja si¢, a ponadto moga wystepowaé w réznym czasie po I/R i w réznych regionach —
na przyklad niektére ograniczaja si¢ do ogniska udaru, inne obejmujg zaréwno ognisko jak
1 strefe polcienia, moga wystepowac réwnoczesnie, dwukrotnie w odstepie czasu lub nastepowac
po sobie. Sa to procesy zaréwno prowadzace do $mierci, jak 1 do przezycia komorek.
Na podstawie wieloletnich badan do gléwnych elementéw uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego zalicza si¢: wyczerpanie substratow energetycznych, ekscytotoksycznosé, stres
oksydacyjny oraz dysfunkcj¢ mitochondriéw (Uchino i wsp. 2015, Granger i Kvietys 2017).

Tkanka nerwowa charakteryzuje si¢ wysokim zuzyciem glukozy oraz tlenu 1 jest prawie
calkowicie zalezna od ATP wytwarzanego w procesie fosforylacji oksydacyjnej. Odpowiednia
podaz ATP zapewnia utrzymanie prawidlowego funkcjonowania komoérek. Niedokrwienie
moézgu hamuje synteze ATP, poniewaz warunki beztlenowe uniemozliwiaja utlenienie NADH
1 przeniesienie rownowaznikéw redukeyjnych na czasteczke O, W takiej sytuacji pirogronian
nie jest transportowany do mitochondriéw, lecz stuzy jako substrat w reakcji katalizowanej przez
dehydrogenaze mleczanowa, w wyniku ktérej powstaja NAD™ i mleczan. Odtworzenie NAD™
podtrzymuje proces glikolizy i syntezy ATP w warunkach deficytu tlenu. Jednak ten proces nie
pokrywa zapotrzebowania energetycznego komorek nerwowych 1 glejowych. Ponadto
zwickszenie stezenia kwasu mlekowego powoduje obnizenie pH w komorce (Bender i Mayes
2008), co moze aktywowac lipazy 1 proteazy (Siesjo 1 wsp. 1990). Niewystarczajace stezenie tlenu
uniemozliwiajace utlenienie NADH oraz zahamowanie wymiany jonéw Na™ i H" przez blong
komoérkows powoduja utrzymanie niskiego pH w komorce po epizodzie ischemicznym (Pirttild
1 Kauppinen 1992).

Obnizenie stgzenia ATP podczas ischemii powoduje, ze pompy jonowe Na*/K" zalezne
od ATP przestajg dziataé prawidlowo. W niekontrolowany sposéb do komoérek naplywa sod,
a nastepnie woda, co w efekcie powoduje ich obrz¢k (Zemke i wsp. 2004). Zachwiana
rébwnowaga jonowa powoduje utrate potencjalu  blonowego. Przyczynia si¢  to
do niekontrolowanego przenikania jonéw, w tym Ca®, do wnetrza komorek. W zwiazku
z dezaktywacja pomp jonowych dochodzi do gromadzenia si¢ jonéw wapnia w cytoplazmie
komorki. Tam moga one dziala¢ jak czasteczki sygnalowe i wywolywa¢ m.in. uwalnianie
pobudzajacych aminokwaséw (gléwnie glutaminianu) z komérek. Procesy zalezne od ATP, takie
jak wychwyt aminokwaséw z przestrzeni synaptycznej, sq zahamowane, czego skutkiem jest

wzrost stezenia zewnatrzkomorkowego glutaminianu, ktéry pobudza kolejne komorki - aktywuje
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ich receptory wrazliwe na glutaminian i powoduje otwarcie kanaléw jonowych umozliwiajac
naplyw jonéw wapnia. Niefizjologiczne stezenie Ca®* w komoérkach zwiazane ze zjawiskiem
ekscytotoksycznosci prowadzi do tworzenia reaktywnych form tlenu, stalej aktywacji enzymow
wrazliwych na Ca® (m.in. kinazy bialkowe C, proteazy, fosfolipazy i nukleazy) i dalszego
uwalniania kwasu glutaminowego. Enzymy hydrolityczne moga prowadzi¢ do bezposredniego
uszkodzenia struktur komoérkowych, za§ wolne rodniki tlenowe zaburzaja prawidtowe
funkcjonowanie komorki poprzez peroksydacje lipidow blony komoérkowej 1 organelli,
modyfikacj¢ biatek, utlenienie DNA czy aktywacj¢ metaloproteinaz i kalpain (Dirnagl i wsp. 1999,
Strosznajder 2005, Kalogeris 1 wsp. 2012).

Ze wzgledu na liczne funkcje pelnione przez mitochondria, takie jak synteza ATP,
przekazywanie sygnaléw, kontrola cyklu komoérkowego, udzial w utrzymaniu homeostazy
wapnia, wzrost komorki i apoptoza (McBride 1 wsp. 2000), sa one szczegélnym ogniwem
w sekwencji zdarzen wystepujacych w  epizodzie ischemiczno-reperfuzyjnym mozgu. Tak
jak wspomniano wczesniej, niedokrwienie dziala hamujaco na przeplyw elektronéw
w mitochondrialnym taficuchu oddechowym, co jest przyczyna ,,przelaczenia” komorek
na metabolizm beztlenowy i akumulacji mleczanu do toksycznych stezent — powyzej 15-25 pM/¢g
mokrej masy moézgu (Rehncrona i wsp. 1980, Siesj6 1 wsp. 1990, Zemke i wsp. 2004). Ponadto,
syntaza ATP zaczyna dziala¢ w kierunku hydrolizy ATP, co przez krétki czas umozliwia
utrzymanie potencjatu wewngtrznej btony mitochondrialnej (Takeda i wsp. 2004). W wyniku tych
zdarzen ATP wyczerpuje si¢ juz w pierwszych minutach ischemii (Lust 1 wsp. 1985). Podczas
epizodu niedokrwiennego przenosniki fanicucha oddechowego wystepuja w formie zredukowanej,
czego skutkiem jest rosngce stezenie anionorodnika ponadtlenkowego (O:") przekraczajace
wydajnos¢ antyoksydacyjnych systeméw komoérkowych, co w efekcie prowadzi do uszkodzenia
struktur komorkowych (Fiskum 2000, Dirnagl 1 wsp. 2003).

Ponowne natlenowanie tkanki jest krytyczne dla jej dalszego losu. Paradoksalnie,
z przywroceniem krazenia wiaze si¢ zwigkszenie stresu oksydacyjnego. Uszkodzone podczas
ischemii kompleksy lafncucha oddechowego nie dzialaja prawidlowo i sa potencjalnym zrédiem
wolnych rodnikéw tlenowych, za$ zmniejszona po ischemii ilos¢ i/lub aktywno$¢ ,,wymiataczy”
reaktywnych form tlenu (takich jak dysmutaza ponadtlenkowa czy katalaza) jest niewystarczajaca
do ochrony komorki (Schaller i Graf 2004). W fazie reperfuzji podwyzszone stezenie
reaktywnych form tlenu przyczynia si¢ do zwickszenia czgstotliwosci wystepowania uszkodzen
w mitochondrialnym DNA i/lub jego rearanzacji, czego skutkami sa poglebienie kryzysu
energetycznego oraz aktywacja odpowiedzi immunologicznej (Kalogeris i wsp. 2014, Chouchani

iwsp. 2016). Reaktywne formy tlenu, obok wysokiego stgzenia wolnych jondéw wapnia, moga

23



Wstep

przyczynia¢ si¢ do rearanzcji elementéw mitochondrialnego megakanatu (MPTP) w okresie
reperfuzji (Siesjo 1 wsp. 1999, Borutaite 1 wsp. 2013). Zatem, MPTP umozliwia niekontrolowany
ruch protonéw w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej i jej depolaryzacje. Zwigkszenie
przepuszczalnoséci blton mitochondrialnych powoduje pecznienie tych organelli, podwyzszenie

ciSnienia osmotycznego, rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej 1 ostatecznie prowadzi
do przerwania zewnectrznej blony mitochondrialnej (Halestrap i wsp. 2007, Bakthavachalam
1 Shanmugam 2017). Rozszczelnienie blon mitochondrialnych powoduje uwolnienie biatek
mitochondrialnych, m.in. cytochromu ¢, do cytoplazmy, co moze prowadzi¢ do uruchomienia

kaskady apoptozy i uszkodzenia komorki (Eldadah i Faden 2000, Broughton 1 wsp. 2009).

5.5 Endogenna neuroprotekcja

Uruchamiane przez epizod ischemiczny naturalne procesy prowadzace do ochrony
komorek, tzw. endogenna neuroprotekcja, sa znacznie stabiej poznane niz procesy degeneracyjne,
poniewaz ich przejawy sa subtelniejsze. Niemniej jednak postulowany jest udzial pewnych
mechanizméw lub czasteczek, ktére moga by¢ aktywowane w okresie ograniczonego ukrwienia
w penumbrze lub w regionach mézgu mniej podatnych na stres niedokrwienny.

Jednym z takich mechanizméw jest zwigckszenie ekspresji genu i aktywacja czynnika
indukowanego hipoksja 1 (HIF-1) w calym mézgu oseskéw szczura po prekondycjonowaniu
ischemicznym (PI; czyli po poddaniu moézgu nieuszkadzajacym epizodom niedokrwienia
prowadzacym do wytworzenia tolerancji mézgu na uszkadzajacy epizod niedokrwienny). HIF-1
oddziatujac z DNA indukuje ekspresje genéw kodujacych: transporter glukozy 1 (GLUT1),
fosfofruktokinaz¢ 1 (PFK), dehydrogenaz¢ aldehydowa (ALD) i dehydrogenaz¢ mleczanows
(LDH). W zwiazku z tym, ze sa to biatka odpowiadajace za utrzymanie prawidtowych zasobow
energetycznych w komorce, uwaza sig, ze zwigkszenie ich ilosci, na skutek dzialania HIF-1,
ma dzialanie neuroprotekeyjne (Jones i Bergeron 2001, Dirnagl i wsp. 2003). W innych badaniach
odnotowano zwigkszong ilo§¢ mRINA 1 biatka HIF-1 oraz mRNA biatek GLUT1, PFK, ALD,
LDH w penumbrze, co moze wskazywaé¢ na uruchomienie w tym obszarze mechanizmoéw
zapobiegajacych powigkszaniu si¢ obszaru martwicy (Bergeron i wsp. 1999). Wskutek hipoksji
HIF-1 stymuluje takze ekspresje genu erytropoetyny (EPO) w astrocytach, ktéra po uwolnieniu
z nich aktywuje neuronalne receptory EPO, ktére z kolei indukuja aktywacje kinazy
fosfatydyloinozytolowej  (PI3K) i  kinazy bialkowej B  (Akt) odpowiedzialnych
za fosforylacje/inaktywacje proapoptotycznego biatka mitochondrialnego Bad (Dirnagl i Meisel
2008).
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Ischemia powoduje réwniez wzrost zewnatrzkomoérkowego stezenia adenozyny, ktora
poprzez aktywacje receptoréw typu Al hamuje wydzielanie neuroprzekaznikéw pobudzajacych
1 dodatkowo powoduje otwieranie presynaptycznych kanaléw potasowych zaleznych od ATP, co
w efekcie prowadzi do hiperpolaryzacji neuronéw. Oddziatlywania te wplywaja na zatrzymanie
rozprzestrzeniania si¢ sygnatu ischemicznego prowadzacego do $mierci komérek (Heurteaux
i wsp. 1995).

Aktywacja ekspresji genu biatka antyapoptotycznego - Be/Z podczas PI odbywa
si¢ poprzez fosforylacje biatka wiazacego si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP (CREB), ktére
nastepnie oddzialuje z elementem odpowiedzi na cAMP (CRE) znajdujacym si¢ w promotorze
genu Be/2 (Dirnagl i wsp. 2003). W modelu catkowitego niedokrwienia mézgu szczura, przez kilka
dni po ischemii, obserwowano podwyzszony poziom fosforylacjii CREB w regionie hipokampa
malo wrazliwym na niedokrwienie - DG w poréwnaniu do regionu wrazliwego - CA1 (Zemke
iwsp. 2004). Co wigcej, PI powoduje zwigkszenie fosforylacji CREB réwniez w obszarze
penumbry (Nakajima i wsp. 2002).

Innym mechanizmem, ktéry moze by¢ zaangazowany w endogenng neuroprotekcje jest
rozprzeganie mitochondriow, ktérego efektem jest rozpraszanie energii uwalnianej podczas
utleniania substratéw energetycznych w mitochondriach. Zjawisko to moze mieé¢ pozytywne
skutki dla komorki jesli zachodzi lagodnie, poniewaz wskutek dzialania tzw. bialek
rozprzegajacych dochodzi do zwolnienia reakeji redukcji nosnikéw lancucha transportu
elektronéw, czemu towarzyszy wolniejsze tworzenie wolnych rodnikéw (Jarmuszkiewicz
1 Woyda-Ploszczyca 2008, Kalogeris 1 wsp. 2014). Biatlkami zaangazowanymi w proces
rozprzegania sa biatka rozprzegajace (UCP), ktérych fizjologicznymi funkcjami sa kontrola
réwnowagi energetycznej w komoérce 1 ochrona przed stresem oksydacyjnym. Wykazano,
ze nadekspresja UCP2 chroni komérki nerwowe po krétkotrwalym ogniskowym niedokrwieniu
moézgu myszy (Mattiasson i wsp. 2003), natomiast u myszy zmodyfikowanych genetycznie
UCP2” obserwowano zwigkszenie uszkodzenia (Haines i wsp. 2010). Czynnikiem wywolujacym
tagodne rozprzeganie jest takze aktywacja mitochondrialnych kanatéw potasowych zaleznych od
ATP  (mitoKarp). W modelu catkowitego niedokrwienia modzgu szczura wykazano,
ze zahamowanie mitoKare znosi efekty wczesniej indukowanego prekondycjonowania (Raval
1 wsp. 2007), co prowadzi do uszkodzenia.

Wolne rodniki tlenowe nie tylko uszkadzaja elementy komorki, ale rowniez moga pelnic
role¢ czasteczek sygnalowych podczas I/R. Reaktywne formy tlenu aktywuja czynnik
transkrypeyjny Nrf2, ktéry w wyniku modyfikacji potranslacyjnych (np. fosforylacji zaleznej
od PKC, czy deacetylacji zaleznej od SIRT-1) przemieszcza si¢ z cytoplazmy do jadra
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komoérkowego. Tam oddzialuje z elementem odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE) i indukuje
transkrypcje genéw kodujacych biatka zaangazowane w odpowiedz na stres oksydacyjny,
np. syntetazy glutationowej czy katalazy (Thompson 1 wsp. 2015). Neuroprotekcyjne dzialanie
PI nie bylo obserwowane w modelu kontrolowanego ograniczenia dostepu tlenu i glukozy
(OGD) w komérkach NRF2/(Thompson i wsp. 2015). Kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym
zaangazowanym w procesy ochrony komorek po niedokrwieniu jest przekaznik sygnalu
1 aktywator transkrypcji - STAT3. Fosforylacja tego bialka przez kinaze JAK powoduje jego
przemieszczenie si¢ do jadra komoérkowego, gdzie STAT3 moduluje ekspresje genéw. Ponadto,
STAT3 przemieszcza si¢c do mitochondriéw, gdzie oddzialuje z 1 1 II kompleksem lafcucha
transportu elektronéow (Gagliardi 1 wsp. 1988). Mitochondria pozbawione STAT3 wykazuja
zwigkszong produkcje reaktywnych form tlenu, zmniejszong aktywnos¢ kompleksu 1 oraz
czestsze otwieranie MPTP (Boengler 1 wsp. 2010).

Inna klasa czasteczek bioracych udzial w procesach endogennej neuroprotekeji sa kinazy
biatkowe C (PKC). Dotychczas najlepiej zbadano ochronna role PKCe w prekondycjonowaniu

ischemicznym komorek nerwowych, o czym bedzie mowa w nastepnym podrozdziale.

5.6 PKCS jako jedno z biatek sygnalowych aktywowanych po I/R

Jak juz wspomniano, w przebiegu ischemii i reperfuzji dochodzi do aktywacji kinaz
biatkowych C. Biatka te sa zaangazowane w rézne procesy, takie jak zmiany w strukturze blon
biologicznych, regulacja wzrostu i réznicowania komorki, apoptoza czy aktywacja czynnikow
transkrypcyjnych (Newton 1995). Kinazy poprzez fosforylacje reszt hydroksylowych seryny
i treoniny bialek moga modulowaé ich aktywno$¢. Rodzina kinaz bialkowych C obejmuje trzy
grupy enzymow rozniace si¢ budowa i wrazliwoscig na sygnaly chemiczne: a) klasyczne (a, BI,
BIL, y) — majace domeny C1 i C2, wrazliwe na Ca®, fosfatydyloseryne i diacyloglicerol (DAG); b)
nowe (3, g, 0 i 1) — majace domeny C1 i zblizona do C2, dzialaja niezaleznie od zmian stgzenia
Ca™; ¢) atypowe (¢, p i t/A) — zawierajace skrocona domene C1, sa niewrazliwe na Ca®* i DAG.
Aktywacja klasycznych PKC zachodzi dwustopniowo. PKC wiaza wapn, zmieniaja konformacije
umozliwiajac przylaczenie si¢ do lipidow, przemieszczaja si¢ z cytoplazmy do blon, z ktérymi
oddziatujq i w drugim etapie umozliwiaja przylaczenie substratu w wyniku odsloniecia centrum
aktywnego i nastepnie przekazuja sygnal (Orr i wsp. 1992, Newton 2018). Przemieszczenie
PKC do blon jest cechg charakterystyczng tych enzymdw i jest wskaznikiem ich aktywacji (Kraft
iwsp. 1982, Sakai i wsp. 1997). Znane sq biatka-adaptory, ktore przez oddziatywanie z PKC
determinuja ich lokalizacje w komorce, polozenie w obszarze wystegpowania substratow, czas

trwania i amplitude aktywacji (Schechtman i Mochly-Rosen 2001, Antal i Newton 2013). Do tych
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biatek zaliczane sa m.in. receptory dla aktywnych kinaz biatkowych C (ang. receptor for activated
kinase C, RACK), czy biatko 14-3-3 (Mochly-Rosen 1 wsp. 1991, Kostelecky i wsp. 2009).
Okreslone izotypy PKC po otrzymaniu sygnalu przemieszczajg si¢ do réznych przedzialéw
komorki, a zatem mozliwe jest, ze maja one odmienne, charakterystyczne dla siebie mechanizmy

dziatania (Ryc. 4; Huang 1989, Budas i wsp. 2007).

2. Translokacja do Slona kamotkawe

réznych przedziatow

komaérkowych %
|1. Nieaktywne PKC]| / o Mitochondria \A

3. Rézne
odpowiedzi
fizjologiczne

Ryc. 4 Przemieszczanie si¢ PKC do réznych przedzialéw komorki jest przyczyna odmiennych
reakcji. (1) Po otrzymaniu bodZca nieaktywne PKC, w zaleznosci od izoenzymu, przemieszczaja
sie¢ do réznych przedzialow komorki (2), w ktérych fosforyluja wystepujace tam substraty.
Prowadzi to do wywotania réznych odpowiedzi fizjologicznych (3). Miejsce docelowe translokacji
danego izoenzymu jest uzaleznione od wystgpowania odpowiedniego biatka-adaptora np. RACK,
ktére stuzy PKC jako miejsce zakotwiczenia oraz rusztowanie molekularne. Na podstawie: Budas
1 wsp. 2007.

PKC wystepuja powszechnie w tkance nerwowej zwierzat nalezacych do réznych i odleglych
typow taksonomicznych (pierscienice, migczaki, stawonogi czy strunowce) i ich stezenie jest
wyzsze niz w innych tkankach (Inoue i wsp. 1977, Kuo i wsp. 1980 Kikkawa i wsp. 1982,
Nishizuka 1986). W tkance nerwowej wiele proceséow jest wrazliwych na dzialanie PKC np.
uwalnianie neuroprzekaznikéw, plastycznod$¢ synaptyczna, aktywacja kanaléw jonowych
czy regulacja ekspresji genoéw (Kaczmarek 1986, Nishizuka 1986, Akers i Routtenberg 1987, Leli
iwsp. 1992). Badania dotyczace zmian aktywnosci PKC podczas epizodu niedokrwiennego
mozgu nie daja jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o role tych kinaz w I/R. Stres
niedokrwienno-reperfuzyjny generuje czynniki aktywujace kinazy biatkowe C takie jak: jony

wapnia, uwolniony z blon diacyloglicerol oraz wolne rodniki tlenowe (Perez-Pinzon i wsp. 2005).
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Niektorzy badacze wskazuja na zwigkszenie aktywnosci tych enzyméw (Kharlamov i wsp. 1993,
Selvatici i wsp. 2003) podczas ischemii' oraz na ochronne dziatanie nieselektywnych inhibitoréw
PKC (Hara 1 wsp. 1990, Maiese i wsp. 1993, Felipo 1 wsp. 1993) — sugerujac w ten sposob udziat
PKC w ischemicznym uszkodzeniu komoérek nerwowych. Jednak wigkszo§¢ danych pokazuje
chwilowg aktywacje 1 nastepujaca po niej utrate aktywnosci przez PKC (Crumrine 1 wsp. 1990,
Domanska-Janik 1 Zalewska 1992, Durkin 1 wsp. 1996, Chakravarthy i wsp. 1998),
wspolwystepujaca z uszkodzeniem komoérek podczas ischemii. Z drugiej strony, wykazano,
ze zastosowanie neuroprotekcyjnej hipotermii w  trakcie niedokrwienia moézgu powoduje
podtrzymanie aktywnosci PKC (Busto i wsp. 1994). Ta obserwacja sugeruje zwiazek aktywnosci
kinaz bialkowych C z przezyciem komoérek (Durkin i wsp. 1997). Inna struktura, aktywatory,
dystrybucja w komorce oraz rézny czas aktywacji po otrzymaniu sygnalu moga powodowac,
ze rozne izoformy PKC, mimo ze odbieraja ten sam sygnal i katalizuja te¢ samg reakcje, moga
wywolywac inne skutki w komérce. Te odmienne odpowiedzi zaleza od aktywowanej izoformy
PKC, rodzaju komoérek, tkanki oraz modelu niedokrwienia mézgu (Bright 1 Mochly-Rosen 2005,
Kowalczyk i wsp. 2012). Dlatego tez, kluczowym jest badanie udziatlu poszczegdlnych izoform
PKC w przebiegu ischemii i reperfuzji.

W zwigzku z tym, ze mitochondria sgq zaangazowane w poischemiczne procesy mogace
prowadzi¢ do $mierci lub przezycia komorek, szczegdlnie interesujaca wydaje si¢ translokacja
PKC do mitochondriéow po epizodzie niedokrwiennym. W zaleznosci od izoformy tego enzymu
1jego oddzialywania z biatkami mitochondrialnym mozna spodziewaé si¢ odmiennych skutkow
translokacji PKC. Dowiedziono, ze przemieszczajace si¢ do mitochondriow PKCe i PKC8
wykazujg przeciwstawne dzialanie w warunkach niedokrwienia serca. PKCe w modelu
prekondycjonowania ischemicznego serca przemieszcza si¢ do mitochondriow, gdzie katalizuje
fosforylacje, a przez to aktywuje dehydrogenaze aldehydowa 2 (ALDH2). ALDH2 usuwa
szkodliwe dla komorek aldehydy i produkty peroksydacji lipidéw, co ma efekt protekcyjny
w stosunku do mitochondriéw (Chen i wsp. 2008). Do postulowanych ochronnych
mechanizméw dzialania PKCe naleza réwniez: oddzialywanie z kanalem potasowym mitoKare
(Raval 1 wsp. 2003), zapobieganie otwierania MPTP (Baines 1 wsp. 2003) 1 zwigkszenie aktywnosci
podjednostki IV oksydazy cytochromu ¢ (Ogbi i Johnson 2006). Natomiast PKCS na skutek
I/R setrca réwniez jest importowana do mitochondriéw, ale jej dziatanie powoduje zatrzymanie
regeneracji puli ATP, nadmierne wytwarzanie reaktywnych form tlenu i nagromadzanie

si¢ aldehydow, co moze prowadzi¢ zaréwno do nekrozy, jak i do apoptozy komoérek (Murriel

! Badania dotyczyly aktywnosci PKC podczas ischemii, nie po reperfuzji.
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1 Mochly-Rosen 2003). W czasie reperfuzji moézgu, podobnie jak w sercu, PKCS jest kinaza
promujaca apoptotyczng $Smier¢ komorek (Bright 1 wsp. 2004, Kowalczyk i wsp. 2012).

Jedna z izoform, ktérej dzialanie wydaje si¢ by¢ zwiazane z neuroprotekeja po epizodzie
niedokrwiennym jest PKCB. W procesie alternatywnego skladania transkryptu dochodzi
do utworzenia dwoch izoform tego enzymu - PKCBI 1 BII. Réznia si¢ one miedzy soba dtugoscia
tanicucha peptydowego oraz sktadem aminokwasowym na koficu karboksylowym (Ryc. 5) (Kubo
i wsp. 1987). Istnieje szereg doniesien na temat kinazy biatkowej C  w warunkach I/R (Zabltocka
1 wsp. 2001, Niu i wsp. 2005, Bu 1 wsp. 2011, Kowalczyk i wsp. 2009 1 2012). Poziom PKCfB
zwicksza si¢ w zageszczeniach postsynaptycznych neuronéw w regionie CAl hipokampa
24 godziny po 5-minutowym catkowitym niedokrwieniu moézgu myszoskoczka, co moze byé
zwigzane z modyfikacja 1 przekazywaniem sygnalu innym komoérkom nerwowym (Zablocka

i wsp. 2001).

A Klasyczna PKC
domena regulatorowa domena katalityczna
IlV'I C1 V2 C2 \/13Il C3 V4 V5l

N ™ —C

PKCBI

Nt ™ s C

PKCBII

N w—C
B

PKCBI RDKRDTSNFDKEFTRQPVELTPTDKLFIMNLDQNEFAGFSYTNPEFVINV
PKCBII CG-RNAENFDRFFTRHPPVLTPP D QEVIRNIDQSEFEGFSFVNSEFLKPEVKS

Ryc. 5 Poréwnanie sekwencji aminokwasowej PKCBI i PKCBIL. W czgsci (A) zaznaczone
sq cztery zachowane ewolucyjnie domeny (C1-4) oraz regiony zmienne (V1-5). (B) Sklad
aminokwasowy sekwencji réznicujacej izoformy @ na koncach karboksylowych (pozycje
wskazanych aminokwaséw w lafdcuchu peptydowym: 622-671). Podkresleniem zaznaczone
sa identyczne aminokwasy. Na podstawie: Blobe i wsp. 1996.

W wyniku prekondycjonowania ischemicznego moézgu myszy obserwuje si¢ wzmozonga
translokacje/aktywacje PKCBIL i y z cytoplazmy do frakcji blonowej (bez zmian ekspresji genéw
tych biatek) zaréwno w korze jak i hipokampie (Niu i wsp. 2005). Za§ w badaniach Bu 1 wsp.

(2011) obserwowano przemieszczanie si¢ PKCBII do blon zaréwno w ognisku udaru,
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jak i penumbrze u myszy, ktére poddano najpierw prekondycjonowaniu ischemicznemu moézgu,
a nastgpnie  ogniskowemu  niedokrwieniu mozgu. Krotkotrwale niedokrwienie mozgu
myszoskoczka powoduje zwigkszenie immunoreaktywnosci PKCB, y i 8 w mitochondriach
wyizolowanych z hipokampa (Kowalczyk i wsp. 2009). Zmiany te sa dwufazowe. Pierwsze
wzmocnienie immunoreaktywnosci wystepuje w krotkim czasie po przywroceniu krazenia i trwa
od 0,5 do 3 godz. i moze by¢ zwiazane z rozprzestrzenianiem sygnatu niedokrwiennego, a drugie
w poéznym czasie od 72 do 96 godz. i w zaleznosci od izoformy moze oznacza¢ udzial danej
kinazy w $mierci komérek lub ich przezyciu (Kowalczyk i wsp. 2009). Mitochondria izolowane
z regionéw hipokampa o réznej wrazliwosci na niedokrwienie majgq inna zawarto$¢ PKCB.
Wzmocniona immunoreaktywnosé PKCB w réznym czasie po reperfuzji (0,5; 1 1 96 godz.)
wystepuje w mitochondriach czg¢sci hipokampa mniej wrazliwej na niedokrwienie — CA2-4, DG.
PKCRI wskutek poischemicznego przemieszczenia si¢ do mitochondriow moze oddzialywaé
z bialkami tworzacymi megakanal mitochondrialny czy fladcuch transportu elektronéw
(Kowalczyk 1 wsp. 2012). Zastosowanie inhibitoréw PKCBII znosi tolerancje na niedokrwienie
powstalg w wyniku prekondycjonowania, powoduje zwigkszenie obszaru uszkodzenia médzgu
w poréwnaniu  do uszkodzenia obserwowanego u osobnikéw poddanych  wczesniej
prekondycjonowaniu oraz zwigksza liczbe komoérek apoptotycznych (Bu i wsp. 2011). W modelu
OGD  selektywne zahamowanie aktywnosci PKCBI powoduje zwigckszenie uszkodzenia
astrocytéw (Wang 1 wsp. 2004). Zahamowanie PKC jest przyczyna wzmocnienia uszkodzenia
wywolanego przez NMDA w modelu ekscytotoksycznosci w skrawkach hipokampalnych szczura
(Kowalczyk 1 wsp. 2012). Aktywacja PKCQ przy uzyciu estru forbolu (DOPPA) blokuje
uruchomienie $ciezki sygnatowej zwigzanej z jadrem komoérkowym, co powoduje zlagodzenie
uszkodzenia wywolywanego przez OGD w hodowli neuronéw korowych oraz zmniejszenie
obszaru zawalu w modelu udaru mézgu u myszy (Yang i wsp. 2016). Powyzsze przestanki
sugeruja zaangazowanie PKCB w rozprzestrzenianie sygnalu niedokrwiennego oraz w endogenne

procesy ochronne komorek.
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6. Hipoteza badawcza 1 cele pracy

Liczne procesy biochemiczne uruchamiane w odpowiedzi na stres ischemiczno-
reperfuzyjny moga prowadzi¢ do $mierci komoérek lub aktywowaé mechanizmy odpowiedzialne
za ich przezycie. Jednym z nich jest zmiana aktywnosci kinaz biatkowych C obserwowana
juz w krétkim okresie po przywroceniu krazenia, przejawiajaca si¢ translokacja tych enzymow
z cytoplazmy do innych przedzialéw komorki, m. in. do mitochondriéw (Budas i wsp. 2010,
Zheng i wsp. 2011, Sun i wsp. 2013). Dane literaturowe wskazuja, ze PKC translokowane
do mitochondriéw biorg udzial w regulacji funkcjonowania mitochondriéw (Raval i wsp. 2003,
Murriel i Mochly-Rosen 2003, Nowak 1 Bakajsova 2012), co moze mie¢ bezposrednie przetozenie
na los komérek po epizodzie I/R. Badania innych i nasze sugeruja udziat PKCB w endogennych
procesach ochronnych w przebiegu ischemii i reperfuzji (Bu i wsp. 2011, Kowalczyk i wsp. 2012).
W zwigzku z tym postawiono hipoteze¢, mowigca o tym, ze na skutek sygnalu ischemiczno-
reperfuzyjnego PKCB (1) przedostaje si¢ do mitochondriow w regionie CA2-4, DG hipokampa
(2) gdzie pozostaje aktywna lub zostaje aktywowana i (3) oddzialujac z réznymi biatkami
mitochondrialnymi modyfikuje ich dzialanie, (4) zwigkszajac w efekcie przezywalnosé neurondw.
Stad, gtéwnym celem tej pracy bylo zweryfikowanie hipotezy o udziale PKCB w endogennej

neuroprotekcji po krétkotrwalym niedokrwieniu moézgu myszoskoczka mongolskiego oraz
poznanie mechanizmu dzialania tej kinazy w mitochondriach.

Cele szczegdtowe obejmowaly zbadanie:

- immunoreaktywnosci PKCB po I/R w mitochondtiach wyizolowanych z regionéw hipokampa
o roznej wrazliwosci na epizod ischemiczno-reperfuzyjny;

- udziatu kazdej z izoform PKCJ (11 BII) w obserwowanej immunoreaktywnosci po I/R;

- hipotezy o poischemicznej translokacji PKCRII z cytoplazmy do mitochondriow;

- skutkéw zahamowania translokacji PKCRBII z cytoplazmy do mitochondriow;

- aktywnosci enzymatycznej PKCBII zlokalizowanej w mitochondtiach po I/R;

- potencjalnych oddziatywan PKCBII z biatkami mitochondrialnymi;

- skutkow biologicznych oddziatywan PKCRII z biatkami mitochondrialnymi (wpltyw PKCBII
na aktywnos¢ enzymow);

- mitochondrialnych metaboloméw obu czesci hipokampa: podatnej na uszkodzenie — CAl
i niewrazliwej — CA2-4, DG w prébach kontrolnych i po I/R;

- potencjalnych ilosciowych i/lub jakos$ciowych zmian metabolitow mitochondrialnych

po zahamowaniu poischemicznej translokacji PKCBII do mitochondriow.
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7. Materialy 1 metody

7.1  Odczynniki i roztwory

Tabela 1 Odczynniki 1 materialy stosowane w do§wiadczeniach

Produkt Producent Nr kat.
10x Tris/Glycine/SDS Bio-Rad 1610772
Akrylamid Sigma A3553
ATP Cell Signalling Technology 9804
ATP synthase Specific Activity Microplate Assay Kit Abcam ab109716
B-27 Serum Free Supplement (50X) GIBCO 17504-044
Bisakrylamid Sigma M7279
Wktady do hodowli 7 vitro: Millicell Cell Culture Insert, 30 mm,  Millipore
hydrop}i}ilic PTFE, 0.4 pm i PICMO3050
CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow SIGMA C5338
Czytnik plytek Tecan M1000 pro
DTT Sigma D5545
Dynabeads Co-Immunoprecipitation Kit Life Technologies 14321D
Dynabeads Protein G, Novex, Life Technologies 10007D
ECL- Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare RPN2106
EDTA Sigma E-5134
EGTA AppliChem A0878
Ficoll Sigma F9378
Etanolamina Sigma E95058
Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) bez Mg?* i Ca?* GIBCO 14175-053
Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) GIBCO 24020-091
Histon H1 Millipore 14-155
In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescin Roche 11684795910
Inhibitor PKCg- 3-(1-(3-Imidazol-1-ylpropylo)-1H-indol-3-l0)-4-  Calbiochem
anilino-1H-pirolo-2,5-dion 539654
Inhibitory fosfataz Sigma P5726
Inhibitory proteaz Sigma P8340
Jodek propidyny Sigma P4170-25MG
Klisza GE Healthcare 28906836
Kwas borowy Sigma B6768
Kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA) Sigma M3262
MgCl, Sigma M8266
Nadsiarczan amonu (APS) Sigma A3678
Neurobasal A GIBCO 10888-022
Nitroceluloza - Amersham Protran Supported 0,45 um GE Healthcare 10600016
NP-40 Thermo Scientific 85124
Paraformaldehyd Sigma P6148
Pierce Modified Lowry Protein Assay Kit Thermo Scientific 23240
Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) Sigma P7626
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards Bio-Rad 1610374
Proteinaza K Sigma P4850
Pyruvate dehydrogenase (PDH) Combo (Activity + Profiling) Abcam ab110671
Microplate Assay Kit
Rekombinowana PKCBII Sigma P3287
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Produkt Producent Nr kat.
Laurylosiarczan sodu (SDS) Sigma L4390
Surowica koniska (HS) GIBCO 26050-088
TEMED Sigma T2024
Tetraboran sodu Sigma B3545
Triton X100 Sigma 'T8787
Trizma Sigma 93352
Tween 20 Bio-Rad 1610781
Bufor do badania aktywnosci kinaz Cell Signalling Technology 9802

Tabela 2 Sktady uzywanych roztworéw i pozywek

Nazwa

Sktad

12% roztwor ficoll do izolacji mitochondriow

10 mM Tris/HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA, 0,32 M sacharoza

Bufor boranowy do chromatografii pull-down

50 mM tetraboranu sodu, 200 mM kwasu borowego (pH 8,2)

Bufor do elektroforezy SDS-PAGE

Biorad TGS 10x (nr kat. 161-0772)

Bufor do elektrotransferu biatek z zelu na blone

nitrocelulozowa,

25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM glicyna, 20% metanol, 0,01% SDS

Bufor do ptukania bton w western blot (TBST)

50 mM Tris (pH 7,5), 154 mM NaCl, 0,05% Tween 20

Bufor izotoniczny do frakcjonowania komoérek

15 mM Tris/HCI (pH 7,6), 0,25 M sacharoza, 2 mM EDTA,
1 mM EGTA, 1 mM MgClp, 1 mM DTT, 1 mM PMSF

Bufor octanowy do chromatografii pull-down

1% kwas octowy, 80 mM octanu sodu (pH 3-4)

Pozywka bez surowicy do hodowli skrawkéw
hipokampa

50% Neurobasal, 50% HBSS, 1 M HEPES, glukoza 5 mg/ml,
1% B27, 1% mieszanina amfoterycyny B, penicyliny i
streptomycyny

Pozywka z surowica do hodowli skrawkdw
hipokampa

50% Neurobasal, 22% HBSS, 25% surowica koniska, 1M HEPES,
glukoza 5 mg/ml, 1% mieszanina amfoterycyny B, penicyliny i
streptomycyny

Roztwor do lizy tkanki uzywany do
przygotowania prob do chromatografii pull-
down

20 mM Tris (pH 7,5), 1% Triton X100, 1 mM PMSF, 100 pM
CaCl; oraz dodawane przed inkubacja mieszaniny inhibitoréw
fosfataz i proteaz (obie w proporcji 1:200)

Roztwor do lizy tkanki uzywany do
przygotowania préb do testu aktywnosci
PKCBII

20 mM Tris HCI pH 7,5, 1%Triton, 0,5% NP-40, 0,1 mM CaCl,, 1
mM PMSF, koktajl inhibitoréw fosfataz i proteaz (Sigma)

Roztwor do reakeji proteinazy K

10 mM Tris (pH 7,4), 1 mM EDTA, 1 mM DTT

Roztwor obciazajacy probki w SDS-PAGE (x5)

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 10% glicerol, 2% SDS, 0,01% bi¢kit
bromofenolowy, 1% merkaptoetanolu

7.2 Modele badawcze

W ponizszej pracy wykorzystano dwa uznane modele doswiadczalne powszechnie

uzywane w badaniach niedokrwienia moézgu: 2 vive - obustronne, krétkotrwate zaci$nigcie tetnic
szyjnych wspélnych myszoskoczka mongolskiego 1 7 vitro - wywolanie stresu ekscytotoksycznego
w hodowli organotypowej skrawkéw hipokampa szczura. W obu modelach wywolany stres
powoduje wybidrcza $mier¢ komoérek nerwowych w o regionie CAl hipokampa, przy
jednoczesnym zachowaniu struktury w regionie CA2-4, DG. Zwierzeta uzywane w badaniach
pochodzily  ze  zwierzetarni Medycyny  Doswiadczalnej i

Instytutu Klinicznej

im. M. Mossakowskiego PAN (IMDiK PAN). Wszystkie procedury wykonywane na zwierzetach
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zostaly zaakceptowane przez 1 Lokalna Komisje Etyczna ds. Doswiadczen na Zwierzetach

w Warszawie (numery uchwat 39/2012, 63/2015, 379/2017).

7.2.1 Model  catkowitego  niedokrwienia  mézgu  myszoskoczka
mongolskiego

Doswiadczenia przeprowadzono na doroslych, mlodych (3-miesi¢cznych), zdrowych
samcach myszoskoczka mongolskiego. Zwierzeta byly hodowane w kontrolowanych warunkach,
w 12-godzinnym cyklu dzied/noc i karmione standardowym pokarmem. Zabieg wykonywano
w narkozie wziewnej izofluranowej w kontrolowanych warunkach temperatury (termostatowany
blat grzejny, 37°C). Niedokrwienie mézgu bylo wywolywane poprzez 5-minutowe obustronne
zaci$nigcie tetnic  szyjnych  wspélnych  chirurgicznymi  klipsami  naczyniowymi. Dzigki
charakterystycznej budowie anatomicznej unaczynienia mézgu myszoskoczka — niepelnemu kotu
tetniczemu Willisa, taki zabieg skutkowal calkowitym niedokrwieniem przodomoézgowia. Brak
doplywu krwi powodowal selektywna, opézniong $mier¢ komoérek piramidowych czesci CA1,
przy jednoczesnym zachowaniu struktury w regionie CA2-4, DG. Po zakoficzonym zabiegu
niedokrwienia usuwano klipsy naczyniowe 1 zaszywano powloki skoérne. Operowane zwierzgta
powracaly do swoich klatek w pokoju eksperymentalnym i przebywaly tam az do czasu pobrania
materialu. Zwierzeta poddawano eutanazji w réznym czasie po przywroceniu krazenia:
1, 96 godzin - pozyskiwanie catych hipokampéw lub regionéw CA1 i CA2-4, DG hipokampa
oraz po 7 dniach — izolacja mézgoéw do badan histologicznych. Zwierzeta niepoddane zabiegowi
postuzyly jako kontrole.

W doswiadczeniach 7 vivo korzystano ze specyticznego, peptydowego inhibitora PKCBII
— BIIV5-3, ktory uzyskano dzicki uprzejmosci profesor Darii Mochly-Rosen (Uniwersytet
Stanford, USA). Peptyd ten, o sekwencji QEVIRN (Ryc. 6), odpowiada regionowi (aminokwasy
645-650 sekwencji PKCBII) posredniczacemu w wigzaniu PKCBII do biatka RACKI1, o ktérym
mowa we wstepie (strona 27). Inhibitor przenika przez blone komoérkowsa dzigki polaczeniu
peptydu QEVIRN z peptydem penetrujacym blong komoérkowa — TAT. Redukujace warunki
panujace wewnatrz komorki powoduja zerwanie wigzania dwusiarczkowego laczacego
dwa peptydy i uwolnienie inhibitora (Begley i wsp. 2004). Peptyd BIIV5-3 (QEVIRN) laczy
si¢ z bialkiem RACK1 uniemozliwiajac oddziatywanie z PKCBII i tym samym hamujac
jej aktywnosc¢ (Stebbins 1 Mochly-Rosen 2001). W modelu 7 vivo inhibitor BIIV5-3 (rozpuszczony
w 0,9% NaCl) podawano jednorazowo do lewej tetnicy szyjnej wspoélnej, bezposrednio przed

przywroceniem krazenia nad klipsem naczyniowym, w dawce 3 mg/kg masy ciata, w objetosci
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75 pl. Dawka zostala wybrana na podstawie danych literaturowych (Ferreira i wsp. 2011a, 2011b,

2012). Zwierzetom poddanym niedokrwieniu mézgu podawano roztwor soli fizjologiczne;.
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Ryc. 6 Dzialanie i sktad aminokwasowy peptydowego inhibitora PKCBII. (A) Nieaktywna PKC
(kolor szary) po otrzymaniu sygnalu zmienia swoja konformacije, co prowadzi do odstonigcia
miejsca wigzania biatka RACK. PKC w formie aktywnej (kolor zielony) moze przylaczyé
si¢ do biatka RACK, ktére kotwiczy PKC w poblizu wystepownia jej substratéw. Fosforylacja
substratow przez PKC wywoluje odpowiedz komorki. (B) Peptydowy inhibitor odpowiadajacy
sekwencji PKC oddziatujacej z biatkiem RACK wiaze si¢ do biatka RACK, uniemozlwiajac
oddziatywanie z PKC i w ten sposob blokujac wywotanie odpowiedzi. (C) Inhibitor PKCBII —
peptyd BIIV5-3 odpowiada szesciu aminokwasom (QEVIRN) z konica karboksylowego sekwencji
aminokwasowej PKCBII. Sekwencja ta odpowiada specyficznemu miejscu oddziatywania PKCBII
z RACKI1. Na podstawie Palaniyandi 1 wsp. 2009 oraz Steebins i Mochly-Rosen 2001.
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7.2.2 Model ekscytotoksycznosci w skrawkach organotypowych hipokampa
szczura

Do zakladania hodowli organotypowej skrawkéw hipokampa  wykorzystywano
7-dniowe szczury szczepu Wistar. Skrawki hipokampoéw pozyskiwano wedlug zmodyfikowanej
metody Stoppiniego (1991). Po dekapitacji zwierzat izolowano modzg, a nastgpnie hipokampy,
ktore cieto w plaszczyznie czolowej na skrawki o grubosci 400 um za pomoca urzadzenia Tissue
Chopper (Mclliwain). Skrawki przenoszono na wkiady z blona (0,4 pM, Millipore),
a te umieszczano w plytkach szeSciodotkowych wypetnionych odpowiednia pozywka (skiady
pozywek podano na str. 33). Hodowle prowadzono w atmosferze 5% CO;1 95% powietrza,
w 36°C, poczatkowo w pozywce z surowicg koniska, ktéra z czasem stopniowo wycofywano.
W dniu doswiadczenia pozywka byla pozbawiona surowicy. W oésmym dniu hodowli,
po eliminacji uszkodzonych skrawkéw, w pozostalych wywolywano stres ekscytotoksyczny
poprzez dodanie 100 pM kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA) do pozywki hodowlane;j.
Po trzech godzinach inkubacji pozywke wymieniano (bez dodatku NMDA). Po 24 godzinach
martwe komoérki w skrawkach barwiono jodkiem propidyny (6 uM) 1 obrazowano w mikroskopie
konfokalnym (System Zeiss IL.SM 510 w Srodowiskowym Laboratorium Laserowych Technik
Mikroskopowych IMDiK PAN) przy dlugosci fali wigzki lasera réwnej 546 nm. Uzyskane zdjecia
cyfrowe analizowano za pomoca nickomercyjnego programu komputerowego umozliwiajacego
pomiar intensywnosci fluorescencji jodku propidyny bedacej miara rozleglosci uszkodzenia
hipokampa. Wartoéci intensywnosci fluorescencji (FI) poszczegdlnych —skrawkéw  byly
normalizowane wzgledem maksymalnej intensywnosci fluorescencji (max FI) otrzymanej przy

podaniu 500 pM NMDA.

% fluorescencji jodku propidyny (FI) = (FI skrawka/ max FI) x 100%

7.3 Frakcjonowanie tkanki

Do doswiadczen uzywano frakcji: blonowej wzbogaconej w mitochondria (P2)
1 cytosolowej (S2) lub oczyszczonych mitochondriow (MT) wyizolowanych od myszoskoczkow
kontrolnych i/lub poddanych 5-minutowej ischemii oraz reperfuzji (1-lub 96-godzinnej). Cale
hipokampy lub cze¢sci CAl oraz CA2-4, DG homogenizowano na lodzie w recznym
homogenizatorze szklo-teflon (Wheaton) w zimnym buforze izotonicznym, a nastepnie
poddawano je serii wirowan. Homogenat wirowano 1000 x g (10 min, 4°C) eliminujac osad
zawierajacy niezhomogenizowane fragmenty tkanki oraz jadra komorkowe, a otrzymany

supernatant ponownie wirowano 11000 x g (20 min, 4°C). W ten sposob rozdzielono nadsacz
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stanowiacy frakcje S2 1 osad — frakcje P2. W celu uzyskania czystej frakcji mitochondriéw frakcje
P2 zawieszano w 250 pl buforu izotonicznego i nanoszono na 1 ml zimnego 12% roztworu ficoll.
Tak przygotowana probke wirowano 100000 x g, 30 min, 4°C. Supernatant usuwano, a osad
mitochondriéw delikatnie przemywano 100 pl buforu izotonicznego, a nastepnie zawieszano
gow 60 pl buforu izotonicznego i zamrazano w -80°C. Stezenie biatka w poszczegdlnych
frakcjach mierzono metoda Lowry’ego (Modified Lowry Protein Assay Kit, Thermo Scientific).

Czystos¢ frakcji mitochondrialnej potwierdzono metoda western blot (Tabela 3), wykluczajac
obecno$¢ bialek charakterystycznych dla innych przedzialéw komorki tj.: kadheryna (blona
komorkowa), dehydrogenaza mleczanowa (cytosol), receptor trifosfoinozytolowy (siateczka
$rédplazmatyczna) oraz wykazujac wzmocnienie typowych markeréw mitochondrialnych tj. kanat

anionowy zalezny od napigcia i oksydaza cytochromowa (mitochondria).

Tabela 3 Wyniki analizy czystosci frakcji mitochondrialnej. Immunodetekcja wybranych biatek we
frakcjach blonowej (P2), cytosolowej (S2) i mitochondrialnej (MT).

Biatko Przedziat Frakcja P2 Frakcja S2 Frakcja MT
komorkowy
Kanat anionowy Zewnetrzna blona J——
zalezny od napiecia mitochondrialna
(VDAC)
Oksydaza Wewnetrzna blona
cytochromowa mitochondrialna S—— —
(COXI1V)
Kadheryna Blona komérkowa — e——
Receptor Siateczka )
trifosfoinozytolowy — $rédplazmatyczna =TT ) -
(IP:R)
B-aktyna Cytoszkielet ———
Dehydrogenaza Cytoplazma e coe——
mleczanowa (LDH) . —

7.4 Elektroforeza ~w  warunkach  denaturujacych  (SDS-PAGE)
i elektrotransfer

Probki biatkowe (20-25 pg) laczono z roztworem obciazajacym do probek (5 x

stezonym), dokladnie mieszano a nastgpnie denaturowano poprzez gotowanie w 100°C przez 5
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minut. Tak przygotowane mieszaniny rozdzielano w 10% zelach poliakrylamidowych przez
ok. 1 godzing przy napieciu 80-180 V. Do oszacowania masy rozdzielanych biatek uzywano
komercyjnego roztworu biatek — standardéw Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-
Rad).

Po zakoniczonym rozdziale elektroforetycznym, bialka przenoszono na blong
nitrocelulozowa Amersham Protran Supported 0,45 pm (GE Healthcare). Elektrotransfer
prowadzono w buforze do transferu (Tabela 2, strona 33) w warunkach obnizonej temperatury,

przez 90 minut przy stalym natezeniu pradu 350 mA.

7.5 Western blot

Po zakonficzonym elektrotransferze blone nitrocelulozows plukano 3 razy po 5 minut
w TBST (str. 33, Tabela 2). Nastepnie blone blokowano w 5% roztworze odttuszczonego mleka
w TBST(1 godz., RT). Po zablokowaniu niespecyficznych miejsc wigzania, nadmiar mieszaniny
blokujacej odplukiwano 3 razy po 5 minut buforem TBST. Tak przygotowana nitroceluloze
inkubowano z pierwszorzedowym przeciwcialem. W zaleznosci od rodzaju przeciwciala
inkubacj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 1,5 lub 2 godziny albo w 4°C przez 12
godzin (Tabela 4). Po inkubaciji i trzykrotnym przeptukaniu TBST, blon¢ inkubowano przez 30
minut z drugorzedowym przeciwcialem sprzezonym z peroksydazg chrzanowa. Reakcje
chemiluminescencji wywolywano uzywajac substratu dla peroksydazy ECL (GE Healthcare) oraz

obrazowano za pomoca aparatu Fusion Fx6 (Vilber Lourmat) lub na kliszy fotograficzne;j.

Tabela 4 Lista przeciwcial uzywanych w do$wiadczeniach

Przeciwciato Producent Masa Warunki inkubacji
antygenu
(kDa)

PKCB BD Transduction 80 1°1:200 w TBST, 1,5 h RT

Laboratoties 610128 2° 1:4000 w 5% mleku, 30 min, RT
PKCBI Abcam 80 1°1:250 w 2% mleku, o/n, 4°C

ab4132 2°1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
PKCBII Abcam 80 1° 1:250 w 2% mleku, o/n, 4°C

ab32026 2°1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
PKCBII Santa Cruz Biotechnology 80 1°1:100 w TBST, 2 h, RT

sc210 2°1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Oksydaza cytochromowa (COXIV)  Invitrogen 459600 19,6 1°1:1000 w TBST, 1,5 h; RT

2° 1:4000 w 5% mleku, 30 min, RT
Dehydrogenaza glicerolo- Chemicon International 36 1°1:1000 w TBST, 2 h, RT
3-fosforanowa (GAPDH) MAB374 2° 1:4000 w 5% mleku, 30 min, RT
Translokaza blony wewnetrznej Proteintech 22 1°1:200 w TBST, 2 h, RT
mitochondriéw 23 (TIM23) 11123-1-AP 2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Mitochondtialna proteaza serynowa  Proteintech 15775-1-AP 36 1°1:1000 w TBST, 2 h, RT
(OMI) 2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Karboksylaza pirogronianowa Proteintech 16588-1-AP 125 1°1:500 w TBST, 2 h, RT
2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
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Przeciwciato Producent Masa Warunki inkubacji
antygenu
(kDa)
Ufosforylowany histon H1 Upstate 32 1° 1:500 w 2% BSA 2 h, RT
06-597 2° 1:8000 w 2% BSA 30 min, RT
Histon H1 Abcam ab154111 20 1° 1:1000 w TBST, 2 h, RT
2° 1:8000 w 5% mleku, 30 min, RT
Syntaza ATP, podjednostka o Abcam ab14748 53 1°1:1000 w TBST, 2 h, RT
2° 1:4000 w 5% mleku, 30 min, RT
Syntaza ATP, podjednostka § Abcam ab14730 55 1°1:200 w TBST, 2 h, RT
2° 1:4000 w 5% mleku, 30 min, RT
Dehydrogenaza pirogronianowa, Abcam ab110331 39 1°1:1000 w TBST, 2 h, RT
domena E1, podjednostka 8 2" 1:4000 w 5% mleku, 30 min, RT
Biatko p32 (c1gbp) Proteintech 32 1°1:500 w TBST, 2 h, RT
24474-1-AP 2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Dehydrogenaza glicerolo-3- Proteintech 68 1°1:500 w TBST, 2 h, RT
fosforanowa (mitochondrialna) 17219-1-AP 2" 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Oksydoreduktaza NADH- Proteintech 75 1°1:200 w TBST, 2 h, RT
ubichinon, podjednostka 75 kDa 12444-1-AP 2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Transportet 2-oksoglutaran/ Proteintech 30-34 1°1:200 w TBST, 2 h, RT
jablczan 12253-1-AP 2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Reduktaza ubichinol-cytochrom c, Proteintech 25 1°1:500 w TBST, 2 h, RT
biatko Rieskiego 1 typu zelazo-siarka 18443-1-AP 2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Glutaminaza typu nerkowego Proteintech 12855-1-AP 58-65 1°1:200 w TBST, 2 h, RT
2°1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Kanat anionowy zalezny od napigcia  Santa Cruz Biotechnology 36 1°1:500 w TBST, 1,5 h, RT
(VDAC) 5¢390996 2° 1:4 000 w 5% mleku 30 min, RT
Kadheryna Abcam ab6529 142 1°1:200 - TBST, o/n , 4°C
2°1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Receptor trifosfoinozytolowy (IPsR)  AffinityBioreagents PA1- 240 1°1:1 000 - TBST, o/n, 4°C
901 2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
B-aktyna Sigma A20066 42 1° 1:1 000 w 5% mleku, 2 h, RT
2° 1:8000 w 5% mleku 30 min, RT
Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) Proteintech 14824-1-AP 35 1° 1:1 000/TBST, 2 h, RT

2

°1:8000 w 5% mleku 30 min, RT

1° przeciwcialo pierwszorzedowe

2° przeciwciato drugorzedowe sprze¢zone z peroksydaza chrzanowa

7.6

PKCRII do mitochondriéw

Peptyd BIIV5-3 jako narzedzie badawcze — badanie translokacji

W celu wykazania, ze obserwowany wzrost immunoreaktywnoéi PKCBII w mitochondriach

jest wynikiem jej transloskacji z cytoplazmy wykonano nastepujace doswiadczenia: obrazowanie

zmian lokalizacji PKCBII za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz badanie

immunoreaktywnosci PKCBII we frakcji blonowej - P2 i cytosolowej — S2 oraz czystych

mitochondriach. Do do$wiadczen wykorzystano nastepujace grupy zwierzat - kontrolna,

ischemiczng — poddang 5-minutowej ischemii i 1-godzinnej reperfuzji (I/R 1h + NaCl) oraz

ischemiczna, ktérej podawano inhibitor PKCBII (I/R 1h + BIIV5-3).
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7.6.1 Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Obserwacje prowadzono przy wuzyciu mikroskopu elektronowego JEM 1011
w Srodowiskowym Laboratorium Mikroskopii Elektronowej IMDIK PAN. Zwierzeta z trzech
grup badanych perfundowano 4% roztworem paraformaldehydu w PBS (pH 7,4). Wyizolowane
hipokampy dzielono na regiony CAl i CA2-4, DG, a nastgpnie utrwalano przez noc
w ww. roztworze. Skrawki inkubowano z 1% OsO, przez godzine, odwadniano w gradiencie
etanolu (30-100%) i zatapiano z uzyciem Agar 100 resin kit R1031 (Agar Scientific Ltd.). Skrawki
cigto uzywajac ultramikrotomu (LKB-NOVA) i przenoszono na niklowe siatki pokryte
formvarem, po czym inkubowano je 10 minut w 10% H>O,. Po inkubacji skrawki ptukano PBS
iinkubowano w buforze blokujacym — 0,1% BSA, a nast¢pnie z przeciwcialem anty-PKCBII
(Santa Cruz Biotechnology, 1:30 w PBS) przez noc w 4°C. Do detekcji uzyto drugorzedowego
przeciwciala anty-mysz skoniugowanego z 12 nm czasteczkami ztota (Jackson ImmunoResearch,
1:50). Réwnolegle specyficznosé barwienia weryfikowano, inkubujac skrawki wedlug metody

opisanej powyzej, ale z pominigciem przeciwciala pierwszorzedowego.

7.6.2 Badanie zmian immunoreaktywnos$ci PKCBII we frakcjach S2 i P2
oraz oczyszczonych mitochondriach

Frakcje: mitochondrialna oraz S2 i P2 postuzyly do zbadania zmian immunoreaktywnosci
PKCRII technika western blot z wykorzystaniem przeciwcial rozpoznajacych PKCBII (Abcam)
oraz GAPDH (Chemicon) i COXIV (Invitrogen) jako kontroli ilosci biatka nalozonego na zel.

7.7 Test dostgpnosci biatek dla proteinazy K

W celu poznania dokladnej lokalizacji PKCBII po I/R wewnatrz mitochondtiéw
wykonano test, w ktorym biatka charakterystyczne dla danego przedzialu komérkowego poddaje
si¢ trawieniu réznym stezeniem proteinazy K. W zaleznosci od lokalizacji biatka — jego
dostepnosci dla proteazy - uzyskuje si¢ rézny stopien strawienia danego biatka, co obrazowane
jest roznica w intensywnosci prazkow w analizie western blot. Procedure testu dostgpnosci biatek
dla proteinazy K opracowano w oparciu o prace Guo i wsp. (2004) oraz Vijayvergiya i wsp.
(2005). Mitochondria (25 pg biatka) wyizolowane z hipokampdéw myszoskoczkéw poddanych 5-
minutowej ischemii i jednogodzinnej reperfuzji inkubowano (20 min, 37°C) w buforze
do trawienia w obecnosci réznych stezer proteinazy K (0, 5, 25, 50, 100, 500, 1000, 2500 pg/ml).
Reakcje trawienia zatrzymywano 0,2 M PMSF i 10-minutowg inkubacja probek w lodzie.

Nastepnie proby wirowano (12000 x g, 15 min, 4°C), otrzymany osad zawieszano w 20 pl buforu
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do trawienia (bez proteinazy K) i1 roztworze obcigzajacym do probek. Tak przygotowane probki
denaturowano w 100°C przez 10 minut. Po ostudzeniu probki rozdzielano w 10% zelu
SDS-PAGE i poddawano transferowi na blong¢ nitrocelulozowsq jak opisano wczesniej (str. 37-
38). Metoda western blot prowadzono immunodetekcje bialek mitochondrialnych z réznych
przedzialéw: Omi (przestrzen migdzyblonowa), Tim23 (wewngtrzna blona mitochondriow),

karboksylaza pirogronianowa (macierz) oraz PKCBII.

7.8 Detekcja sekwencji kierujacej do mitochondriow - MitoFates

Wigkszo$¢ biatek przeznaczonych do mitochondrialnego importu posiada tzw. sekwencje
kierujaca. Zazwyczaj jest to odcinek bialka (10-80 reszt aminokwasowych) na jego aminowym
konicu charakteryzujacy si¢ hydrofilowoscia, tadunkiem dodatnim i zdolnoscia do tworzenia
amfipatycznej struktury helisy. Sekwencja kierujaca jest odcinana po dotarciu do miejsca
przeznaczenia (Michejda 1997, Neupert i Herrmann 2007). Celem sprawdzenia czy PKCRII
posiada taka sekwencje, wykorzystano internetowy program bioinformatyczny MitoFates
(http:/ /mitf.cbre.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi). Oprogramowanie to stuzy do przewidywania
obecnosci sekwencji kierujacej w biatkach na podstawie skladu aminokwasowego, wlasciwosci
fizyko-chemicznych oraz obecnosci miejsc odcigcia sekwencji (Fukasawa 1 wsp. 2015). Jako
kontrola postuzyla oksydaza cytochromu c, o ktérej wiadomo, ze jest importowana do wnetrza
mitochondriéw i posiada sekwencje kierujaca do mitochondriéw. Do analizy uzyto sekwencji
PKCRBII i oksydazy dla bialek szczura w formacie FASTA pochodzacych z bazy danych Uniprot,
dostepnych pod numerami odpowiednio P68403-2 1 P10888.

7.9 Test in vitro aktywnosci enzymatycznej PKCBII w mitochondriach

Czyste frakcje mitochondrialne (100 pg biatka) otrzymane z regionu CA2-4, DG
hipokampa myszoskoczkéw kontrolnych lub poddanych ischemii (5 min) i reperfuzji I/R 1h
iI/R 96h) inkubowano w buforze do lizy (30 min w 4°C), a nastepnie wirowano (12000 x g,
15 min, 4°C). Otrzymane supernatanty inkubowano (2 godz., RT) ze =zlozem kulek
magnetycznych oplaszczonych wcezesniej przeciwcialem anty-PKCBII  (Abcam) w  celu
wyizolowania endogennej PKCBII z mitochondriéw. Po przeptukaniu zloza inkubowano je z
200 pM ATP i 0,1 mg/ml histonu H1 (30 min, 37°C) w buforze do pomiaru aktywnosci kinaz
(Cell Signalling Technology). Nastepnie mieszaning reakcyjna znad zloza przenoszono do nowe;
probowki i gotowano 5 min w 100°C w 5x stezonym roztworze do obciazenia probek.
Otrzymane préby byly rozdzielane metoda SDS-PAGE 1 analizowane z uzyciem przeciwcial

rozpoznajacych ufosforylowany i nieufosforylowany histon H1.
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7.10 Badanie wptywu inhibitoréw PKCRII na $miertelnos¢ komoérek

W celu weryfikacji czy aktywnos$¢ PKCBII ma zwiazek z neuroprotekeja sprawdzono skutki

zahamowania tej kinazy w obu modelach doswiadczalnych.

7.10.1 Doswiadczenie z uzyciem inhibitoréow PKCBII w skrawkach
organotypowych hipokampa szczura poddanych ekscytotoksycznosci

Badania 7 vitro polegaly na wywolaniu stresu ekscytotoksycznego w hodowli skrawkow
hipokampa szczura (p. str. 36) z jednoczesnym podaniem wybranego inhibitora PKCBII
1 wizualizacji uszkodzonych komorek w skrawkach za pomoca fluorescencyjnego znakowania
jodkiem propidyny.

Do pierwszego doswiadczenia uzyto komercyjnie dostgpnego inhibitora PKCp:
3-(1-(3-Imidazol-1-ylpropylo)-1H-indol-3-lo)-4-anilino-1H-pirolo-2,5-dionu (Calbiochem,
nr CAS: 257879-35-9) opracowanego przez Tanake 1 wsp. (2004). Zwiazek ten dziala jako
inhibitor wspélzawodniczacy z ATP o miejsce aktywne enzymu i charakteryzuje si¢
selektywnoscia wobec PKCBII ponad 60-krotnie wyzsza niz wobec PKCa czy e.
Eksperymantalnie ustalono, ze w stgzeniu 5 nM hamuje ona 50% aktywnosci biologicznej
PKCRII (ICs»= 5 nM) (Tanaka 2004). 5nM inhibitor wraz z 100 pM NMDA dodawano
do pozywki skrawkow hipokampa w 8 dniu prowadzenia hodowli (Ryc. 7). Dodatkowo,
sprawdzono toksyczno$§¢ rozpuszczalnika inhibitora — 0,1% DMSO oraz 5 nM inhibitora
podanego bez NMDA.

W drugim dos$wiadczeniu uzyto wspomnianego wczesniej (str. 34-35) peptydowego
inhibitora BIIV5-3 w stezeniach 0,5; 1; 2 pM, ktéry podawano do pozywki wraz z czynnikiem
uszkadzajacym - 100 pM NMDA w 6smym dniu hodowli.

Dodanie NMDA Wymiana pozywki
Zatozeni (stres ekscytotoksyczny) na wzbogacong
‘ atozenie z dodatkiem inhibitora inhibitorem (bez NMDA)
|

hodowli | l/

|
1h | 3h | 24h |

oDlV  8DIV
Barwienie
Barwienie jodkiem propidyny i eliminacja jodkiem propidyny
uszkodzonych skrawkéw i detekcja fluorescencji

Ryc. 7 Przebieg dos$wiadczenia w modelu uszkodzenia ekscytotoksycznego organotypowych
skrawkow hipokampa. DIV- dzien in vitro
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W obu doswiadczeniach, po wybarwieniu jodkiem propidyny, skrawki obrazowano w
mikroskopie konfokalnym po uplywie 24 godzin od podania NMDA =z inhibitorem, tak jak

to opisano wczesniej (p. str. 30).

7.10.2 Wizualizacja skutkow podania inhibitora PKCRII
po ischemii i reperfuzji moézgu myszoskoczka

Zwierzeta kontrolne, poddane 5-minutowej ischemii i 7-dniowej reperfuzji (I/R oraz
takie, ktérym dodatkowo podano inhibitor BIIV5-3 bezposrednio po niedokrwieniu
(/R + BIIV5-3) poddano petfuzji 4% paraformaldehydem. Cale moézgi izolowano, zatapiono
w parafinie, cigto w plaszczyznie czolowej na skrawki o grubosci 10 um, a nastepnie

wykonywano barwienia odpowiednimi technikami.

7.10.2.1 Barwienie H/E

Standardowe batwienie hematoksyling i eozyna (H/E) postuzylo do oceny struktury
tkanki hipokampa po ischemii i reperfuzji oraz po zastosowaniu inhibitora. W celu oceny
uszkodzenia komorek hipokampa w skrawkach barwionych H/E liczono prawidlowe

morfologicznie neurony w trzech obszarach regionu CA1, kazdy o dtugosci 200 pm.

7.10.2.2 Barwienie TUNEL

Technika znakowania fragmentéw DNA za pomoca dUTP przy udziale terminalnej
transferazy - ang. Temninal Deoksynukleotydy! Transferase Mediated d-UTP Nick End-Labeling
(TUNEL) stuzy do wykrywania apoptozy. Jest to mozliwe dzigki temu, zZe podczas
zaprogramowanej $mierci komoérki nic DNA jest fragmentowana na odcinki o stalej dlugosci
180 par zasad z wolnymi kofcami 3’-OH. Transferaza dobudowuje znakowane nukleotydy
do wolnych kofcéw wodorotlenkowych tym samym umozliwiajac detekcje charakterystycznie
pofragmentowanego DNA.

Skrawki przygotowano wedlug instrukcji producenta zestawu In situ Cell Death Detection
Kit, Fluorescin (Roche). W skrécie: skrawki odparafinowano ksylenem i uwodniano w malejacym
gradiencie etanolu (100 - 0%). Blony komorek poddano permeabilizacji poprzez inkubacje
z proteinazg K (20 pg/ml). Tak przygotowane skrawki inkubowano z mieszaning reakcyjna
zawierajaca m.in. enzym - terminalng deoksynukleotydowsq transferaze (TdT) oraz znacznik —
fluoresceing. Wyznakowane skrawki obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym przy

dlugosci fali réwnej 488 nm. Miara rozleglosci uszkodzenia w skrawkach barwionych technika

TUNEL byla intensywno$c¢ fluorescenciji. W celu wykluczenia falszywych sygnaléw zastosowano
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kontrole negatywng — skrawki inkubowano w roztworze do znakowania bez TdT. Z kolei jako
kontroli pozytywnej uzyto skrawki wyizolowane ze zwierzat kontrolnych poddane dziataniu

DNazy I, a nastepnie inkubowane z mieszaning reakcyjna jak opisano wyzej.

7.11 Chromatografia typu pull-down

Przed rozpoczeciem wlasciwego doswiadczenia ,,aktywowano” zloze - bromocyjan
sefarozy (CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow, Sigma) stosujac 1 mM HCl wymywajacy reszty
cukrowe zastaniajace wolne konce zloza. Gotowe zloze réwnowazono buforem boranowym,
a nastgpnie delikatnie mieszano z 25 pg rekombinowanej PKCBII (inkubacja nocna, 4°C). W celu
usunigcia niezwiagzanej PKCRII, sefaroze odwirowano (1000 x g, 5 min, RT) i odciagnieto
supernatant. Zloze plukano buforem boranowym 1 blokowano wolne reszty zloza
1 M etanolaming (2 x 15 min, RT) i trzykrotnie plukano zloze stosujac naprzemiennie bufor
octanowy (pH 3-4) i bufor Tris z NaCl (pH 8-9). Nastepnie zloze zréwnowazono buforem
dolizy i przenoszono po 1,5 mg do nowych probéwek typu eppendorf. Réwnolegle
przygotowano mitochondria, wyizolowane z calych hipokampéw kontrolnych (600 pg bialka).
Frakcje mitochondrialne mieszano z buforem do lizy z dodatkiem inhibitoréw fosfataz i proteaz
(30 min, 4°C). Ekstrakty biatkowe odwirowywano (15000 x g, 30 min, 4°C), a otrzymany nadsacz
przenoszono w roéwnych objetosciach do proboéwek ze zltozem polaczonym z rekombinowana
PKCBII i inkubowano z mieszaniem (300 rpm, inkubacja nocna, 4°C). Kolejnego dnia usuwano
nadmiar lizatu (1000 x g, 1 min, 4°C) i wymywano niespecyficznie zwiazane biatka trzykrotnie
pluczac zloze buforem do lizy. Na koniec zloze zawieszano w buforze do lizy i oddawano
do analizy technika spektrometrii mas (MS) majacej na celu identyfikacj¢ kompleksow
biatkowych zwigzanych z PKCRBII. Badanie wykonano w trzech powtérzeniach, jako kontrola

postuzylo zloze bez sprzezonej PKCBIIL.

7.12 Badania proteomiczne

Analiza bialek byla przeprowadzona przy uzyciu chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometria mas w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas w  Instytucie
Biochemii 1 Biofizyki PAN. Biatka otrzymane w wyniku chromatografii pull-down byly poddane
standardowej procedurze trawienia trypsyng stosowanej w laboratorium. Otrzymane, w wyniku
trawienia, peptydy poddano analizie typu LC-MS/MS (tandemowa spektrometria mas sprz¢zona
z wysokosprawng chromatografia cieczows). Postugiwano si¢ chromatografem Acquity
nanoUPLC (Waters) polaczonym ze spektrometrem mas Orbitrap Elite (Thermo). Otrzymane

dane poddano wstgpnemu przetwarzaniu w programie Mascot Distiller (wersja 2.4.2.0,
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MatrixScience). Nastepnie, w celu identyfikacji peptydow, otrzymane masy 1 widma
fragmentacyjne byly analizowane wzgledem wszystkich referencyjnych sekwencji biatek szczura
(7937 sekwenciji) z bazy danych SwissProt przy uzyciu programu Mascot search engine (Mascot
Daemon v. 2.4.0, Mascot Server v. 2.4.1, MatrixScience). Statystyczna ocena wiarygodnosci
przypisania peptydéw zostala oparta na metodzie tzw. zarget/decoy (Elias i wsp. 2005). Pozwala
ona na oszacowanie g-wartoéci dla kazdego PSM (ang. peptide spectrum match, czyli dopasowania
sekwencji do widm fragmentacyjnych) w zbiorze wynikéow. Wszystkie PSM o g-wartosciach
wyzszych niz 0,01 zostaly usuni¢te z dalszej analizy. Jedynie te biatka, ktoére zostaly
zidentyfikowane na podstawie przynajmniej dwoch peptydow zostaly uznane za jednoznacznie
zidentyfikowane. Kalibracj¢ mas i filtrowanie danych prowadzono w programie utworzonym
w Srodowiskowym  Laboratorium  Spektrometrii ~ Mas  IBB PAN  —  Mscan
(http://proteom.ibb.waw.pl/mscan/).

Z wynikéw dostarczonych przez Laboratorium do dalszych analiz wybrano te bialka,
ktorych identyfikacja miata przypisana warto$¢ score nie nizsza niz 50 w probach zawierajacych
rekombinowang PKCBIL. Im wyzsza jest warto$¢ score tym wyzsze prawdopodobienstwo,

ze peptydy zostaly poprawnie przypisane do danego biatka.

7.13 Koimmunoprecypitacja

Do koimmunoprecypitacji uzywano zestawu Dynabeads Co-Immunoprecipitation
i postgpowano wedlug zalecen producenta (Life Technologies). Zloze zawieszano
w odpowiednim buforze z zestawu i inkubowano z przeciwcialem o wlasciwym stezeniu
(w zaleznosci od doswiadczenia 1 uzytego przeciwciala wartosci wahaly si¢ od 1 do 10 pg) przez
noc w 37°C na mieszadle. Po wyplukaniu nadmiaru przeciwciala ztoze réwnowazono buforem
do ekstrakcji. Rownolegle przygotowano ekstrakt mitochondriéw — mitochondria (100 pg biatka)
wyizolowane po jednej godzinie reperfuzji z cze¢Sci CA2-4, DG hipokampa inkubowano
z buforem do lizy (30 min, 4°C). Mieszaning odwirowano (12000 x g, 15 min, 4°C), otrzymany
supernatant taczono ze zlozem poprzez delikatne pipetowanie i inkubowano (1 godz., RT).
Nastepnie zloze plukano trzykrotnie buforem do ekstrakcji, w celu usuniecia niespecyficznie
zwigzanych biatek. W celu uwolnienia komplekséw bialkowych od zloza, dodawano bufor

obciazajacy do probek, gotowano (5 min, 100°C), rozdzielano supernatant w zelu SDS-PAGE, a

p6zniej poddawano analizie western blot.
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7.14 Pomiary aktywnosci i ilo$ci enzymow
7.14.1 Dehydrogenaza pirogronianowa

Do doswiadczenia uzyto trzech grup zwierzat: kontrolnej, poddanej 5-minutowej ischemii
i 1- godzinnej reperfuzji (I/R 1h + NaCl) oraz takiej, ktérej dodatkowo bezposrednio
po przywrdceniu krazenia podawano inhibitor PKCBII (I/R 1h + BIIV5-3). Wyizolowane
hipokampy, dzielono na region CAl i CA2-4, DG w PBS z dodatkiem NaF (10 mM)
i mieszaniny inhibitoréw proteaz (1:100). Dodatek inhibitoréw mial za zadanie zachowaé
endogenny poziom fosforylacji dehydrogenazy pirogronianowej. Do pomiardéw aktywnosci
1 wzglednej ilodci dehydrogenazy pirogronianowej uzyto prob zawierajacych odpowiednio
150115 pg biatka. Aktywnos¢ dehydrogenazy pirogronianowej mierzono za pomoca zestawu
firmy Abcam (Pyruvate dehydrogenase (PDH) Combo (Activity + Profiling) Microplate Assay
Kit). Zasada dzialania testu opiera si¢ na pomiarze przyrostu absorbancji barwnego produktu
powstatego w trakcie redukcji NAD® do NADH towarzyszacej reakcji dekarboksylacji
pirogronianu do acetylo-CoA 1 CO,. Pierwszy etap — izolacja enzymu, polegal na zwigzaniu
endogennej dehydrogenazy pirogronianowej 2z badanych prob za pomoca przeciwciala
(specyficznie rozpoznajacego dehydrogenaze pirogronianows E2/E3bp), ktérym optlaszczone
byly dna dolkéw plytki. Nastepnie enzym inkubowano w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej
NAD". Absorbancj¢ mierzono w aparacie Tecan (Infinite M1000 pro) przy dlugosci fali rownej
450 nm przez 45 minut w 30 sekundowych odstepach. Do obliczent wybrano zakres wartosci,
w ktorym przyrost absorbanciji byl prostoliniowy. Wartosci aktywnosci zostaly wyrazone jako
AmOD/min. Pomiar wzglednej ilosci biatka odbywal si¢ na zasadzie posredniego testu
immunoenzymatycznego (ang. engyme-linked — immunosorbent assay — ELISA). Do plytki
z wyizolowanym enzymem dodawano pierwszorzedowe przeciwcialo skierowane przeciwko
dehydrogenazie pirogronianowej, a nastgpnie drugorzedowe przeciwcialo polaczone
z peroksydazg chrzanowa. Wartosci absorbancji byly rejestrowane przy dlugosci fali réwnej 600
nm przez 45 minut w 30 sekundowych odstepach. Podobnie jak w przypadku pomiaru

aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej, ilos¢ enzymu zostata wyrazona jako AmOD /min.

7.14.2 Mitochondrialna ATP-aza (syntaza ATP)

Aktywnos¢ 1 wzgledng ilos¢ syntazy ATP mierzono za pomocs zestawu pomiarowego
firmy Abcam (ATP synthase Specific Activity Microplate Assay Kit). Do pomiaréw uzyto czystej
frakcji mitochondrialnej (10 pg biatka) wyizolowanej z trzech grup zwierzat: kontrolnej, poddanej

ischemii i 1 godzinnej reperfuzji (I/R 1h + NaCl) oraz takiej, ktérej dodatkowo, bezposrednio
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po przywrdceniu krazenia, podawano inhibitor PKCBII (I/R 1h + BIIV5-3). Z mitochondriéw
izolowano syntaz¢ ATP za pomoca przeciwciala (anty-F1) znajdujacego si¢ w dolkach plytki
1 przeprowadzano reakcje enzymatyczna w warunkach zalecanych przez producenta. Aktywnosé
syntazy ATP byla mierzona jako predkos¢ hydrolizy ATP do ADP. Produkcja ADP byla
sprz¢zona z utlenieniem NADH do NAD", co bylo rejestrowane jako zmniejszenie absorbancii
w czasie trwania reakcji mierzonej w czytniku plytkowym Tecan (Infinite M1000 pro) przy
dtugosci fali réwnej 340 nm przez 3 godziny co 5 minut. Ilo$¢ syntazy ATP byta mierzona w tej
samej plytce co jej aktywnosé. Do dolkéw z wyizolowang syntaza ATP dodawano przeciwcialo
rozpoznajace badane bialko polaczone z alkaliczng fosfataza, ktora katalizowala przemiang
przezroczystego substratu: p-nitrofenylofosforanu do zéttego produktu. Absorbancje¢ mierzono
przy dlugosci fali réwnej 405 nm przez jedna godzing w 1-minutowych odstgpach. Do dalszej
analizy wybrano zakres wartosci, w ktorym przyrost absorbanciji byl prostoliniowy. Wartosci

aktywnosci jak i ilosci syntazy ATP zostaly wyrazone jako AmOD/min.

7.15 Badania metabolomiczne

Przypuszczajac, ze poischemiczne oddziatywania PKCBII z bialkami mitochondrialnymi
moga wywola¢ zmiany w skladzie metabolitéw wewnatrz mitochondriéw wykonano niecelowane
analizy metabolomiczne. Badania te sa innowacyjnym podejsciem zwigzanym z uzyskaniem
tzw. metabolicznego odcisku palca (ang. metabolic fingerprinting) charakterystycznego dla badanego
materialu biologicznego oraz oznaczeniu jakosciowym zmian zachodzacych pod wplywem
danego czynnika np. niedokrwienia. W konsekwencji umozliwia to stworzenie profilu
metabolicznego charakterystycznego dla danej grupy (np. kontrola vs I/R). Badania z zakresu
metabolomiki wykonano podczas stazu w Centrum Metabolomiki i Bioanaliz (Centre for
Metabolomics and Bioanalysis, CEMBIO) mieszczacym si¢ na Uniwersytecie San Pablo CEU
w Madrycie. Przeprowadzone analizy mialy charakter pilotazowy, majacy na celu optymalizacje
procesu ekstrakcji metabolitow z badanego materialu biologicznego oraz dobranie optymalnych
parametréw metod analitycznych opartych na spektrometrii mas. W wyniku przeprowadzonych
eksperymentéw mozliwe bylo wykonanie niecelowanych analiz z wykorzystaniem minimalnej
ilosci materialu  biologicznego (0,6 — 1,3 ug/ul biatka). Doswiadczenia wykonano
na mitochondriach wyizolowanych z obu cze¢sci hipokampa (CAl1 i CA2-4, DG) zwierzat
podzielonych na 3 grupy eksperymentalne: kontrolna, poddang 5-minutowej ischemii (I/R 1h +
NaCl) oraz taka, ktorej bezposrednio po 5-min. niedokrwieniu moézgu podano peptydowy
inhibitor PKCBII (IR 1h + BIIV5-3). Kazda grupa cksperymentalna skladata si¢ z trzech

powtoérzen biologicznych.
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Badania przeprowadzono 2z wykorzystaniem chromatografii gazowej sprzezonej
ze spektrometrig mas (GC-Q-MS). Platforma GC-MS zostala wybrana ze wzgledu na wysoka
czulo$¢, powtarzalnoscé i precyzje wykonywanych pomiaréw. Ponadto, technika GC-MS pozwala
na oznaczenie oraz identyfikacje zwiazkéw nalezacych do réznorodnych grup chemicznych
takich jak np.: kwasy karboksylowe, aminy, amidy, estry, alkohole, aldehydy, tluszcze, cukry,

aminokwasy.

7.15.1 Przygotowanie prob

Mitochondria zostaly wyizolowane metoda opisang w Materiatach 1 Metodach (p. str. 36-
37). Po izolacji otrzymany osad mitochondriow mrozono w cieklym azocie i przechowywano
w -80°C. Ze wzgledu na specyfike doswiadczenia oraz ograniczong ilo§¢ materiatu biologicznego,
procedure ekstrakcji metabolitow przeprowadzono po zaadoptowaniu standardowego protokotu
przygotowania prob do oznaczenn GC-MS uzywanego w laboratorium CEMBIO (Garcia 1 Barbas
2011). Zamrozony osad mitochondriéw zawieszono w 80 ul ultraczystej wody dejonizowanej
(Milli-Q). Liz¢ mitochondriéw przeprowadzono poprzez czterokrotne rozmrazanie (40°C)
i zamrazanie (ciekly azot). Nastepnie do prob dodano 240 ul zimnego (-20°C) acetonitrylu
zawierajacego wzorzec wewngetrzny (0,125 mM chlorofenylalanina) i intensywnie mieszano przez
1 minute. Préby odwirowano (16000 x g, 10 min, 4°C) a supernatant (ekstrakt) uzyto do dalszego
przygotowania materialu do analiz GC-MS. Pozostaly osad zamrozono w -80°C, a nast¢pnie
postuzyl on do pomiaru stezenia biatka w prébach metoda Lowry’ego (p. str. 37). Rownolegle
przygotowano probe zerows (tzw. blank) zawierajaca 80 pl wody i 240 ul acetonitrylu.

Otrzymane ekstrakty poddano chemicznej modyfikacji tzw. derywatyzacji, ktora
ma na celu otrzymanie form o zwickszonej lotnosci umozliwiajacej rozdzial w chromatografie
gazowym. Pierwszy etap polegal na przeprowadzeniu reakcji metoksymaciji w celu ochrony grup
funkcyjnych zawierajacych aktywne wodory. Grupy funkcyjne takie jak -SH (tiole), -OH
(alkohole, fenole, enole, poliole), -NH (aminy, amidy) oraz -COOH (kwasy karboksylowe)
wykazuja tendencje do tworzenia migdzyczasteczkowych wigzann wodorowych co negatywnie
wplywa na lotnos$¢ zwigzkow oraz ich stabilnos¢ termiczna. W tym celu ekstrakt mitochondrialny
(150 wl) przenoszono do szklanej fiolki z mikrowkladem o pojemnosci 200 ul, a nastepnie
suszono go w wirowce prozniowej (Speedvac, 2 godz., 35°C). Do préb dodano 10 ul roztworu
chlorowodorku metoksyaminy (15 mg/ml) w pirydynie. Préby poddano cyklowi intensywnego
wytrzasania-mieszania (2 minuty) oraz procesowi sonikacji z zastosowaniem ultradzwigkow
(20 sekund). Proces powtorzono trzykrotnie. Nastepnie, proby inkubowano w ciemnosci przez

16 godzin w temperaturze pokojowej. Po tym czasie przeprowadzono reakcje silylacji poprzez
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dodanie 10 ul N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamidu (BSTFA) z 1% trimetylochlorosilanem
(TMCS) i inkubacj¢ ptéb w temperaturze 70°C przez 1 godzing. Po schlodzeniu préb
do temperatury pokojowej dodano 50 pl heptanu. Przed analiza GC-MS préby dodatkowo
odwirowano (2500 rpm, 20°C, 15 min).

W procesie przygotowania préb do analiz przygotowano réwniez proby kontrolne
tzw. Quality Control Samples (QC). Proby te stanowily pule materiatu ztozona z réwnych objetosci
wszystkich prob eksperymentalnych. Kolejnos¢ prob byta losowa (randomizacja) zaréwno

w procesie ekstrakcji metabolitéw jak 1 analiz.

7.15.2 Rozdziat i detekcja metabolitow

Analizy GC-MS wykonano 2z uzyciem systemu chromatografii gazowej (Agilent
Technologies 7890A) wyposazonym w autosampler (Agilent 7693) sprzezony ze spektrometrem
mas oraz detektorem typu Triple-Axis (5975C, Agilent). W celu otrzymania precyzyjnych
i wiarygodnych danych, jak tez zminimalizowania ryzyka wystapienia falszywie pozytywnych
wynikow dla kazdej préby biologicznej wykonano trzy powtdrzenia techniczne.

Préby zerowe zostaly przeanalizowane na poczatku oraz na kotnicu analiz. Préby kontrolne (QC)
postuzyly do wyréwnania sygnalu na poczatku sekwencji pomiarow, a nastepnie zostaly
analizowane w réownych odstepach (co 6 préb) w celu dostarczenia informacji o stabilnosci

systemu. Szczegbélowe informacje dotyczace parametréw rozdzialu 1 detekeji  zostaly
przedstawione na rycinie 8. Warunki przeprowadzenia analiz GC-MS zostaly zoptymalizowane

na podstawie wczesniejszego protokotu (Garcia i Barbas 2011).

GC-MS
Parametry GC:
*  Kolumna: DB5-MS (d}. 30 m, $t. 0,25 mm, grubos$¢ powloki 0,25 pm 95% dimetylo-/5%
difenylopolisiloksan)
*  Przedkolumna: 10m J&W zintegrowana z Agilent 122-5532G
e Predkosé przeplywu fazy ruchomej (hel): 1 ml/min
e Temperatura urzadzenia dozujacego: 250°C
*  Stosunck strumienia dzielonego: 1:5 - 1:10 z przeptywem helu: 3 - 10 ml/min przez liner z dezaktywowana
welna kwarcowa (Restek 20782)
*  Gradient temperatury: 60°C przez 1min do 325°C przy zwickszeniu o 10°C/min
*  Objetos¢ nastrzyku: 2 ul
*  Czas trwania 1 analizy: 37,5min
Parametry MS:
*  Linia transferowa detektora: 290°C
«  Zrédlo jonéw do jonizacii elektronami (ET) wykonane z inertnego stopu z podwéjnym zarnikiem
(filamentem), temperatura zrodla - 230°C, wigzka elektronéw o energii -70eV
*  Kwadrupol: 150°C
e Tryb skanowania MS: 2 spektra/s
®  Zakres mas: m/z 50 — 600

Ryc. 8 Parametry metody rozdzialu mitochondrialnych metabolitéw za pomoca GC-MS.
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7.15.3 Analiza danych metabolomicznych

Przetwarzanie danych metabolomicznych obejmuje szereg dzialan prowadzacych
do otrzymania wynikdbw o wysokiej wiarygodnosci. Pierwszym etapem bylo wstepne
przygotowanie danych, ktére mialo na celu wzmocnienie stosunku sygnatu do szumu. W celu
weryfikacji jakosci sygnalow szczegdlowo przeanalizowano zarejestrowane dane poprzez
ewaluacje chromatograméw calkowitego pradu jonowego (ang. fofal ion chromatograms, TIC)
zarowno prob zerowych, kontrolnych jak i prob eksperymentalnych. Przeanalizowano rowniez
rozklad sygnalu standardu wewnetrznego w kazdej z analizowanych préb. Dekonwolucije
sygnalow wykonano zgodnie z algorytmem opracowanym przez firme Agilent Technologies
za pomoca programu Mass Hunter Workstation Software, Quantitative Analysis Ver. B.07.00. W
kolejnym kroku analizy dokonano interpretacji otrzymanych widm masowych w celu identyfikacji
zwigzkow wykrytych w badanych préobach. Widma masowe poréwnywano na podstawie
podobiefistwa widm i czasu retencji z biblioteka Fiehn, opracowana w laboratorium CEMBIO
badz z widmami MS dostepnymi w bazie NIST (National Institute of Standards and
Technology). Z matrycy danych zostaly usuniete zwiazki zidentyfikowane jako zanieczyszczenia
(np. Tris, EDTA, sacharoza, DTT) pochodzace z procesu izolacji mitochondriéw, z procedury
przygotowania prob do analiz GC-MS badz obecne w prébach zerowych.

Zmiany w rozkladzie sygnalu zaobserwowane podczas analiz zostaly skorygowane
poprzez zastosowanie prob kontrolnych oraz algorytmu opartego na metodzie regresji wektorow
nosnych (ang. support vector regression) (Kuligowski 1 wsp. 2015). Nastepnie dane przefiltrowano
wg warto$ci wspolczynnika wariancji (ang. coefficient of variation, CV) wyliczonego dla kazdego
metabolitu zidentyfikowanego w probach kontrolnych. CV o wartosci <30% §wiadczy o precyzji
pomiaru danego zwigzku. W celu zniwelowania niepozadanej zmiennosci biologicznej wynikajacej
z réznic zwigzanych z iloscia dostgpnego materiatu biologicznego (co przekltada si¢ na réznice w
stezeniach poszczegdlnych metabolitéw) dane zostaly znormalizowane wzgledem stezenia bialka.
W kolejnym etapie przeanalizowano sygnal zmierzony dla kazdego powtérzenia technicznego
1 wyliczono warto$¢ $redniq sygnatu dla kazdej proby biologicznej. Tak przygotowang matryce
danych poddano obliczeniom matematycznym oraz modelowaniu wielowymiarowemu. Badania
otrzymanych danych dokonano za pomoca narzedzi statystycznych takich jak analiza czynnikow
glownych (ang. Principal Component Analysis, PCA). Jest to tzw. nienadzorowana metoda projekcii,
ktora stuzy do wizualizacji danych, co pozwala na wyznaczenie relacji miedzy grupami badanymi
oraz identyfikacje elementéw réznicujacych grupy. Ponadto zastosowano metode czesciowych

najwigkszych kwadratéw (ang. Partial Least Squares, PLS) i ortogonalng PLS (ang. Orthogonal Partial
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Least Squares, OPLS), ktére sa metodami nadzorowanymi opierajacymi si¢ na klasyfikacji
obserwacji na podstawie dodatkowego parametru (np. rodzaj grupy badanej, wick, ple¢). Celem
ich zastosowania jest rozstrzygnigcie, czy grupy roznig si¢ ze wzgledu na pewng zmienna,
a nastepnie wykorzystanie tej zmiennej do przewidywania przynaleznosdci do grupy. Metody PLS
1 OPLS stuza do przewidywania subtelnych réznic migdzy grupami badanymi, co jest przydatne
w badaniach poszukujacych biomarkeréw chorobowych. Jako§¢ modeli zostala sprawdzona
poprzez obliczenie wartosci procentu zmiennosci zestawu danych w modelu R? i wspdlczynnika

Q?, ktory informuje o zdolnosci modelu do przewidywania nowych danych.

7.16 Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej wszystkich pomiarow dla danej
grupy doswiadczalnej * blad standardowy $redniej. Do oceny istotnosci statystycznej
otrzymanych  wynikéw  zastosowano jednokierunkowa analize wariancji (ANOVA),
a do poréwnan wielokrotnych pomigdzy analizowanymi grupami uzyto testu Tukey’a. Wartos§é
p<0,05 przyjeto za istotna. Obliczenia i1 wizualizacje otrzymanych danych wykonano

w programach Microsoft Excel oraz GraphPad Prism.

51



8. Wyniki

8.1 Immunoreaktywnos$¢ PKCp i jej izoform w mitochondriach

Analiza immunoreaktywnosci PKCB w czystej frakcji mitochondrialnej otrzymanej
z regionéw CA1 1 CA2-4, DG zwierzat kontrolnych i poddanych 5-minutowej ischemii i 1- lub
96-godzinnej reperfuzji potwierdzily dotychczasowe wyniki Kowalczyk i wsp. (2012) wskazujace,
iz na skutek krétkotrwalego epizodu ischemiczno-reperfuzyjnego moézgu, immunoreaktywnosé

PKCB zwigksza si¢ przede wszystkim w mitochondriach izolowanych z malo wrazliwego

1l

K I/R1h I/R 96h K /R 1h I/R 96h Kontrola I/R1h I/R 96h

na ischemi¢ regionu hipokampa - CA2-4, DG (Ryc. 9).
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Ryc. 9 (A) Wzrost immunoreaktywnosci PKCB obserwowany jest w mitochondriach w czgsci
CA2-4, DG hipokampa zwierzat poddanych 5-minutowej ischemii oraz 1- i 96-godzinnej
reperfuzji (I/R 1h, I/R 96h). Frakcje mitochondrialne (20 pg bialka) rozdzielano w 10% zelu
SDS-PAGE i analizowano metoda western blot z uzyciem przeciwcial anty-PKCB i anty-COXIV.
Na wykresie (B) przedstawiono wyniki analizy densytometrycznej prazkéow PKCBII
znormalizowane wzgledem warto$ci uzyskanych dla COXIV. Wartosci sa wyrazone jako $rednia
+SD (%), n=5. *p<0,05 I/R 1h CA2-4, DG vs kontrola CA2-4, DG; **p<0,01 I/R 96h
CA2-4, DG vs kontrola CA2-4, DG; #p<0,05 kontrola CA2-4, DG vs kontrola CA1.

W celu sprawdzenia, czy obserwowane zmiany w immunoreaktywnosci PKC@ dotycza
obu jej izoform wykonano dodatkowe analizy western blot z uzyciem przeciwcial anty-PKCBI
1 anty-PKCBII. Wykazano, ze po epizodzie niedokrwiennym, to immunoreaktywnos¢ PKCBII
anie PKCRI ulega zwigkszeniu w mitochondriach wyizolowanych z regionu CA2-4, DG
hipokampa (Ryc. 10). Immunoreaktywnos¢ PKCBII zwickszyla si¢ istotnie statystycznie
w stosunku do kontroli w mitochondriach z cz¢Sci CA2-4, DG w obu punktach czasowych —
1 godzina (150 £ 37%) 1 96 godzin (240 £ 66%) po reperfuzji. W mitochondriach regionu CA1

zaobserwowano wzmocnienie sygnatu PKCBII w stosunku do kontroli, ale jedynie po 96 godz.

od reperfuzji (81 = 38%).
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Ryc. 10 (A) Wzrost immunoreaktywnosci PKCBII obserwowany jest gtéwnie w mitochondriach
w czeSci CA2-4, DG hipokampa zwierzat poddanych 5-minutowej ischemii oraz 1- lub 96-
godzinnej reperfuzji (I/R 1h, I/R 96h). Frakcje mitochondrialne (20 pg) rozdzielano w 10% zelu
SDS-PAGE i analizowano metoda western blot uzywajac przeciwcial anty-PKCBI, anty-PKCBII
1anty-COXIV. (B) Dane liczbowe uzyskane z analizy densytometrycznej przedstawiono jako
procent COXIV ($rednia +SD, n=4). *p<0,05 I/R 96h CA1 vs I/R 1h CA1 oraz I/R 96h CA2-
4, DG vs I/R 1h CA2-4, DG; ##p<0,01 I/R 1h CA2-4, DG vs kontrola CA2-4, DG.

8.2 Badanie translokacji PKCBII do mitochondriéw po krotkotrwatym
niedokrwieniu moézgu

W celu sprawdzenia, czy poischemiczne zmiany immunoreaktywnosci PKCBII
obserwowane w analizie western blot wynikaja z przemieszczenia si¢ tej kinazy z cytoplazmy
do mitochondriéw wykonano szereg doswiadczen (obrazowanie zmian lokalizacji PKCBII
za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz badanie immunoreaktywnosci PKCBII
we frakcji blonowej - P2 i cytosolowej — S2 oraz mitochondrialnej) z uzyciem specyficznego
inhibitora PKCBII — peptydu BIIV5-3. Peptyd ten, przylaczajac si¢ do biatka RACKI1
uniemozliwia jego oddzialywanie z PKCRII i tym samym translokacje tej kinazy do wybranych
przedzialéw komoérkowych. Do doswiadczen uzyto trzech grup zwierzat: kontrolnej (K),
poddanej 5-minutowej ischemii i jednogodzinnej reperfuzji (I/R 1h +NaCl) oraz takiej, ktorej
dodatkowo podano inhibitor BITV5-3 bezpostednio po przywroceniu krazenia (I/R 1h +BIIV5-
3). Przypuszczono, ze podanie inhibitora zadziala hamujaco na przyrost ilosci PKCRII
w mitochondriach obserwowany po I/R. Tym samym, hipoteza o przemieszczeniu si¢ PKCRII

z cytoplazmy do mitochondriéw zostataby potwierdzona.

8.2.1 Obrazowanie zmian lokalizacji PKCRII po epizodzie ischemiczno-
reperfuzyjnym metoda transmisyjnej mikroskopii elektronowej

Do okreslenia zmian lokalizacji PKCBII uzyto technike znakowania biatek przeciwciatami

sprzezonymi ze zlotem koloidalnym. W skrawkach kontrolnych regionu CAl i CA2-4, DG
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hipokampa czasteczki zlota byly widoczne przewaznie w cytoplazmie i w niewielkiej ilosci
w mitochondriach (Ryc. 11). Po jednej godzinie od przywrocenia krazenia stwierdzono
zwickszong liczbe czasteczek zlota w mitochondriach gléwnie w czesci CA2-4, DG

w poréwnaniu do cytoplazmy.

Kontrola

I/R 1h +NaCl

I/IR 1h + BlIV5-3

Ryc. 11 Mikrografie elektronowe ilustrujace lokalizacje PKCBII w mitochondriach w czgsciach
CA1l i CA2-4, DG hipokampa zwierzat kontrolnych oraz poddanych 5-minutowej ischemii i 1-
godzinnej reperfuzji (I/R 1h + NaCl) oraz po zastosowaniu inhibitora (I/R 1h + BIIV5-3). Zoélte
strzatki  wskazuja mitochondrialng lokalizacje PKCBII.  Strzalki czerwone wskazuja
na immunodetekcje poza mitochondriami. Skala: 200 nm.

W skrawkach CA1 i CA2-4, DG hipokampa zwierzat, ktérym bezposrednio po I/R podano

inhibitor BIIV5-3 zaobserwowano mala ilo§¢ czasteczek ztota w mitochondriach w poréwnaniu
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do cytoplazmy. Obraz ten zblizony byl do kontroli, co moze $wiadczy¢ o zahamowaniu
poischemicznej translokacji PKCBII do mitochondtiéw. Po inkubacji skrawkéw jedynie
z drugorzedowym przeciwcialem skoniugowanym z koloidalnym zlotem nie zaobserwowano
sygnatu, co wskazuje na wysoka specyficznos$¢ oddziatywania przeciwciala pierwszorzedowego z

PKCBII oraz brak niespecyficznej reakcji drugorzedowego przeciwciata.

8.2.2 Wptyw inhibitora BIIV5-3 na translokacj¢ PKCPII do frakcji bfonowe;j
wzbogaconej w mitochondria

W celu potwierdzenia wynikéw otrzymanych w mikroskopie elektronowym wykonano
analize western blot dla PKCBII we frakcjach cytosolowej (82) i blonowej wzbogaconej
w mitochondria (P2). Po epizodzie ischemiczno-reperfuzyjnym widoczne jest zwickszenie
immunoreaktywnosci PKCBII we frakcji P2 oraz jednoczesne jej zmniejszenie w S2. Natomiast
po podaniu inhibitora BIIV5-3 obserwowano zmniejszenie immunoreaktywnosci PKCBII we

frakcji P2 o 80 £ 15% co $wiadczy o skutecznym zahamowaniu translokacji PKCBII do blon

komorkowych.
A B [ s2
W r2
2 P2 s2 P2 S2 P2 = 80 *
O ' '
WD S - oy & 90
S a0}
B3
2 20}
PN, — e — GAPDH %
K I/IR 1h I/IR 1h °\2 0
+NaCl +BIIV5-3 Kontrola I/R1h I/R 1h

+NaCl +plIV5-3

Ryc. 12 Inhibitor BIIV5-3 hamuje translokacje PKCBII do frakcji blonowej wzbogaconej
w mitochondria. (A) Frakcje cytosolowe (82) i blonowe (P2) otrzymane z hipokampow zwierzat
kontrolnych oraz poddanych 5 minutowej ischemii i 1h reperfuzji I/R (I/R 1h + NaCl) oraz po
zastosowaniu inhibitora (I/R 1h + BIIV5-3), rozdzielano w 10% zelu SDS-PAGE i analizowano
metoda western blot uzywajac przeciwcial anty-PKCBII i anty-GAPDH. Na wykresie (B)
przedstawiono dane z analizy densytometrycznej wyrazone jako procent calkowitej PKCBII
(srednia +SD, n=4). *p<0,05 I/R 1h + BIIV5-3 CA2-4, DG vs I/R 1h + NaCl CA2-4, DG.
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8.2.3 Wptyw inhibitora BIIV5-3 na immunoreaktywno§¢ PKCRII we frakcji
mitochondrialnej

Dodatkowo wykonano analize western blot dla PKCBII w czystej frakeji
mitochondrialnej. Zastosowanie BIIV5-3 poskutkowalo zmniejszeniem immunoreaktywnosci
PKCBII w mitochondriach CA1 o 54 £ 13% a w CA2-4, DG o 34 * 15% w stosunku
do kontroli (Ryc. 13).

A B [Jca1
Il cA2-4, DG
CA2-4, DG
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Ryc. 13 Inhibitor BIIV5-3 zmniejsza poischemiczng immunoreaktywno$¢ PKCBII
w mitochondriach (A) Frakcje mitochondrialne (20 pg) otrzymane z hipokampdéw zwierzat
kontrolnych oraz poddanych 5-minutowej ischemii i 1-godzinnej reperfuzji I/R (I/R 1h + NaCl)
oraz po zastosowaniu inhibitora (I/R 1h + BIIV5-3), rozdzielano w 10% zelu SDS-PAGE
1analizowano metoda western blot uzywajac przeciwcial anty-PKCBII i1 anty-COXIV. (B)
Intensywnos¢ prazkéow PKCBII wyrazono jako procent kontroli (Srednia *SD, n=4).
#4p<0,01 I/R 1h + BIIV5-3 CA1 vs I/R 1h + NaCl CA1 oraz I/R 1h + BIIV5-3 CA2-4, DG vs
I/R 1h + NaCl CA2-4, DG; #<0,05 I/R 1h + NaCl CA2-4, DG vs kontrola CA2-4, DG.

8.3 Wewnatrzmitochondrialna lokalizacja PKCBII po epizodzie
ischemiczno-reperfuzyjnym

Zastosowanie testu dostgpnosci badanego bialka dla proteinazy K postuzylo
do okreslenia doktadnej lokalizacji PKCBII w obrebie mitochondriéw po I/R. Biatka budujace
mitochondria, ze wzgledu na swoje polozenie w tej zlozonej strukturze, reprezentuja
zréznicowang wrazliwo$¢ na trawienie proteinaza K. Wrazliwos§¢ danego bialka objawia
si¢ charakterystycznym ,,wzorem trawienia” w postaci prazkéw o roznej intensywnosci w analizie
western blot. Do badania wykorzystano frakcje mitochondrialne wyizolowane z hipokampdow
zwierzat poddanych krétkotrwalej ischemii i reperfuzji (I/R 1h), ktére trawiono stosujac enzym
w réznych stezeniach. W celu wyznaczenia lokalizacji PKCBII przeprowadzono szereg analiz

western blot identyfikujacych biatka o znanej lokalizacji w mitochondriach. Jak pokazano
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na Ryc. 14, immunoreaktywnos$¢ biatka OMI, znajdujacego si¢ w przestrzeni pomiedzy blonami
mitochondrialnymi, znaczaco zmniejsza si¢ juz po trawieniu najmniejszym stezeniem proteinazy
K, co $wiadczy o tatwym dostepie tego enzymu do analizowanego biatka. Podobnie zmienia
si¢ immunoreaktywno$¢ TIM23, ktéra jest elementem systemu transportujacego biatka przez
wewnetrzng blone mitochondrialna. Najmniej, w zadanych warunkach doswiadczenia, zmieniala
si¢ immunoreaktywno$¢ karboksylazy pirogronianowej (PC), co §wiadczy o lokalizacji tego biatka
w najtrudniej dostepnym dla proteinazy K obszarze mitochondriéw - macierzy. Wzor trawienia
PKCRBII przez proteinaze K wykazuje najwigksze podobiefistwo do wzoru trawienia karboksylazy
pirogronianowej (Ryc. 14). Otrzymany wynik sugeruje, ze PKCBII po uplywie jednej godziny

od 5 minutowej ischemii znajduje si¢ w macierzy mitochondrialne;.

50 100 500 1000 2500 pg/mlPK

o 5 25
-- T vl PKCBII
— OMI (IMS)

R i e i St TIM23gMM)

G C— — C— . — PC (macierz)

Ryc. 14 Po epizodzie ischemiczno-reperfuzyjnym PKCBII lokalizuje si¢ w macierzy
mitochondrialnej. Frakcje mitochondrialne (25 pg), uzyskane z calych hipokampéw po jednej
godzinie od przywrocenia krazenia, zostaly poddane reakcji trawienia z uzyciem réznych stezen
proteinazy K (0 - 2500 pg/ml). Nastepnie mieszaniny reakcyjne (33 pl/studzienka) rozdzielano
w 10% zelu Criterion TGX (Bio-Rad) i analizowano metoda western blot z uzyciem przeciwciat
anty-PKCBIIL, anty-OMI, anty-TIM23, anty-PC. IMS-przestrzen miedzyblonowa mitochondriow,
IMM- wewnetrzna blona mitochondrialna.

8.4 Prawdopodobienstwo wystepowania sekwencji kierujacej
do mitochondriéw w fancuchu peptydowym PKCBII

W celu sprawdzenia w jaki sposéb PKCBII moze przenosi¢ si¢ do mitochondriow
przeprowadzono analize iz silico z wykorzystaniem programu komputerowego MitoFates, ktory
stuzy do identyfikacji klasycznych sekwencji kierujacych bialka do mitochondriéw
tzw. presekwenciji. Do analizy uzyto pelnych sekwencji aminokwasowych: PKCBII oraz czwartej
podjednostki oksydazy cytochromowej, jako pozytywnej kontroli. Parametry analizy takie
jak mata warto§¢ fadunku, male prawdopodobiefistwo wystepowania amfipatycznej helisy, brak

sekwencji aminokwasowej rozpoznawanej przez TOM20 wplynely na otrzymanie wartosci

prawdopodobienistwa obecnosci presekwencji w biatku PKCBII réwnej 0 (Tabela 5). Otrzymany
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wynik oznacza, ze w sekwencji aminokwasowej badanej kinazy nie ma klasycznej sekwencji
kierujacej do mitochondriéw. Natomiast w przypadku podjednostki oksydazy cytochromowej,
o ktorej wiadomo, ze jest transportowana do mitochondriéw, warto$¢ wynosita 0,999 —
cooznacza, ze Ww sekwencji tego biatka wystepuje klasyczna sekwencja  kierujaca

do mitochondriow.

Tabela 5 Przewidywanie wystepowania presekwenciji kierujacej do mitochondriéw w bialku
PKCRIIL Na podstawie wynikdéw z programu MitoFate.

Numer dotepu bazy  P10888 P68403-2

Uniprot

Organizm Szczur Szczur

Nazwa biatka Oksydaza cytochromu c, podjednostka 4,  Kinaza biatkowa C BII
izoforma 1

Przewidywanie posiada sekwencje kierujaca do nie posiada sekwencji kierujacej do
mitochondriow mitochondriow

Prawdopodobienstw 0,999 0

0 obecnosci

presekwencji

(0 - 1,000)

Pozycje

aminokwasow

odpowiadajace:

1. sekwencji od3do7 brak

rozpoznawanej przez

TOM20

2. przewidywanym 14,21 43

miejscom odcig¢cia

presekwencji

3. amfipatycznej alfa od 2 do 12 (wysokie prawdopodobienstwo  od 1 do 10 (niskie prawdopodobienistwo

helisie wystapienia helisy) wystapienia helisy

Fadunek 0,214 0,07

Sekwencja 25 MLATRALSLI GKRAI STSVCLRAHG MADPAAGPPPSEGEESTVRFARKGA

aminolovssow koica M LATRALSLI CKRAI STSVCLRANG  MADPAAGPPPSEGEESTVRFARKCA

aminowego bialka | ATRALSLI GKRIAISTSVCLRAHG
z zaznaczonymi M1TR.SLIGKRAISTSVCLRAHG
M LATR

charakterystycznymi SLI GKRAI STSVCLRAHG
motywami
Legenda:
sekwencja rozpoznwana przez TOM20 aminokwasy:
wysokie prawdopodobiefistwo zasadowe
wystepowania dodatniego tadunku i .hydrofobowe
amfifilowosci polarne

niskie prawdopodobiefistwo wystgpowania
dodatniego tadunku i amfifilowosci

8.5 Aktywnos¢ enzymatyczna PKCBII we frakcji mitochondrialnej

Ustalenie lokalizacji PKCBII w mitochondriach po reperfuzji nie rozstrzyga o jej

aktywnosci katalitycznej w tych organellach. Dlatego wykonano test aktywnosci 7 vitro poprzez

58



Wyniki

oznaczenie fosforylacji histonu H1 katalizowanej przez PKCBIIL. Do reakcji fosforylacji uzyto
PKCBII wyizolowanej z mitochondriéw CA2-4, DG hipokampa pozyskanych po 1 (I/R 1h) i 96
godzinach (I/R 96h) reperfuzji oraz histonu H1 i ATP jako substratéw. Miara aktywnosci
enzymatycznej PKCBII byla ilo§¢ wytworzonego ufosforylowanego histonu HI1. Jak
przedstawiono na Ryc 15 wykazano przyrost fosforylacji histonu H1 w prébach zawierajacych
PKCBII wyizolowang zaréwno po 1 jak i po 96 godzinach od I/R w poréwnaniu do enzymu

izolowanego z kontrolnych mitochondriéw (Ryc. 15).

et ' " Ufosforylowany histon H1

CA2-4, DG

:
:

% Histon H1

K I/R 1h /R 96h

Ryc. 15 PKCBII obecna w mitochondriach jest aktywna enzymatycznie. PKCBII (z kontrolnych -
K iischemicznych - I/R 1h, 96h mitochondriéw regionu CA2-4, DG) immunoprecypitowano, a
nastepnie inkubowano z mieszaning reakcyjna zawierajaca histon H1 oraz ATP. Otrzymany eluat
poddano analizie western blot z uzyciem przeciwcial rozpoznajacych ufosforylowany oraz
nieufosforylowany histon H1. Widoczne prazki ufosforylowanego histonu H1 w prébach I/R 1h
i I/R 96 h $wiadcza o tym, ze PKCRII wyizolowana po 1/R wykazuje aktywnosé enzymatyczna.
n=3.

Jednoczesnie nie zaobserwowano zmian immunoreaktywnosci samego histonu HI,
co potwierdza, ze widoczne zmiany fosforylacji nie wynikaja z réznej zawartosci tego substratu
w mieszaninach reakcyjnych. Zatem wynik ten oznacza, ze po niedokrwieniu i reperfuzji
w mitochondriach zwigksza si¢ calkowita aktywnos$¢ enzymatyczna PKCBII, co moze by¢

zwigzane z jej poischemiczna translokacja do tych organelli.

8.6 Biologiczne skutki zahamowania aktywnosci enzymatycznej PKCRII

Do poznania efektu biologicznego obecnosci PKCBII w mitochondriach wykorzystano
narzedzia farmakologiczne oddzialujace na aktywnos¢ PKC. Doswiadczenie postuzylo
sprawdzeniu czy zahamowanie aktywnosci badanej kinazy wplynie na uszkodzenie komorek
nerwowych hipokampa w modelach: niedokrwienia mézgu 7z vivo i stresu ekscytotoksycznego

vitro.
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8.6.1 Badanie z wuicyiem modelu ekscytotoksycznosci w skrawkach
hipokampa szczura

W modelu uszkodzenia ekscytotoksycznego w organotypowej hodowli skrawkdow
hipokampa szczura, skrawki traktowano 100 uM NMDA w obecnosci 5 nM inhibitora PKCBII
257879-35-9 (Tanakaiwsp. 2004). Wartosci przedstawiono jako procent maksymalne;
intensywnosci fluorescencji jodku propidyny otrzymanej przy podaniu 500 pM NMDA.
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Ryc. 16 Inhibitor PKCB (257879-35-9) poglebia uszkodzenie zainicjowane przez 100 pM
NMDA. Organotypowe skrawki hipokampa inkubowano z 100 uM NMDA lub mieszanina 100
uM NMDA i 5 nM inhibitora PKCB przez 3 godziny. Po 24h, po podaniu jodku propidyny
skrawki fotografowano 1 zliczano intensywno$ci fluorescencji. Wartosci intensywnosci
fluorescencji poszczegdlnych skrawkéw przedstawiono jako procent maksymalnej fluorescencji
otrzymanej przy podaniu 500 uM NMDA ($rednia £SD z 3-4 do$wiadczen, przy czym w kazdym
doswiadczeniu analizowano 6-15 skrawkéw dla poszezegdlnych warunkéw doswiadcezalnych).
**p<0,01 NMDA+5 nM inhibitor PKCB vs 100 uM NMDA, ##p<0,01 100 uM NMDA vs
kontrola oraz NMDA+5 nM inhibitor PKC vs kontrola.

Jak przedstawiono na Ryc. 16 inhibitor poglebial uszkodzenie pierwotnie wywolane
dzialaniem NMDA o 33% w poréwnaniu do uszkodzenia wywolanego przez NMDA. Natomiast
sam inhibitor lub stosowany rozpuszczalnik — 0,1% DMSO nie wykazywal toksycznosci.

W drugim etapie doswiadczen skrawki w hodowli organotypowej traktowano 100 pM
NMDA w obecnosci peptydowego inhibitora PKCBII (BIIV5-3 w stezeniach 0,5; 1; 2 uM). W
skrawkach poddanych dziataniu 100 uM NMDA obserwowano uszkodzenie wicksze o 39% od
kontroli, zlokalizowane gléwnie w regionie CA1 hipokampa (Ryc. 17). Ekspozycja skrawkow na

dziatanie 100 pM NMDA w obecnosci inhibitora BIIV5-3 w stezeniu 1 1 2 uM spowodowato

zwickszenie uszkodzenia odpowiednio o 65 £ 13 % i 0 96 = 12% w poréwniu do kontroli.
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Ryc. 17 Inhibitor BIIV5-3 poglebia uszkodzenie skrawkéw hipokampa szczura wywolane przez
NMDA. (A) Jodek propidyny barwi martwe komoérki w skrawkach kontrolnych, poddanych
dzialaniu 100 pM NMDA oraz 100 uM NMDA i inhibitora BIIV5-3 (NMDA+ BIIV5-3), co
widoczne jest na zdjeciach w postaci czarnych punktow. (B) Wartosci intensywnosci fluorescencji
poszczegdlnych skrawkéw przedstawiono jako procent maksymalnej fluorescencji otrzymanej
przy podaniu 500 uM NMDA Dane wyrazone jako §rednia £SD z 3-4 doswiadczen, przy czym w
kazdym doswiadczeniu analizowano 9-12 skrawkéw dla  poszczegdlnych — warunkow
doswiadczalnych. **p<0,01 NMDA + 2 uM BIIV5-3 vs NMDA oraz NMDA + 1 uM BIIV5-3
vs NMDA , ##p<0,01 100 pM NMDA vs kontrola.
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Martwe komorki byly widoczne zaréwno w regionie CA1 hipokampa, jak i CA2-4, DG. Inhibitor
w stezeniu 0,5 uM nie wplynal znaczaco na zwigkszenie stopnia uszkodzenia w stosunku
do obserwowanego po podaniu NMDA (51 £ 6% vs kontrola). Peptyd TAT (1 pM), ktoéry
zapewnia wnikniecie BIIV5-3 do komorki, nie wykazal toksycznosci, podobnie jak inhibitor

podany do pozywki hodowlanej bez NMDA.

8.6.2 Badanie z uzyciem modelu catkowitego niedokrwienia moézgu
myszoskoczka mongolskiego

W kolejnym etapie przeprowadzono badania iz wivo z wykorzystaniem peptydowego
inhibitora oceniajace wplyw aktywnosci PKCBII na przezycie neuronéw po epizodzie
ischemiczno-reperfuzyjnym. Do dos$wiadczenia uzyto trzech grup zwierzat: kontrolnej, poddane;
5-minutowej ischemii i 7-dniowej reperfuzji (I/R + NaCl) oraz takiej, ktérej dodatkowo
bezposrednio po przywréceniu krazenia podawano inhibitor PKCBII (I/R + BIIV5-3) w dawce
3 mg/kg masy ciala. Po siedmiu dniach od epizodu ischemicznego przeprowadzono barwienie
skrawkéw moézgu hematoksyling i eozyna (H/E). W mozgach zwierzat kontrolnych, w regionie
CA1 hipokampa, zaobserwowano 96 * 7% prawidlowych morfologicznie neuronéw, u zwierzat
poddanych I/R jedynie 27 + 2%, natomiast podanie inhibitora BIIV5-3 spowodowato
zwickszenie uszkodzenia — tylko 16 = 1% neuronéw CA1 przezylo epizod niedokrwienny (Ryc.
18). W skrawkach wybarwionych H/E nie zaobserwowano znaczacych zmian w regionie CA2-4,

DG hipokampa.
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Ryc. 18 Inhibitor BIIV5-3 poglebia rozleglos¢ uszkodzenia wywolanego krétkotrwalym
niedokrwieniem moézgu myszoskoczka. Zwierzetom poddanym krétkotrwalej ischemii podawano
jednorazowo odpowiednio: sol fizjologiczna (I/R + NaCl) lub inhibitor IIV5-3 (I/R + BIIV5-3)
w dawce 3 mg/kg masy ciala. Po 7 dniach od przywrécenia krazenia zwierzgta perfundowano
4% PFA w PBS i skrawki mézgéw zatopione w parafinie barwiono hematoksyling i eozyng
(H/E). (A) Hipokampy barwione H/E oraz (B) powigkszenie neuronéw piramidowych regionu
CA1 hipokampa. Skala: 50 um. (C) Rozleglos¢ uszkodzenia CA1 zostala okreslona poprzez
zliczenie prawidiowych morfologicznie neuronéw w trzech obszarach regionu CA1 o dlugosci
200 pm i wyrazona jako $rednia liczba prawidlowych komérek + SD (n=3), **p<0,01 I/R
+ BIIV5-3 vs I/R + NaCl, #p<0,05 I/R + NaCl vs kontrola.

Dodatkowo skrawki mézgéw pochodzace od zwierzat opisanych powyzej testowano pod
katem fragmentacji DNA stosujac metod¢ TUNEL (Ryc. 19). Technika ta uzupelnila wyniki
uzyskane za pomocg barwienia H/E. W 7 dni po epizodzie niedokrwiennym w regionie CA1
odnotowano znaczace zwigkszenie liczby komoérek apoptotycznych do wartosci 16 * 2% w
poréwnaniu do kontroli, a zastosowanie BIIV5-3 zwickszylo te warto$¢ do 27 £ 3%. Ponadto,
barwienie TUNEL umozliwito zaobserwowanie trzykrotnego wzmocnienia fluorescencji w

regionie CA2-4, DG hipokampa zwierzat poddanych dziataniu BIIV5-3 w poréwnaniu do

zwierzat poddanych I/R, co $wiadczy o uszkodzeniu neuronéw réwniez i w tym regionie

63

http://rcin.org.pl



Wyniki

hipokampa. Podsumowujac, zahamowanie translokacji PKCBII do mitochondriéw powoduje
zwickszenie $miertelnosci komoérek w regionach CAl1 i CA2-4, DG hipokampa zaréwno w

modelu 7 vitro jak 1 in vivo.
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Ryc. 19 Inhibitor PKCBII poglebia proces apoptozy wywolanej krotkotrwatym niedokrwieniem
moézgu myszoskoczka. Podczas krotkotrwalego niedokrwienia moézgu zwierzetom podawano: sol
fizjologiczna (I/R + NaCl) lub inhibitor BIIV5-3 (I/R + BIIV5-3 w dawce 3 mg/kg masy ciala).
Po 7 dniach od przywrécenia krazenia zwierzeta perfundowano zimnym 4% PFA w PBS
1 izolowano skrawki moézgu, ktére barwiono metoda TUNEL. (A) Komorki apoptotyczne w CA1
hipokampa sa widoczne jako jasne punkty, a w regionie DG dodatkowo wskazane sa strzatkami
(B). Wykresy (C, D) ilustruja wyniki analizy komoérek TUNEL-pozytywnych wyrazonych jako
srednia wzglednej fluorescencji £SD, (n=3) **p<0,01 I/R + BIIV5-3 vs I/R + NaCl, #<0,05
I/R + NaCl vs kontrola.

8.7 Badanie mechanizmu endogennej neuroprotekcji, ktérego elementem
jest PKCBII

Jak pokazano w wyzej zaprezentowanych badaniach, przezycie komoérek po

krotkotrwalym niedokrwieniu mézgu w regionie CA2-4, DG hipokampa moze by¢ zwigzane z
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translokacja PKCBII do mitochondriéw oraz jej aktywnosciq w tych organellach. Wydaje sig, ze
badana kinaza moze oddzialywa¢ z biatkami mitochondrialnymi i1 poprzez wplyw na ich
aktywnos¢ prowadzi¢ do ochrony komoérek nerwowych. W celu poznania szczegdlow
neuroprotekcyjnego mechanizmu dziatania PKCBII wykonano szereg doswiadczent majacych na
celu wytypowanie biatek, z ktérymi moze oddzialywa¢ badany enzym oraz skutkéw
metabolicznych takich oddzialywan np.: zmiany w iloéci substratow energetycznych czy

szkodliwych zwiazkéw powstajacych podczas I/R.

8.7.1 Wytypowanie potencjalnych mitochondrialnych partneré6w PKCRII

W celu identyfikacji bialek mitochondrialnych, ktére potencjalnie moga oddzialywaé z
PKCBII wykorzystano metod¢ chromatografii powinowactwa typu pull-down 1 analizg
spektrometrii mas. W metodzie tej wykorzystano rekombinowana PKCBII sprzegnieta z CNBr-
sefaroza oraz biatka wyekstrahowane z czystej frakcji mitochondriéw otrzymanych z kontrolnych
hipokampdéw myszoskoczka. Na podstawie trzech niezaleznych dos$wiadczend analizowanych
jednoczes$nie wytypowano 10 bialek mitochondrialnych, ktére moga potencjalnie oddziatywac z
PKCRII (Tabela 6).

Tabela 6 Bialka mitochondrialne, z ktérymi moze oddziatywaé PKCBIL, wytypowane metodami
chromatografii powinowactwa i spektrometrii mas.

Numer Nazwa biatka Funkcja
dostepu
bazy
Uniprot
P15999 Syntaza ATP, podjednostka o Katalizuje reakcje syntezy ATP. Jest cz¢$cia domeny F1,
tzw. kompleksu V.
P10719 Syntaza ATP, podjednostka 3 Katalizuje reakcje syntezy ATP. Jest czescia domeny F1,
tzw. kompleksu V.
P49432 Dehydrogenaza pirogronianowa, Katalizuje oksydacyjna dekarboksylacje pirogronianu.
domena E1, podjednostka 8
P35571 Dehydrogenaza glicerolo-3- Katalizuje utlenienie glicerolo-3-fosforanu do
fosforanowa (mitochondrialna) fosfodihydroksyacetonu. Element wahadta glicerolo-3-
fosforanowego (transport réwnowaznikow redukujacych z
cytoplazmy do mitochondriéw).
QO66HF1 Oksydoreduktaza NADH- Element kompleksu I taficucha oddechowego. Przenosi
ubichinon, podjednostka 75 kDa  elektrony z NADH na ubichinon.
P97700 Transporter 2- Wymienia jablczan na 2-oksoglutaran przez wewnetrzna blone
oksoglutaran/jablczan mitochondrialng
P20788 Reduktaza ubichinol-cytochrom  Element kompleksu III tafncucha oddechowego. Przenosi
¢, Bialko Rieskego 1 typu zelazo- elektrony z NADH na ubichinon.
siarka
P13264 Glutaminaza typu nerkowego Katalizuje reakcje deamidacji glutaminy do kwasu
glutaminowego.
P52873 Karboksylaza pirogronianu Katalizuje przylaczenie CO2 do pirogronianu z utworzeniem
szczawiooctanu.
035796 Biatko p32 (c1qbp) Endogenny inhibitor megakanalu mitochondrialnego (MPTP).
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8.7.2 Weryfikacja oddziatywan PKCRII 2z potencjalnymi biatkowymi
partnerami mitochondrialnymi

Technika koimmunoprecypitacji posluzyla do potwierdzenia oddzialywan miedzy
PKCRII a biatkami wytypowanymi metoda chromatografii powinowactwa i spektrometrii mas.
Do doswiadczenia uzyto frakcji mitochondrialnej wyizolowanej z czesci CA2-4, DG hipokampa
po jednej godzinie od przywrdcenia krazenia po 5 minutowej ischemii 1 przeciwciala anty-
PKCRIIL. Kompleksy biatkowe zwiazane z PKCBII poddawano rozdzialowi elektroforetycznemu
SDS-PAGE 1 analizie western blot dla konkretnego biatka (Tabela 7).

Tabela 7 Zdjecia western blot obrazujace wyniki koimmunoprecypitacji wybranych biatek
mitochondrialnych z PKCBII w regionie CA2-4, DG wyizolowanych po 1 godzinie reperfuzji od
5 minutowego niedokrwienia mézgu myszoskoczka (p. str. 45).

Biatka wytypowane . Wyniki I
w analizie MS jako koimmunoprecypitacji
mitochondrialni partnerzy PKCI| MT IP
R
¥
Syntaza ATP, podjednostka a ’ ——
Syntaza ATP, podjednostka 3 . .
Dehydrogenaza pirogronianowa, 3
domena E1, podjednostka ‘ -
=
Dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa
(mitochondrialna) -
Oksydoreduktaza NADH-ubichinon - —p——
podjednostka 75 kDa »
Transporter 2-oksoglutaran/jabtczan p—

Biatko Rieskego 1 typu zelazo-siarka

Reduktaza ubichinol-cytochrom c, " ’ “

Glutaminaza typu nerkowego - - -
f ..,
Karboksylaza pirogronianu s

MT- frakcja mitochondrialna, IP-immunoprecypitat, bialka wspotwystepujace z PKCBII
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Tak skonstruowane dos$wiadczenie miato wskazaé czy rzeczywiscie w wyniku I/R dochodzi
do oddzialywania badanej PKCBII z wytypowanymi na wczesniejszym etapie biatkami
mitochondrialnymi. W 9 na 10 przypadkéw uzyskano potwierdzenie oddzialywania danego biatka
z PKCBIL

8.7.3 Wptyw PKCRII na aktywnos$¢ wybranych biatek mitochondrialnych

W celu zweryfikowania hipotezy méwiacej, ze PKCBII translokowana do mitochondriéw
po epizodzie ischemicznym moduluje aktywno$¢ enzymatyczna bialtek, przez co wplywa na los
komorki, zbadano wplyw inhibitora PKCBII (BIIV5-3) na aktywno$¢ dehydrogenazy
pirogronianowej (PDH) isyntazy ATP. Z listy bialek utworzonej w badaniach chromatografii
powinowactwa i spektrometrii mas wybrano powyzsze enzymy ze wzgledu na ich istotne miejsce
w metabolizmie energetycznym. Réwnolegle z pomiarem aktywnosci badano wzgledne zmiany
losci dehydrogenazy pirogronianowej isyntazy ATP. Do dos$wiadczen uzyto trzech grup
zwierzat: kontrolnych, poddanych ischemii i reperfuzji (I/R 1h + NaCl) oraz takiej, ktorej
dodatkowo podano inhibitor BIIV5-3 (I/R 1h + BIIV5-3). Pomiary aktywnosci wykonano za

pomoca zestawow firmy Abcam.

8.7.4 Pomiar wzglednej iloSci i aktywnos$ci dehydrogenazy pirogronianowej

Ilos¢ dehydrogenazy pirogronianowej (PDH) nie réznita si¢ ani miedzy regionami
hipokampa, ani mi¢dzy grupami eksperymentalnymi (Ryc. 20 A). Podobnie nie obserwowano
statystycznie istotnych rézni¢ w jej aktywnosci (Ryc. 20 B). Zahamowanie translokacji PKCBII do
mitochondriéw w probie I/R 1h + NaCl nie mialo wplywu na zmiany w aktywnosci
dehydrogenazy pirogronianowej. Dodatkowo obliczono wzgledng aktywno$¢ specyficzna PDH
dla kazdego z regionéw hipokampa (aktywnosé¢ PDH/ ilo§¢ PDH). Jak wida¢ na Ryc. 21 epizod
ischemiczno-reperfuzyjny nie zwigksza w sposob istotnie statystyczny aktywnosci dehydrogenazy
zarowno w CAl jak 1 w CA2-4, DG w poréwnaniu do kontroli. Dodanie inhibitora
BIIV5-3 nie mialo wplywu na zmiany aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej w CAl, czy
CA2-4, DG (Ryc. 21), co sugeruje brak wplywu PKCBII na przebieg reakcji katalizowanej przez
PDH w badanych warunkach.
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Ryc. 20 Ilos¢ (A) i aktywno$¢ (B) dehydrogenazy pirogronianowej (PDH) wyizolowanej z CA1 i
CA2-4, DG hipokampdéw otrzymanych ze zwierzat kontrolnych oraz poddanych 5 minutowe;
ischemii i 1h reperfuzji I/R (I/R 1h +NaCl) oraz po zastosowaniu inhibitora PKCBII (I/R 1h +
BIIV5-3). Wartosci sa wyrazone jako AmOD/min (n=3).
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Ryc. 21 Wzgledna aktywno$¢ specyficzna PDH mierzona w probach wyizolowanych z CA1 (A) 1
CA2-4,DG (B) po ischemii i reperfuzji (I/R 1h + NaCl) oraz po zastosowaniu inhibitora
PKCBII (I/R 1h + BIIV5-3). Wartosci sa wyrazone jako procent kontroli, n=3.
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8.7.4.1 Pomiar wzglednej ilosci i aktywnos$ci mitochondrialnej ATP-azy
(syntazy ATDP)

Innymi biatkami oddziatujacymi z PKCBII w mitochondriach CA2-4, DG po I/R 1h
sq podjednostki o 1 B syntazy ATP (p. str. 66-67). Ilos¢ syntazy ATP (domeny F1) juz w kontroli,
réznila si¢ istotnie migdzy regionami hipokampa - w cz¢$ci CA1 hipokampa obserwowano jej
mniej niz w CA2-4, DG (Ryc. 22). Zaleznos¢ ta widoczna byla réwniez w grupie I/R 1h + NaCl
oraz I/R 1h + BIIV5-3. Ponadto odnotowano mniejsza ilo$¢ syntazy ATP w prébach
wyizolowanych po ischemii oraz po podaniu inhibitora w poréwnaniu do kontroli w regionie
CA1l. Podobnie obserwowano istotne réznice dotyczace aktywnosdci syntazy ATP miedzy

poréwnywanymi regionami hipokampa (Ryc. 22).
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Ryc. 22 Tlos¢ (A) 1 aktywnos¢ (B) syntazy ATP wyizolowanej z CA1 i CA2-4, DG hipokampow
po jednej godzinie od ischemii (I/R 1h + NaCl) oraz po zastosowaniu inhibitora (I/R 1h +
BIIV5-3). Wartosci sa wyrazone jako AmOD/min (n=3). *p<0,05 CA1 vs CA2-4, DG, **p<0,01
CA1l vs CA2-4, DG, #p<0,05I/R 1h CA1 vs kontrola CA1 , ##p<0,01 I/R 1h + BIIV5-3 CA1
vs kontrola CA1.
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Wydaje sig, ze nizsze wartosci aktywnosci syntazy ATP w CAl (w poréwnaniu do CA2-4, DG)
odzwierciedlaja jej mniejsza lo$¢ w tym regionie. Nie zaobserwowano istotnie statystycznych
zmian w aktywnosci syntazy po epizodzie ischemiczno-reperfuzyjnym lub po podaniu inhibitora
PKCBII w poréwnaniu do grup kontrolnych w badanych warunkach reakcji. W przypadku
wzglednej specyficznej aktywnosci syntazy ATP (liczonej jako aktywnosé syntazy ATP dzielonej
przez ilos¢ syntazy ATP), gdzie kazdy z regiondéw hipokampa rozpatrywany jest osobno, nie
stwierdzono statystycznie istotnych réznic. Podanie inhibitora SIIV5-3 nie zmienito zdolnosci

katalitycznej syntazy ATP (Ryc. 23).
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Ryc. 23 Wzgledna aktywno$¢ specyficzna syntazy ATP mierzona w prébach wyizolowanych z
CAl1 (A) i CA2-4, DG (B) po ischemii i reperfuzji (I/R 1h +NaCl) oraz po zastosowaniu
inhibitora (I/R 1h + BIIV5-3). Wartosci sa wyrazone jako procent kontroli.

8.8  Opis mitochondrialnego metabolomu

Analizy metabolomiczne wykonano w celu zbadania wptywu I/R oraz inhibitora PKCBII
(BIIV5-3) na profil metabolitbw w mitochondriach regionu CA1 i CA2-4, DG hipokampa. W
niecelowanych analizach metabolomicznych z wykorzystaniem techniki GC-MS zidentyfikowano
43 metabolity w probach mitochondrialnych wyizolowanych z hipokampa myszoskoczka. Dane
uzyskane ze wszystkich préb badanych (kontrola, I/R+NaCl, I/R+BIIV5-3 z regionéw CA1 i
CA2-4, DG hipokampa) zostaly poddane wielowymiarowemu modelowaniu statystycznemu (p.
str. 50-51). Nienadzorowana analiza czynnikéw gtéwnych (PCA) stuzaca do pokazania powiazan
mi¢dzy zmiennymi wykazala prawidtowos$¢ przebiegu procesu analitycznego, co jest widoczne na
wykresie (Ryc. 24 A) jako skupienie prob kontrolnych (QC). Swiadczy to o stabilnosci systemu
podczas rozdziatu i detekcji oraz o wiarygodnosci analizy instrumentalnej. Ponadto, w analizie
PCA zauwazy¢ mozna separacje prob (Ryc. 24 B), widoczng jako umiejscowienie dwoch grup

obserwacji (CA1, CA2-4, DG) po obu stronach linii oznaczonej ,,t[1]”, czyli pierwszej gtdwnej
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sktadowej. Skladowa gléwna jest liniowa kombinacja badanych zmiennych 1umozliwia
obserwacje roznic miedzy grupami. Mozna zatem zalozy¢, ze obserwowany rozdzial préb wynika
prawdopodobnie z odmiennego profilu metabolitow jakie wystepuja pomigdzy dwoma regionami
hipokampa: CAl oraz CA2-4, DG (Ryc. 24 B). Jednoczeénie nie zaobserwowano wynikéw

odbiegajacych (ang. outliers) od obserwacji (test Hotelling's T2) oraz innych niepozadanych

trendow.
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Ryc. 24 Wizualizacja analizy czynnikow gléwnych (PCA) dla wynikéw analizy GC-MS. (A)
Skupienie punktéow reprezentujacych proby QC (czerwone oznaczenia) $wiadczy o bardzo dobrej
jakosci przebiegu analiz. Szarym kolorem oznaczono préby badane. (B) Rozdzial préb badanych
ze wzgledu na region hipokampa, z ktérego zostaly wyizolowane. Fioletowe oznaczenia — proby
mitochondrialne z CA1, zielone — préby mitochondrialne z CA2-4, DG. R*= 0,752, Q*= 0,278

W celu ewaluacji wynikéow analizy PCA zastosowano ortogonalng metode cz¢$ciowych
najwigkszych kwadratow (OPLS). W metodzie tej uwzgledniono przynalezno$é prob do danej

grupy badanej (CAl i CA2-4, DG). Na rycinie 25 widoczny jest wyrazny rozdzial grup ze

wzgledu na region hipokampa, co potwierdzito obserwacje widoczng w PCA.
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Ryc. 25 Wizualizacja analizy ortogonalnej cze$ciowych najwigkszych kwadratéw (OPLS) dla
wynikow analizy GC-MS pokazujaca rozdzial prob badanych ze wzgledu na region hipokampa.
R*=0,557; Q*= 0,75

Dodatkowo dla kazdego z badanych regionéw hipokampa wykonano analiz¢ cz¢Sciowych
najwickszych kwadratow (PLS), w ktérej wskazano przynalezno$¢ prob do grup badanych (Rye.
26). Dzigki uzyciu tej metody zauwazono, ze wyizolowane z CAl préby grupuja si¢ razem
tworzac trzy niezalezne skupienia punktéw odpowiadajce trzem grupom badanym (kontrola, I/R
1h + NaCl, I/R 1h +pIIV5-3). Dla regionu CA2-4, DG punkty reprezentujace badane grupy sa
bardziej rozproszone, co §wiadczy o tym, ze réznice pomiedzy grupami badanymi nie sa az tak

wyrazne jak w przypadku regionu CAl.
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Ryc. 26 Wizualizacja analizy cze¢sciowych najwickszych kwadratéw (PLS) dla wynikéw analizy
GC-MS. (A) Préby mitochondrialne z CA1, R*= 0,482; Q= 0,305 (B) préby mitochondtialne z
CA2-4, DG, R*= 0,739; Q*= 0,309
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Dane, otrzymane dzi¢ki narzedziom statystyki wielowymiarowej, sugeruja, ze widoczne réznice

miedzy probami wynikaja z odmiennego profilu metabolitéw miedzy regionami hipokampa

(analiza PCA Ryc. 24, OPLS Ryec. 25) oraz miedzy grupami badanymi (PLS Ryc. 20).

W celu zbadania co powoduje rozdzial préb z regiondéw hipokampa o réznej wrazliwosci

na niedokrwienie, CA1 i CA2-4, DG (obserwowany na Ryc. 25), w pierwszej kolejnosci

przeanalizowano widma masowe z préb kontrolnych w celu identyfikacji poszczegdlnych

metabolitéw (Tabela 8). Wykazano, ze istnieja substancje, ktorych ilosci® r6znig si¢ w zalezno$ci

od czesdci hipokampa, z ktérego zostaly wyekstrahowane. Zidentyfikowane metabolity naleza do

réznych klas zwigzkow organicznych takich jak: aminokwasy, kwasy karboksylowe wraz z

kwasami tluszczowymi czy pochodne puryn. W Tabeli 8 za pomoca proporcji (Srednia warto§é

intensywnosci sygnalu MS w prébie kontrolnej z CA2-4, DG/ $rednia warto$¢ intensywnosci

sygnatu MS w probie kontrolnej z CA1) ilosci danego zwiazku wskazano metabolity dominujace

w regionie CA2-4, DG (2,20-1,21) lub CA1 (0,88-0,53) oraz metabolity o jednakowej ilosci w obu

regionach (1,17-0,94).

sposob  uzyskano prawdopodobny profil

metaboliczny

(biochemiczny ,,odcisk palca”) regionéw CA1 i CA2-4, DG w prébach kontrolnych (Tabela 8).

Tabela 8 Zawarto§¢ metabolitéw w mitochondriach wyizolowanych z regionéw CA1l i CA2-4,
DG hipokampéw z grupy kontrolnej. Dane zostaly przedstawione z uwzglednieniem réznic
zaobserwowanych pomiedzy strukturami hipokampa.

Nazwa metabolitu Srednia warto$¢ intensywnoséci sygnatu MS Proporcja

CA1l CA2-4, DG CA2-4, DG/CA1
a-tokoferol 16691,1223 36786,59036 2,20
Fenyloalanina 9172,609065 19036,12461 2,08
Leucyna 76046,79341 136244,0252 1,79
Hipoksantyna 5832,810363 10318,9689 1,77
Glicerol 193673,714 326872,1139 1,69
Tyrozyna 11154,68634 18132,68056 1,63
Walina 22174,85747 34651,21324 1,56
Izoleucyna 13337,00385 20764,34461 1,56
Kwas fumarowy 6547,465303 10113,63346 1,54
Kwas asparaginianowy 132842,2575 192906,7412 1,45
Kwas etyloheksanowy 4745,587483 6839,952065 1,44
Kwas dehydroaskorbinowy 3105,091816 4206,228616 1,35
Kreatynina 29233,48813 38029,82895 1,30
Treonina 8605,393138 11075,05854 1,29

2 W metodzie GC-MS nie oznaczano st¢zenia metabolitéw. Wzgledna miara ilosci zidentyfikowanych zwiazkéw jest
intensywno$¢ sygnatu, czyli liczebno$¢ jonéw danej czasteczki wykrytych w detektorze MS.
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Nazwa metabolitu Srednia warto$¢ intensywnosci sygnatu MS Proporcja

CA1l CA2-4, DG CA2-4, DG/CA1
Seryna 32194,22092 41149,29567 1,28
Kwas jabtkowy 10430,0898 13184,53378 1,26
Kwas nonanowy 16662,15387 21057,41571 1,26
Kwas arachidonowy 9986,860696 12586,72999 1,26
Kwas mlekowy 102018,2745 128087,618 1,26
Alanina 43404,25388 52363,24058 1,21
Kwas glicerynowy 3323,592996 3903,195651 1,17
Rybozo-5-fosforan 14795,83684 16993,54675 1,15
Kwas pirogronowy 4608,60437 5268,506833 1,14
Kwas fosforowy 1676845,301 1869919,813 1,12
Kwas N-acetylo-L-asparaginowy 54321,19902 60087,0629 1,11
Prolina 5563,080936 5974,780292 1,07
Cholesterol 1339279,698 1393795,187 1,04
Kwas glutaminowy 168517,2083 170268,6462 1,01
Kwas piroglutaminowy 74730,59991 73000,10363 0,98
Inozyno-5'-monofosforan 5369,501952 5192,11212 0,97
Adenozyno-5"-monofosforan 24091,03128 23063,70327 0,96
Kwas oleinowy 2994228008 2814484717 0,94
Kwas bursztynowy 4525,016668 4240,682469 0,94
Myo-inozytol 179155,6907 158246,502 0,88
Kwas cytrynowy 13111,70095 1149423215 0,88
Kwas palmitynowy 321567,1519 276093,1336 0,86
Kwas mirystynowy 12774,26454 10785,05661 0,84
Kiwas stearynowy 365758,4812 304308,5937 0,83
Glicerolo-3-fosforan 5819,796369 4822 045428 0,83
Mocznik 18775,43432 13579,85849 0,72
Hydroksymocznik 1485,495522 972,2220456 0,65
Pirofosforan 36931,69531 22796,88683 0,62
Glicyna 32014,94424 19597,70767 0,61
Glukoza 574356,9902 320549,4199 0,56
Monostearynian glicerolu 113869,2677 60035,60249 0,53

Legenda

&3 Kolory zawarte w tabeli koresponduja z

>

1,5

ilo$cia danego metabolitu w regionie

1.25 CA2-4, DG. Im wigksza ilo§¢ tym skala

1 jest bardziej czerwona, im nizsza — tym
0.7 Lomérka z wartoscia jest bardzie]

9> el
0’25 ciemnozielona.
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Analogicznie do préb kontrolnych, opisano profil metaboliczny dla grupy ischemicznej
(I/R 1h + NaCl) oraz dla tej, w ktérej zwierz¢tom bezpostrednio po niedokrwieniu mézgu
podawano inhibitor PKCBII (1/R 1h + BIIV5-3). Analiza wykazala, ze zaréwno I/R jak i
inhibitor powoduja zmiany w ilosci zidentyfikowanych metabolitéw. Dodatkowo, wsréd
obserwowanych zmian metabolitéw poszukiwano zwiazku z mitochondrialnymi biatkami
zidentyfikowanymi jako partnerzy PKCBII. Z racji tego, ze PKCBII moze oddzialywaé z
dehydrogenaza pirogronianows i karboksylaza pirogronianows (p. str. 66-67), skupiono si¢ na
analizie metabolitéw zwiazanych z przemianami pirogronianu (cytrynian, bursztynian, fumaran,
jablczan, alanina, asparaginian).

W analizie metabolomicznej, nie odnotowano istotnie statystycznych zmian w ilosci
pirogronianu, cytrynianu i bursztynianu w mitochondriach (Ryc. 27) — ani mie¢dzy regionami
hipokampa, ani grupami badanymi. Ilosci fumaranu i jablczanu po jednogodzinnej reperfuzji byty
wigksze w mitochondriach regionu CA2-4, DG w poréwnaniu do CA1. Ponadto, lo$¢ jablczanu
w mitochondriach regionu CA2-4, DG odnotowana po I/R byla istotnie wigksza od wartosci
kontrolnej. Po podaniu inhibitora BIIV5-3 ilosci fumaranu i jablczanu w obu regionach byly

zblizone do ilosci obserwowanych w grupie kontrolne;.
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Ryc. 27 Ilodci wybranych metabolitow wyrazone jako $rednie wartodci intensywnosci sygnatu
mierzonego metodg GC-MS. Kursywa zaznaczone sa zwiazki, ktore nie zostaly zidentyfikowane
w analizie GC-MS. Wartosci sa wyrazone jako $rednia liczebnos$¢ jonéw danej czasteczki =SD,
(n=3), *p<0,05 I/R 1h +NaCl CA2-4, DG vs I/R 1h + NaCl CA1 oraz I/R 1h + BIIV5-3 CA2-
4, DG vs I/R 1h + BIIV5-3 CA1; **p<0,01 I/R 1h +NaCl CA2-4, DG vs I/R 1h +NaCl CA1,
#p<0,05I/R 1h +NaCl CA2-4, DG vs kontrola CA2-4, DG oraz I/R 1h + BIIV5-3 CA2-4, DG
vs kontrola CA2-4, DG.

Chcac lepiej zrozumieé otrzymane wyniki zastosowano dodatkowy sposob wizualizacji
danych — tzw. wykresy crossover. Kolejne zwigzki posrednie danego szlaku metabolicznego (tu
pirogronian i substraty cyklu kwasu cytrynowego) sa zaprezentowane na osi odcigtych. Ilosé
badanych zwigzkéw jest wyrazona na osi rzednych jako procent wartoéci kontrolnych. Taki
sposob przedstawienia wynikow umozliwia przesledzenie zmian w procesie metabolicznym w
poréwnaniu do kontroli (przedstawionej na wykresie jako linia pozioma o wartosci 100%) 1 jest
znany w badaniach metabolizmu (Norberg i Siesjo 1974, Folbergrova 1 wsp. 1974, Yang i wsp.
2000).

76



Wyniki

Na podstawie wykresoéw crossover (Ryc. 28) wydaje si¢, ze biochemiczne odpowiedzi

mitochondriéw po godzinnej reperfuzji, widoczne jako zmiany ilo$ci metabolitéw, sa odmienne

w kazdym z badanych regionéw hipokampa.
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Ryc. 28 Zawarto§¢ metabolitow cyklu kwasu cytrynowego w mitochondriach regionow CA1 i
CA2-4, DG hipokampa po jednogodzinnej reperfuzji (I/R 1h + NaCl). Wartosci sa wyrazone
jako procent kontroli £SD, n=3, *p<0,05 I/R 1h CA2-4, DG vs kontrola.

Podanie inhibitora BIIV5-3 bezposrednio po I/R nie wplynelo istotnie na zmiany ilosci
metabolitéw w regionie CAl hipokampa w poréwnaniu do grupy kontrolnej czy poddanej
ischemii i reperfuzji (Ryc. 29). Oprocz cytrynianu, ilodci pirogronianu, bursztynianu, fumaranu i
jablczanu nie ulegly zmianie w stosunku do I/R.

Natomiast w mitochondriach CA2-4, DG po podaniu inhibitora, obserwowano tendencje
wskazujaca na odmienny charakter zmian w poréwnaniu do I/R.

Ponadto, poréownujac wykresy (CA1 i CA2-4, DG) zmian metabolitéw po podaniu
inhibitora BIIV5-3 mozna zasugerowac, ze w obu regionach hipokampa tendencje w zmianach
lodci pirogronianu, cytrynianu, fumaranu i jablczanu sa podobne.
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Ryc. 29 Poréwnanie zawarto$ci metabolitow cyklu kwasu cytrynowego w mitochondriach
regionéw CA1 i CA2-4, DG hipokampa po jednogodzinnej reperfuzji (I/R 1h + NaCl) i po
podaniu inhibitora (I/R Th+ BIIV5-3). Wartosci sa wyrazone jako procent kontroli £SD, n=3.
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Oprécz  zwiazkéw  posrednich  cyklu  kwasu  cytrynowego, metoda GC-MS
zidentyfikowano metabolity (alanina, asparaginian), ktére potencjalnie moga dostarcza¢ substraty
do cyklu. Reakcja transaminacji alaniny i 2-oksoglutaranu (zgodnie z réwnaniem 1) moze byé
dodatkowym zrédlem pirogronianu.

Rownanie 1

2-oksoglutaran + alanina 2 glutaminian + pirogronian

Po podaniu inhibitora BIIV5-3 zaobserwowano wigksza statystycznie ilo§¢ alaniny w
mitochondriach regionu CA2-4, DG w poréwnaniu do CA1 (Ryc. 27). Obserwacja ta moze
sugerowac przesuniecie roéwnowagi reakcji transaminacji w kierunku syntezy alaniny w regionie
CA2-4, DG.

Natomiast ilo§¢ asparaginianu nie rézni si¢ istotnie statystycznie migdzy badanymi
grupami. Jednak ilo$ci N-acetylo-aspraginianu (Ryc. 27), z ktérego moze powstawaé asparaginian,
sa wigksze w mitochondriach regionu CA2-4, DG niz w CAl zaréwno w grupie poddanej I/R
+ NaCl jak i w grupie poddanej I/R + NaCl oraz dziataniu inhibitora BIIV5-3.
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9. Dyskusja

Przedstawiony projekt jest kontynuacja badan prowadzonych w Pracowni Biologii
Molekularnej IMDiK PAN dotyczacych poznania roli réznych izoform kinaz biatkowych C
(PKC) w procesach prowadzacych do poischemicznej eliminacji neuronéw oraz w endogennej
neuroprotekcji. W niniejszej pracy zaprezentowano udzial zlokalizowanej w mitochondriach
kinazy bialkowej C BII w endogennym procesie neuroprotekcyjnym uruchamianym po
krotkotrwalym epizodzie ischemiczno-reperfuzyjnym mézgu myszoskoczka mongolskiego.

Badania wykazaly, ze PKCBII jest biatkiem, ktérego immunoreaktywnos¢ zwigksza si¢
po epizodzie ischemiczno-reperfuzyjnym moézgu (I/R) wylacznie w mitochondriach czedci
hipokampa odpornej na niedokrwienie (CA2-4, DG), co sugeruje udzial tej kinazy w procesach
adaptacyjnych chronigcych komorki nerwowe tego regionu. Stad celem przedstawianej pracy
bylo: zweryfikowanie hipotezy o neuroprotekcyjnym dzialaniu izoformy PKCBII wewnatrz
mitochondriéw oraz poznanie mitochondrialnego mechanizmu dzialania tej kinazy
prowadzacego do przezycia komoérek nerwowych w regionie CA2-4, DG hipokampa po
krotkotrwalym  epizodzie niedokrwiennym moézgu. Przypuszczono, ze ochronne dzialanie
PKCBII moze polega¢ na jej translokacji/aktywacji w mitochondriach, co wiazaloby si¢ z
uruchomieniem proceséw neuroprotekcyjnych. Dlatego tez, skupiono si¢ na poznaniu
jej mitochondrialnych partneréw bialkowych oraz poszukiwaniu mitochondrialnych réznic
metabolicznych miedzy badanymi regionami hipokampa, ktére wskazywalyby na S$ciezke
modulowang przez PKCBIIL

W chwili rozpoczecia opisanych w tej rozprawie badan, istnialy doniesienia o szkodliwym
wplywie zahamowania aktywnos$ci PKCB na komoérki nerwowe w modelach prekondycjonowania
ischemicznego moézgu myszy (Bu i wsp. 2011) 1 uszkodzenia ekscytotoksycznego w skrawkach
hipokampa szczura (Kowalczyk i wsp. 2012). Wyniki te staly si¢ przestankami sugerujacymi
ochronne dzialanie PKCB w mézgu. Doswiadczenia zaprezentowane w tej pracy dowodza, ze z
dwoch izoform PKC(B to PKCBII moze mie¢ udzial w endogennej neuroprotekcji w modelu

calkowitego, krétkotrwatego niedokrwienia mézgu myszoskoczka mongolskiego.

9.1 PKCBII a mitochondria

W ponizszym projekcie metoda western blot wykazano obecno$¢ PKCB we frakcjach
mitochondrialnych otrzymanych w réznych czasach po I/R (1 i 96 godz.) z obu regionéw

hipokampa myszoskoczka. Wystegpowanie PKCB w mitochondriach zaobserwowano po raz
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pierwszy w komorkach Miillera siatkéwki oka karpia (Fernandez i wsp. 1995) oraz pdzniej w
moézgu myszy (Bu i wsp. 2011) i myszoskoczka (Kowalczyk 1 wsp. 2012).

Wyniki przedstawione w tej rozprawie, oprocz detekcji PKCB w mitochondriach
hipokampa wykazuja, ze po I/R immunoreaktywno$¢ tej kinazy zwicksza si¢ gtownie w czesci
hipokampa mato wrazliwej na niedokrwienie — CA2-4, DG (patrz str. 52, Ryc. 9), co jest spojne z
wynikami uzyskanymi wczedniej w naszej pracowni (Kowalczyk i wsp. 2009, 2012). W celu
rozstrzygniecia czy odnotowany przyrost sygnalu dotyczy obu izoform PKCB, czy tez tylko
jednej z nich, przeprowadzono dodatkowe testy dla kazdego z enzymoéw. Uzyskane wyniki (str.
53, Ryc. 10) wskazuja, ze to izoforma BII jest ta, ktérej immunoreaktywno$¢ zwigksza si¢ po I/R
w regionie CA2-4, DG hipokampa. Szczegdlne zainteresowanie wzbudza fakt, ze wzmocnienie
immunoreaktywnosci PKCBII w mitochondriach jest widoczne juz jedna godzing po
niedokrwieniu. Obserwacja ta moze §wiadczy¢ o udziale tej kinazy we wczesnej odpowiedzi
komorek na sygnal ischemiczno-reperfuzyjny. Bazujac na danych literaturowych wykluczono
mozliwos¢ syntezy PKCBII de novo, poniewaz wskutek krotkotrwalej ischemii (tj. 3-5 min)
obserwuje si¢ zablokowanie syntezy bialek w calym hipokampie myszoskoczka. Dopiero po
dluzszym czasie od momentu reperfuzji (5-48 godz. dla CAl; = 1,5 godz. dla CA2-4, DG)
obserwuje si¢ stopniowe przywrocenie czynnosci aparatu translacyjnego komorki (Thilmann i
wsp. 1986, Araki 1 wsp. 1990). W zwigzku z tym wykonano doswiadczenia majace na celu
potwierdzenie koncepcji poischemicznego przemieszczenia si¢ PKCBII do mitochondriéw. Jak
wspomniano we wstepie, przemieszczenie si¢ PKC w odpowiedzi na bodziec, np. sygnal
ischemiczny, z cytoplazmy do obszaréw zwiazanych z blonami jest zjawiskiem powszechnym
(Wolf 1 wsp. 1985, Zabtocka 1 wsp. 2001, Churchill i Szweda 2005, Parton 1 Simons 2007, Qi i
Mochly-Rosen 2008, Kowalczyk 1 wsp. 2009). W celu zweryfikowania hipotezy o translokacji
PKCRBII jako elementu mechanizmu neuroprotekcyjnego, zastosowano peptyd BIIV5-3, ktory jest
selektywnym inhibitorem tego procesu. Technika mikroskopii elektronowej postuzyta do
wyznakowania kinazy bezposrednio w tkance. Wigksza ilos¢ PKCBII byla widoczna w
mitochondriach hipokampa po I/R w poréwnaniu do kontroli, natomiast zastosowanie inhibitora
BIIV5-3 spowodowalo zahamowanie translokacji PKCBII do wnetrza mitochondriow.
Obserwacje mikroskopowe byly spojne 2z wynikami western blot. Zmniejszenie
immunoreaktywnosci po uzyciu peptydowego inhibitora potwierdzilo zalozenie, ze
poischemiczne wzmocnienie sygnalu PKCBII obserwowane we frakcji mitochondrialne;
zwigzane jest z jej translokacja z cytoplazmy do mitochondriéw (str. 55-56 Ryc. 12). Jak
wspomniano, translokacja PKC do réznych przedzialéw komorki jest charakterystyczng

wlasciwoscia tych enzyméw. Docelowy przedzial komoérkowy danej izoformy moze
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determinowa¢ mechanizm jej dzialania oraz substraty czy partneréw, z ktérymi moze
oddziatywa¢. W przypadku przemieszczenia si¢ PKC do mitochondriow mowi si¢ zazwyczaj o
dwoch konsekwencjach tego zjawiska: o przezyciu lub §mierci komorek. Znane sa doniesienia o
translokacji PKCe do mitochondriéw w modelach prekondycjonowania ischemicznego moézgu i
serca, ktéra wspomaga rozwoj tolerancji na niedokrwienie i w obliczu stresu ischemiczno-
reperfuzyjnego  dziala ochronnie na komorki, dzigki oddzialywaniu z  biatkami
mitochondrialnymi. Postulowane dzialanie PKCe obejmuje m.in. regulacje aktywnosci i
translokacji bialek antyapoptotycznych, np. Bcl-2 (Lu 1 wsp. 2007) oraz proapoptotycznych, np.
Bid do mitochondriow (Sivaprasad i wsp. 2007). Zwigkszenie ilosci PKCe w mitochondriach
poprzez uzycie specyficznego aktywatora translokacji tej kinazy wzmaga oddychanie komérkowe,
zwicksza poziom fosforylacji bialek taficucha transportu elektrondéw (Dave 1 wsp. 2008),
zmniejsza produkcje reaktywnych form tlenu ipobudza detoksykacje aldehydow (Sun i wsp.
2013). Z kolei przemieszczenie sic PKCS do mitochondriéw w odpowiedzi na reperfuzje
zwigzane jest z uruchomieniem procesow prowadzacych do apoptozy i/lub nekrozy komorek.
Uwaza si¢, ze powoduje ona zmiany w przekazywaniu sygnatlu wapniowego, wraz z H,O, znosi
potencjal blonowy, umozliwia wyplyw cytochromu c i aktywacje kaspazy 3 (Majumder i wsp.
2000). Przytoczone obserwacje wskazuja na to, ze nie sama aktywnos§¢ PKC, lecz rowniez ich
translokacja jest elementem proceséw decydujacych o dalszych losach komorek.

W nastgpnym etapie prezentowanych tu badan dowiedziono, ze po 1 godzinie od ischemii
PKCBII moze przebywaé w macierzy mitochondrialnej. Istniejq izoformy PKC, ktére wykrywano
w mitochondriach w mézgu po I/R — ¢, 8, o, y, p (Kowalczyk i wsp. 2009), lecz nie wykazano
ich dokladnej lokalizacji wewnatrz tych organelli. W przypadku PKCe okreslono jej polozenie
jako ,,zwiazane” z wewnetrzng blona mitochondrialng (Budas i wsp. 2010). Analiza sekwencji
aminokwasowej PKCBII wykazala, Zze nie zawiera ona klasycznej presekwencji kierujacej do
mitochondriow (p. str 57-58). Wynik ten moze sugerowad, ze ta kinaza moze by¢ wyposazona w
nietypowa sekwencje kierujaca lub podlega innemu mechanizmowi przemieszczania do
mitochondriéw niz biatka zawierajace taka sekwencje. PKCe réowniez nie zawiera sekwencii
aminokwasowej kierujacej do mitochondriow, ale jej import do tych organelli jest mozliwy dzigki
oddziatywaniu z biatkiem opiekuiczym Hsp90 oraz kompleksem TOM (Budas i wsp. 2010).
Natomiast PKC8 przemieszcza si¢ do mitochondriéw niezaleznie od aktywnosci Hsp90 (Budas i
wsp. 2010). W komorce istnieja jeszcze inne biatka opiekuncze m.in. Hsp70, Hsc70 i Hsp40
(Young i wsp. 2003, Bhangoo i wsp. 2007), ktére posrednicza w transporcie bialek do
mitochondriéw. Dlatego mozliwe jest, ze pozostale PKC sg transportowane w inny sposéb

niz PKCe. Istnieja doniesienia o oddzialywaniu PKCBII z Hsp70 i Hsp90, lecz nie w kontekscie
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mitochondrialnego importu a dojrzewania i stabilizacji czasteczki PKCBII (Gould 1 wsp. 2009)
oraz zapobiegania zmniejszenia liczby dojrzalych (ufosforylowanych w  trzech miejscach
regulatorowych i pozostajacych w stanie autoinhibicji) form biatka PKCBII w cytoplazmie (Gao i
Newton 2002, 20006, Stahelin 2014). Zatem dalsze badania sa niezb¢dne, aby wyjasni¢ mechanizm

poischemicznego przemieszczania si¢ PKCBII do mitochondriéw hipokampa.

9.2 PKCBII a neuroprotekcja

Chcac odpowiedzie¢ na pytanie, czy aktywnos¢ PKCBII wewnatrz mitochondriow
pomaga komoérkom nerwowym przezy¢ w regionie CA2-4, DG hipokampa, po uszkodzeniu
niedokrwienno-reperfuzyjnym przeprowadzono szereg doswiadczen, w ktérych uzywano
inhibitoréw PKCBIL. W rozdziale Wyniki (str. 60-62) pokazano, ze zahamowanie aktywnosci
enzymatycznej PKCBII powoduje poglebienie uszkodzenia pierwotnie wywolanego przez
NMDA w skrawkach hipokampa szczura. Wyniki te potwierdzily rezultaty otrzymane przez
Kowalczyk 1 wsp. (2012). Do do$wiadczenia uzyto inhibitora PKCB (257879-35-9), ktory
wspolzawodniczy z ATP o centrum aktywne. Tanaka i wsp. (2004) wykazali, ze posiada on 60-
krotnie wigksze powinowactwo do PKCp niz wobec izoform a, e 1 y przy 1Cso = 5nM. Inhibitor
zostal zaklasyfikowany przez Anastassiadisa i wsp. (2011) jako drugi najbardziej selektywny
inhibitor PKC z 7 badanych, ale rownoczes$nie wykazano, ze moze on hamowac inne kinazy, np.
JAK3, FLT3, czy RSK. Inna grupa badawcza potwierdzila, ze inhibitor opisany przez Tanake
1 wspolpracownikéw (2004) hamuje kinaze janusowa JAK3 (McDonnell i wsp. 2014). Wyniki te
poddaja w watpliwo$¢ selektywnos§¢ inhibitora 257879-35-9 zastosowanego przeze mnie w
hodowli skrawkow hipokampa iz vitre. Niemozliwym zatem jest oszacowanie, czy otrzymane
wyniki — zwigkszone uszkodzenie tkanki sa skutkiem zahamowania jedynie PKCBII, czy rowniez
innych kinaz. W celu rozstrzygnigcia watpliwosci co do roli PKCBII w neuroprotekeji
wykorzystano selektywny peptydowy inhibitor (BIIV5-3), przy pomocy ktérego zahamowano
przemieszczanie si¢ PKCBII do mitochondriéw, a tym samym jej aktywno$¢ wewnatrz tych
organelli. Wskutek tego dzialania doszlo do wzmocnienia uszkodzenia w modelu 7 vitro -
ekscytotoksycznym modelu uszkodzenia skrawkéw hipokampa szczura (str. 62 Ryc. 17) 1 in vivo-
krotkotrwalym niedokrwieniu mézgu myszoskoczka (str. 62-64 Ryc. 18 i 19). Na tej podstawie
mozna sugerowal, ze do przezycia komérek po I/R mézgu potrzebna jest aktywna PKCBII
znajdujaca si¢ wewnatrz mitochondriow. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze na efekt nasilenia
uszkodzenia wplynelo tez zahamowanie translokacji PKCBII do innych przedzialow
komoérkowych, co nie bylo badane w tej pracy. Tak jak opisano wczesniej w rozdziale Materialy i

Metody (str. 34-35), inhibitor BIIV5-3 jest peptydem uniemozliwiajacym oddzialywanie izoformy
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PKCBII z biatkiem RACKI. Sekwencja aminokwasowa BIIV5-3 jest charakterystyczna tylko dla
PKCRII 1 dzigki temu ma selektywne dzialanie wobec tej izoformy (Stebbins i Mochly-Rosen
2001). Tego typu peptydy uzywano z powodzeniem w badaniach nad udzialem PKCe i 8 w
modelach choréb ukladu sercowo-naczyniowego (Churchill i wsp. 2009, Palaniyandi i wsp. 2009).
Stuzyly one do potwierdzenia hipotez o korzystnym (PKCe) lub szkodliwym (PKCS) efekcie
translokacji tych kinaz do mitochondriow. Ponadto peptydowy inhibitor PKC8 pomyslnie
przeszed! badania kliniczne II fazy u pacjentéw z ostrym zawalem serca (Bates 1 wsp. 2008), co
sugeruje wysokg specyficznosc¢ inhibitoréw tego typu.

W literaturze mozna znalez¢ liczne doniesienia o poischemicznej translokacji/aktywacii
kinaz biatkowych C, co moze mie¢ zwiazek z rola PKC w odpowiedzi komoérki na sygnat
niedokrwienny (Harada i wsp. 1999, Zablocka i wsp. 2001, Matsumoto i wsp. 2004, Kowalczyk 1
wsp. 2009, Dave 1 wsp. 2011). Wséréd mechanizméw dziatania PKC badanych w modelach
ischemicznego prekondycjonowania mozna wyrdzni¢ wezesniej wspomniana neuroprotekcyjna
fosforylacje bialek mitochondrialnych przez PKCe (Budas i wsp. 2010), jednak pewne izoformy
PKC bywaja szkodliwe dla komoérek. Przykladem jest izoforma vy, ktéra moze prowadzi¢ do
$mierci komorek poprzez oddzialywanie z receptorem NMDA podczas ischemii (Chakravarthy i
wsp. 1998, MacDonald i wsp. 2001), powodujac niekontrolowany naplyw jonéw wapnia do
komoérek (Arundine i Tymianski 2004). Natomiast brak PKCy u myszy genetycznie
zmodyfikowanych powoduje zwickszenie uszkodzenia w trakcie reperfuzji, sugerujac tym samym
korzystne dzialanie tej kinazy w okresie po przywroceniu krazenia (Aronowski i wsp. 2000).
PKC{ posredniczy w uszkodzeniu wywolywanym przez NMDA w hodowli neuronéw
pierwotnych, a jej hamowanie poprawia stan komoérek (Koponen i wsp. 2003).

Zaangazowanie PKCB w ochron¢ komoérek nerwowych zostalo poznane w modelach:
hartowania ischemicznego mézgu myszy (Bu 1 wsp. 2011, Liu 1 wsp. 2005, Niu i wsp. 2005, Yang
1 wsp. 2010) 1 uszkodzenia wywolanego przez OGD (Wang i wsp. 2004). Ponadto sugeruje si¢, ze
PKCB moze uczestniczy¢ w procesach neuroprotekcyjnych i regeneracyjnych w niektorych
narzadach zmystéw. Przypuszcza sig, ze PKCBII chroni komorki wioskowate wewnatrz narzadu
Cortiego ze wzgledu na jej udzial w przekaznictwie nerwowym i utrzymaniu homeostazy jonowe;
w uchu wewnetrznym (Ladrech 1 wsp. 2007). Co wigcej, istotnosc roli jaka pelni ona w narzadzie
stuchu podkresla fakt, ze mutacja zmiany sensu w genie kodujacym PKCp segreguje z utrata
stuchu w zakresie niskich czestotliwosci w rzadkiej chorobie Ménic¢re’a (Martin-Sierra 1 wsp.
2016). Natomiast w komorkach siatkéwki wyizolowanych z uszkodzonego nerwu wzrokowego,
uzycie aktywatoréw PKCB powoduje wzmozony wzrost zakonczen nerwowych (Wu i wsp. 2003).

Na podstawie przedstawionych przeze mnie wynikéw mozna wnioskowad, ze PKCBII wydaje si¢
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by¢ zaangazowana w procesy neuroprotekcyjne, natomiast w badaniach skutkéw niedokrwienia
innych narzadéw np. serca, jelit czy pluc przypisuje si¢ jej szkodliwg role (Ferreira i wsp. 2011a,
Fujita 1 wsp. 2004, Wang i wsp. 2014). Kontrastujace ze soba funkcje, moga by¢ zwigzane
z plejotropowym charakterem PKCBII, rozumianym jako zalezno$¢ sposobu jej dziatania od
narzadu lub rodzaju tkanki, w ktérej wystepuje (Mochly-Rosen 1 wsp. 2012). Ponadto, podobnie
jak w przypadku PKCS, na funkcjonowanie PKCBII moze mie¢ wplyw sytuacja panujaca w
danym momencie w komorce, czyli etap aktywacji PKC, jej stopient ufosforylowania, komérkowa
lokalizacja, a takze stan $ciezek przekazywania sygnatu i bialek docelowych (Basu i Pal 2010).
Zatem wydaje sig, ze sposob dzialania PKCBII jest zalezny od sumy czynnikéw istniejacych w
komoérce danego rodzaju i powinno si¢ unikaé bezposredniej ekstrapolacji wynikéw doswiadczen.

Na podstawie obserwacji wlasnych wydaje sig, ze translokacja PKCBII do mitochondriow

jest czynnikiem prowadzacym do cytoprotekcji po krétkotrwalym niedokrwieniu mozgu

myszoskoczka w obszarze CA2-4, DG hipokampa.

9.3 Mechanizm dziatania PKCBII

Dotychczasowa wiedza nie daje precyzyjnej odpowiedzi na pytanie w jaki sposob PKCBII
moze chroni¢ komoérki nerwowe przed uszkodzeniem ischemiczno-reperfuzyjnym. Poznanie
mechanizmu dziatania tej kinazy na drodze mitochondrialnej stalo si¢ drugim giéwnym celem
powyzszej pracy doktorskiej.

W pierwszym etapie badan mechanizmu dzialania PKCBII po poischemicznej translokacji
do mitochondriéw postanowiono sprawdzi¢ jej aktywnosé. Wykazano, ze PKCBII, wyizolowana
z frakcji mitochondrialnej w krétkim i dtugim czasie po przywréceniu krazenia (I/R 1h i 96h) jest
zdolna do fosforylacji substratu (str. 59). Oznacza to, ze wewnatrz tych organelli jest ona
aktywna, badZz zostaje aktywowana 1 moze przylacza¢ reszty fosforanowe do bialek
mitochondrialnych. Uzyskany wynik jest zgodny z obserwacjami przeprowadzonymi dla PKCe.
Po translokacji do mitochondriéow, kinaza ta fosforyluje biatka mitochondrialne (mitoKarp,
oksydaz¢ cytochromows), powodujac zmiany w ich funkcjonowaniu prowadzace do ochrony
komorek nerwowych przed szkodliwymi skutkami epizodu ischemiczno-reperfuzyjnego (Sun i
wsp. 2013). W $wietle uzyskanych wynikéw mozna sugerowac, ze PKCRII, podobnie jak PKCe,
fosforyluje bialka mitochondrialne, przez co zmienia ich aktywnos¢ wtaki sposéb, ktory
umozliwia przezycie komérkom nerwowym czesci CA2-4, DG hipokampa po I/R mézgu.

Chcac poznac kolejne etapy dziatania PKCBII, zidentyfikowano biatka mitochondrialne
mogace oddzialywac z tq kinaza. Dziesi¢¢ zidentyfikowanych bialek przeanalizowano metoda

koimmunoprecypitacji 1 potwierdzono oddzialywanie dziewigciu z nich z endogenna PKCBII
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wyizolowana z CA2-4, DG po jednej godzinie od ischemii. Ze wzgledu na funkcje, biatka te
mozna podzieli¢ na: enzymy zwigzane z cyklem Krebsa, tanicuchem transportu elektronéw,
metabolizmem aminokwaséw oraz biatka transportowe. Ponizej przedstawiono kazde ze

zidentyfikowanych bialek w kontekscie modulowania ich funkcji przez PKCBIL.

9.3.1 Dehydrogenaza pirogronianowa

Podjednostka E1 3, bedaca potencjalnym poischemicznym partnerem PKCRII, to enzym
nalezacy do kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej (PDH). Katalizuje on pierwszy etap
reakcji dekarboksylacji pirogronianu do acetylo-CoA, ktéry ogranicza szybkosé calego kompleksu
(Patel i Korotchkina 2006). Dwie podjednostki $ wraz z podjednostkami o tworza heterotetramer
(28, 20) zawierajacy centrum katalityczne (Nelson 1 Cox 2008). Regulacja catego kompleksu PDH
polega, oprécz oddziatywan allosterycznych, na fosforylacji i defosforylacji reszt serynowych na
podjednostkach E1 o (Patel i Korotchkina 20006). Fosforylacja jest réwnoznaczna z dezaktywacja
PDH, a usuni¢cie grup fosforanowych prowadzi do aktywacji enzymu (Strumito 2005). Dane
literatutowe podajg informacje o hamujacym wplywie PKC8 na PDH w modelu I/R serca.
Translokacja PKCS do mitochondriow w okresie reperfuzji skutkuje aktywacja kinazy
dehydrogenazy pirogronianowej 2 (PDK2) prowadzaca do fosforylacji podjednostki Ela i w
efekcie inhibicja PDH (Churchill i wsp. 2005). Zahamowanie oddzialywania PKC3 i PDK2
podczas reperfuzji powoduje zmniejszenie uszkodzenia serca (Qvit 1 wsp. 2016). Podjednostka
E1 B dehydrogenazy pirogronianowej zostala juz wczesniej zidentyfikowana jako biatko
oddziatujace z PKCBII w korze mézgu myszy (Bu i wsp. 2011), ale nie poznano biologicznej
funkcji tego oddzialywania.

Test aktywnosci enzymatycznej endogennej PDH postuzyl do poznania efektu

biologicznego interakcji PKCBII z PDH. Wykonane tu do$wiadczenia wskazuja,

, ze podanie
inhibitora BIIV5-3 nie zmienia ilo$ci czy aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowe;j
wyizolowanej z hipokampa po 1h od I/R w stosunku do kontroli (p. str. 67-68, grupa badana I/R
1h + BIIV5-3), co sugeruje brak wplywu PKCBII na PDH w zastosowanych warunkach
doswiadczenia. Podczas izolacji PDH zastosowano zalecenia producenta, ktére mialy umozliwié
zachowanie endogennej fosforylacji i aktywnosci PDH. Co oznacza, ze pomiar byl pozbawiony
artefaktéw wynikajacych ze sposobu przygotowania probki, np. zmian aktywnosci wynikajacych
ze spontanicznej defosforylacji PDH. Dodatkowo zaobserwowano, ze aktywnos¢ PDH w
prébach wyizolowanych zarowno z CAl, jak i z CA2-4, DG po jednej godzinie od epizodu

ischemicznego nie zmienia si¢ istotnie w poréwnaniu do kontroli (p. str. 67-68, grupa badana I/R

1h ). Obserwacje te sa niezgodne z doniesieniami o zmniejszeniu aktywnosci PDH po
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krotkotrwatej ischemii (10-15 min) i1 reperfuzji w modelach ogniskowego niedokrwienia mézgu -
MCAO u szczuréw (Lundgren 1 wsp. 1990), calkowitego niedokrwienia moézgu szczura - BCCA
(Cardell 1 wsp. 1989), niedokrwienia moézgu wywolanego zatrzymaniem akcji serca u psoéw
(Bogaert i wsp. 1994), lecz nie sq zupelnie odosobnione. Inne zespoly badawcze obserwowaly w
krotkim czasie reperfuzji brak zmian w aktywnosci PDH lub wrecz jej przyrost w modelach: 30-
minutowego niedokrwienia mézgu szczura (4VO) z 1-godzinna reperfuzjq (Zaidan i Sims 1993),
calkowitego niedokrwienia mézgu u myszoskoczka mongolskiego, w ktérym ischemia trwata 5
minut lub godzing, a krazenie przywracano odpowiednio na godzing oraz 20-minut (Katayama i
wsp. 1997, Fukuchi i wsp. 1998). Co ciekawe Katayama i wsp. (1998) w modelu 1-godzinnego
niedokrwienia mézgu myszoskoczka odnotowali po 20 minutach reperfuzji wigkszg aktywnosé
PDH niz w kontroli, a po 1 i 2 godzinach warto§¢ aktywnosci byla mniejsza niz kontrolna.
Przypuszcza sig, ze brak zmian w aktywnos$ci moze by¢ zwiazany ze zmniejszeniem proporcji
[ATP]/[ADP], co uniemozliwia zahamowanie PDH przez jej kinaze (Zaidan i Sims 1993,
Fukuchi i wsp. 1998). Dodatkowo, jony Ca**, ktére naplynely do komérki w czasie ischemii i we
wczesnej fazie reperfuzji nie zostaly jeszcze usunicte i mogg aktywowaé fosfataze PDH, ktora
katalizuje aktywacje PDH (Katayama i wsp. 1997, Fukuchi i wsp. 1998).

Nalezy rowniez wzia¢ pod uwage ograniczenia wynikajace z uzytego tu testu. Pomiary
dotyczyly jedynie jednego punktu czasowego po I/R — jednej godziny. Badanie préb z innych
punktéw czasowych po ischemii mogloby dostarczy¢ dodatkowych danych. Zaidan i Sims (1993)
dopiero po 3 godz. od reperfuzji obserwowali obnizenie aktywno$ci PDH w regionie wrazliwym
na niedokrwienie mézgu — grzbietowo-bocznym prazkowiu. Ponadto, warto zwroci¢ uwage na
to, ze kompleks dehydrogenazy stanowia trzy czesci wykazujace aktywnosé enzymatyczng (E1,
E2, E3). W przeprowadzonym tescie badano przyrost koncowego produktu - NADH, ktory
powstaje dzigki zaistnieniu wszystkich trzech reakcji. Zaidan i wsp. (1998) dowiedli, ze zmiany w
aktywnosci jednej czesci PDH saq mierzalne dopiero gdy zahamuje si¢ dwie pozostate. W celu
uzyskania bardziej szczegétowych wynikéw nalezaloby powtérzyé doswiadczenie uzupelniajac je
o dodatkowe proby uzyskane w innych czasach po reperfuzji 1w miar¢ mozliwosci
zmodyfikowaé metodyke tak, zeby moc przeprowadzi¢ pomiar aktywnosci kazdej z podjednostek

E osobno.

9.3.2 Mitochondrialna ATP-aza (syntaza ATP)

Mitochondrialna syntaza ATP (tzw. kompleks V) katalizuje utworzenie ATP z ADP i Pi
(odwrocenie reakcji  hydrolizy) wykorzystujac sile protonomotoryczng powstala dzigki

przepltywowi elektronéw przez taficuch oddechowy. Stanowi ona kompleks biatkowy sktadajacy
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si¢ z czescl Fy (podjednostki 3 a, 3 B, 5, e, y) o aktywnosci katalitycznej syntazy i F, (podjednostki
10-14 ¢, a) zawierajacej kanal protonowy. Podjednostki o i 3 sa homologami, obie wiaza
nukleotydy, ale tylko B jest zaangazowana w katalizg (Berg i wsp. 2009). Opisano, ze
oddziatywanie PKCa z syntaza ATP przeciwdziala zmniejszeniu liczby podjednostek y w
komorkach kanalika proksymalnego nerek poddanych hipoksji, powoduje zwickszenie
fosforylacji podjednostek «, B, y oraz wspomaga odzyskanie aktywnosci syntazy po uszkodzeniu
hipoksyjnym (Nowak i Bakajsova 2015). Odmienny charakter interakcji reprezentuje PKC8, ktora
oddzialuje z podjednostka d syntazy ATP (nie fosforylujac jej) i hamuje jej aktywnos$¢ w
kardiomiocytach (Nguyen i wsp. 2008, Sugawara i wsp. 2013). Zastosowanie inhibitora
oddziatywania PKC3-podjednostka d syntazy ATP dziala ochronnie na serce poddane ischemii i
reperfuzji (Nguyen iwsp. 2010). Oddzialywanie podjednostek o i @ syntazy ATP z PKCBI 1
PKCRBII bylo juz opisane wczesniej, ale dotychczas nie poznano ich funkcjonalnego znaczenia
(Kowalczyk 1 wsp. 2012, Bu 1 wsp. 2011).

Do opisu aktywnosci syntazy ATP uzyto powszechnie stosowanego pomiaru aktywnosci
hydrolitycznej tego enzymu, ktory obrazuje wydajnos$¢ reakcji katalizowanej przez wyizolowany
enzym. Nie zaobserwowano istotnego wplywu PKCBIL, ani I/R (1 godz.) na ilo$¢ oraz
aktywnos¢ hydrolityczna syntazy ATP. Natomiast wykazano, ze w czesci CAl jest jej istotnie
mniej niz w obszarze CA2-4, DG, co ma odzwierciedlenie w jej aktywnosci w obu regionach (p.
str. 69-70). W korze mézgu myszoskoczka ilos¢ ATP wraca do wartosci bliskich kontrolnym po
ok. 30 minutach od 5- i 30-minutowego niedokrwienia mézgu (Lust i wsp. 1985, Almeida i wsp.
1995), co moze sugerowaé przywrocenie funkcji syntazy ATP w krétkim okresie reperfuzji.
Obserwowany w tej pracy brak réznic w aktywnosci syntazy ATP, moze by¢ zwiazany z
wznowieniem prawidlowego dzialania syntazy po jednej godzinie od reperfuzji. Z drugiej strony,
lo$¢ 1 aktywnos$¢ syntazy ATP rézni si¢ pomigdzy rejonami hipokampa w modzgu kontrolnego
myszoskoczka, co moze sugerowac niejednakows zdolnos¢ mitochondriéw do syntezy ATP w
warunkach stresu ischemicznego i krétkiego (1 godzina) czasu reperfuzji. Powtérzenie pomiaru
aktywnosci syntazy ATP z wykorzystaniem préb wyizolowanych w krétszych niz 1 godzina
czasach po przywréceniu krazenia mogloby dostarczy¢ dodatkowych informacji na temat
wplywu PKCBII na dzialanie kompleksu V w trakcie wczesnej odpowiedzi na bodziec

ischemiczno-reperfuzyjny.

9.3.3 Karboksylaza pirogronianowa

Karboksylaza pirogronianowa (PC) katalizuje reakcj¢ utworzenia szczawiooctanu na

drodze przylaczenia CO,do pirogronianu. W mozgu jest reakcja dopelniajaca cykl Krebsa (Patel 1
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wsp. 1974) zachodzaca gléwnie w astrocytach (Shank i wsp. 1985) i jest niezbedna do syntezy de
novo neuroprzekaznikow aminokwasowych (McKenna i wsp. 2012). Aktywnosé PC jest obnizona
w modelu uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego u oseskéw szczura (Brekke 1 wsp. 2014) i
niewykrywalna w obszarze uszkodzenia w modelu I/R mézgu u doroslych szczuréow (Haberg i
wsp. 1998, 2006). W momencie powstawania tej pracy nie znaleziono doniesieni literaturowych o

oddziatywaniu karboksylazy pirogronianowej z jakakolwiek izoforma PKC.

9.3.4 Glutaminaza typu nerkowego

Glutaminaza katalizuje reakcje hydrolizy wigzania amidowego glutaminy, w wyniku ktérej
powstaje glutaminian i jon amonowy. Wraz z syntetaza glutaminy jest elementem cyklu
glutamina-glutaminian, ktérego prawidlowe funkcjonowanie zapewnia neutralizacj¢ jonow
amonowych (Sidoryk 2004, Marquez i wsp. 2013). W modelu ogniskowego niedokrwienia mézgu
szczura aktywno$¢ glutaminazy w ognisku udaru jest niewykrywalna, ale zostaje ona zachowana w
czasie 24 i 48 godzin po niedokrwieniu w obszarze penumbry. Wyniki te moga sugerowac
zwigzek miedzy jej obecnodcia w tym regionie a zwickszonym stezeniem glutaminianu i
opo6zniona $miercig komoérek (Newcomb 1 wsp. 1998). PKCe zwigksza aktywnos§¢ glutaminazy
poprzez fosforylacje, co prowadzi do wzmozonego przeksztalcania glutaminy w glutaminian
(Han 1 wsp. 2018), ktéry w komoérkach nowotworowych jest zuzywany do utworzenia
prekursoréw reakcji dopetniajacych cykl Krebsa i stanowi zrédlo NADPH. Zjawisko to wydaje
si¢ by¢ metabolicznym dostosowaniem komoérek nowotworowych. Ponadto utrzymywanie takich
dodatkowych zasobéw energetycznych jest pozadane w warunkach transformaciji nowotworowej
poniewaz sprzyja szybkiemu wzrostowi komoérek nowotworowych i procesom powstawania
przerzutéow (DeBerardinis i wsp. 2008, Han 1 wsp. 2018). W obliczu wynikéw o ufosforylowanej,
aktywniejszej glutaminazie dostarczajacej substraty energetyczne (Han i wsp. 2018) mozna
spekulowac czy w obszarze penumbry dochodzi rzeczywiscie do uszkodzenia na drodze dalszej
produkcji glutaminianu, czy tez moze ma miejsce proba uratowania komorek poprzez zasilenie

ich dodatkowymi zrédtami energii. Rozwazania tego tematu wymagaja dalszych badan.

9.3.5 Wahadta mitochondrialne

Wahadla jablczanowo-asparaginianowe oraz glicerofosforanowe odpowiadaja za
transport réwnowaznikow redukcyjnych z cytoplazmy do mitochondriow. Sa to procesy
niezbedne do utrzymania odpowiednich proporcjii NAD"/NADH wymaganych do tlenowego
metabolizmu glukozy 1 syntezy neuroprzekaznikéw w moézgu (McKenna 1 wsp. 20006). Elementem

wahadla jablczanowo-asparaginianowego, wystepujacego gléwnie w neuronach, jest transporter
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jablczan/2-oksoglutaran (Slc25a1l) wytypowany w badaniach proteomicznych jako biatko
oddziatujace z PKCBIL. Dotychczas wykazano, ze PKCe oddzialuje z Slc25all w sercu
(Edmondson 1 wsp. 2002), ale nie poznano funkcjonalnego znaczenia tego zjawiska.

Wahadlo glicerolo-3-fosforanu (GPD2) réwniez sluzy do przenoszenia elektronéw
z cytoplazmatycznego NADH do mitochondriow. W jego dzialanie zaangazowane sa dwie
dehydrogenazy glicerolo-3-fosforanu — mitochondrialna i cytoplazmatyczna. Moje badania
wykazaly, zZe mitochondrialna dehydrogenaza jest bialkiem bedacym potencjalnym
partnerem/substratem PKCPBII. Dehydrogenaza ta katalizuje utlenienie glicerolo-3-fosforanu do
fosfodihydroksyacetonu, w efekcie prowadzac do przeniesienia elektronéw z glicerolo-3-

fosforanu na FAD, a nast¢pnie na koenzym Q w laficuchu oddechowym (Berg 1 wsp. 2009). W
literaturze brak wzmianek o oddziatywaniu GPD2 z PKC.

9.3.6 Kompleks I fancucha transportu elektronéow

Podjednostka 75 kDa wraz z 44 innymi biatkami tworzy kompleks I mitochondrialnego
tanicucha oddechowego ssakow. Jest to najwigksze bialko kompleksu, ktére zawiera centrum
zelazowo-siarkowe oraz aktywnos$¢ dehydrogenazy NADH. Jego funkcja jest odbior elektronow z
NADH i wlaczenie ich do tancucha oddechowego. Zmniejszenie liczby podjednostek 75 kDa i
24 kDa obserwowano w moézgach pacjentéw cierpiacych na zespot Downa i chorobe Alzheimera
(Kim 1 wsp. 2001). Wydaje sig, ze niewystarczajaca liczba podjednostek kompleksu I powoduje
nieprawidlowe funkcjonowanie fancucha oddechowego, zwickszenie stresu oksydacyjnego 1 w
efekcie moze prowadzi¢ do $mierci komoérek nerwowych (Kim i wsp. 2001). W modelu
calkowitego niedokrwienia moézgu obserwuje si¢ obnizenie aktywnosci kompleksu I w
mitochondriach wyizolowanych z hipokampa (Dave i wsp. 2001). Natomiast zastosowanie
prekondycjonowania ischemicznego w tym modelu umozliwia zachowanie funkcji kompleksow
tanicucha oddechowego (Dave i wsp. 2001). Hamowanie aktywnos$ci kompleksu I w skrawkach
hipokampa szczura powoduje uszkodzenie gtéwnie w regionie CAl, co moze mie¢ zwiazek ze
zjawiskiem wybidrczej wrazliwosci neurondéw hipokampalnych na bodziec ischemiczny (Xu i
wsp. 2003). Nadekspresja PKCa w komorkach kanalika proksymalnego nerek poddanych
hipoksji zwigksza aktywnos¢ kompleksu I i wspomaga regeneracje ATP (Nowak i Bakajsova
2012). Regulacja funkcjonowania tych bialek przez PKCo moze odbywal si¢ bezposrednio —
przez fosforylacj¢ podjednostek biatkowych lub posrednio — przez defosforylacje biatek
mitochondrialnych dzi¢ki oddzialywaniu PKCa na odpowiednia fosfataze (Nowak i Bakajsova
2012). W literaturze nie znaleziono doniesien o bezposrednim oddzialywaniu PKC 2z

podjednostka 75 kDa kompleksu 1.
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9.3.7 Kompleks III Yanicucha transportu elektronow

Biatko Rieskego jest niezbedne dla aktywnosci enzymatycznej kompleksu cytochromu b-
cl, tzw. kompleksu III fafcucha transportu elektronéw. Przylaczajac ubichinol przenosi ono
elektrony na centrum zelazowo-siarkowe [2Fe-2§], a nastepnie na cytochrom c. Transport
elektronow przez kompleks III jest sprzezony z translokacja protondw i tym samym przyczynia
sic do powstawania sily protonomotorycznej. W modelu epilepsji szczura obserwowano
zmniejszenie lo$ci biatka Rieskego w obszarze CA1 hipokampa, zas zachowanie go w obszarach
CA2 i CA3 Iaczono z neuroprotekeyjnym dziataniem (Junker i wsp. 2005). Jest to o tyle ciekawe,
ze uszkodzenia hipokampa obserwowane w epilepsji sq bardzo podobne do tych wystepujacych
po niedokrwieniu mézgu. Wiadomo, ze zmiany w hipokampie (tzw. ang. hippocampal sclerosis)
powstale w wyniku hipoksji lub niedokrwienia moga prowadzi¢ do rozwoju padaczki plata
czolowego. Sugeruje si¢, ze wybidrcza $mier¢ neuronéw hipokampa moze by¢ zaréwno
przyczyna jak i skutkiem napadéw padaczkowych (Michaelis 2012). Stad tez mozna przypuszczad,
ze zmiany iloéci biatka Rieskego obserwowane w regionach hipokampa o réznej wrazliwosci w
modelu epilepsji moga by¢ podobne w modelach niedokrwienia mézgu. Defosforylacja biatka
Rieskego wydaje si¢ by¢ zwigzana z tworzeniem MPTP, jednak nie poznano mechanizmu tego
procesu (He i Lemasters 2005). W literaturze nie znaleziono doniesien o oddzialywaniu biatka

Rieskego z PKC.

Kazde z opisanych wyzej bialek pelni istotng rol¢ w szlakach metabolicznych
zachodzacych w mitochondriach. Zmiany ilosci niektérych z nich obserwowano u pacjentow,
ktérzy ucierpieli z powodu udaru niedokrwiennego. W obszarach martwicy odnotowano mniejsza
liczbe’ m.in. podjednostek E1 B dehydrogenazy pirogronianowej, o i 8 syntazy ATP, 75 kDa
kompleksu I oraz transportera 2-oksoglutaran/jablczan (Datta i wsp. 2013). W zwiazku z
przedstawionymi wynikami wydaje si¢, ze poischemiczne oddzialywania zidentyfikowanych
biatek mitochondrialnych z PKCBII moga miec istotne znaczenie dla dalszych loséw komorek
nerwowych. Mozliwe jest, ze prowadza one do ufosforylowania biatek, zmian ich konformaciji, a
tym samym do ich odmiennego dzialania. By¢ moze modyfikacje aktywnosci biatek
mitochondrialnych modulowane przez PKCBII w obszarze hipokampa malo wrazliwym na
niedokrwienie (CA2-4, DG) umozliwiajg przezycie komoérek nerwowych po krétkotrwalym

epizodzie niedokrwiennym mozgu myszoskoczka.

3W poréwnaniu do tych samych obszaréw mézgu pacjentéw, ktorzy umarli §miercig naturalna.
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9.4 Metabolomiczne ,,odciski palca” mitochondriéw hipokampa

Przeprowadzone badania metabolomiczne ujawnily profil niskoczasteczkowych
metabolitéw mitochondrialnych zwiazanych z metabolizmem energetycznym. Juz podczas
wstepnej analizy danych otrzymanych metoda GC-MS uwidocznily si¢ réznice miedzy wrazliwa
na niedokrwienie czescig hipokampa — CAl a cz¢scia mniej podatng — CA2-4, DG (str. 71-72,
Ryc. 24). Identyfikacja otrzymanych widm masowych dla préb kontrolnych umozliwila poznanie
konkretnych zwiazkéw w mitochondriach, ktérych ilo§¢ w warunkach fizjologicznych rézni si¢ w
obu regionach hipokampa (str. 73-74, Tabela 9). Naleza do nich m.in. przeciwutleniacze (x-
tokoferol, kwas dehydroaskorbinowy), aminokwasy (Phe, Leu, Tyr, Val, Ile, Gly), kwasy
tluszczowe (stearynowy, palmitynowy, mirystynowy). Juz w latach 80 XX w. byly podejmowane
proby scharakteryzowania regionéw hipokampa myszoskoczka o réznej wrazliwosci (CA1 i CA3)
na niedokrwienie przez pryzmat roéznej zawarto$ci wybranych metabolitow w tkance (Arai 1 wsp.
1986, Yasumoto 1 wsp. 1988). W zwigzku z tym, ze w cytowanych badaniach nie odnotowano
réznic w ilo$ci metabolitéw bezposrednio zwiazanych z metabolizmem energetycznym (tj.
fosfokreatyny 1 ATP) w regionach CA1 i CA3 w probach kontrolnych, stwierdzono, ze dopiero
pojawienie si¢ bodzca uszkadzajacego prowadzi do zmian profilu metabolicznego tkanki (Arai 1
wsp. 19806). Zastosowane przeze mnie podejécie niecelowanych analiz metabolomicznych (préba
identyfikacji wszystkich metabolitéw w probie) dalo nowe spojrzenie na réznice w ilosci
zwiazkow niskoczasteczkowych w mitochondriach kontrolnych wyizolowanych z regionéw CAT i
CA2-4, DG. Ze wzgledu na to, ze metabolizm mitochondriéw 1 procesy metaboliczne
zachodzace poza mitochondriami sa ze sobg Scisle powiazane, wzajemnie uzaleznione oraz czg¢sto
wspolregulowane, obserwowane réznice w zawarto$ci metabolitow zidentyfikowanych we frakeji
mitochondrialnej moga odzwierciedla¢ biochemiczny profil komoérek hipokampa regionéw CA1 i
CA2-4, DG w warunkach fizjologicznych. Niewatpliwie réznice te moga przekladac si¢ na rézna
wrazliwo$¢ tych regionéw na uszkodzenie ischemiczno-reperfuzyjne. Obserwacje przedstawione
w niniejszej rozprawie sa w zgodzie z dawno wysuni¢ta hipoteza wystgpowania w mozgu tzw.
zjawiska patoklizy, ktére thumaczy zréznicowana wrazliwo$¢ na czynnik uszkadzajacy odrebnymi
wladciwosciami fizyczno-chemicznymi poszczegélnych regionéw mozgu (Schmidt-Kastner i
Freund 1991). Jednak zrozumienie znaczenia zaobserwowanych réznic w ilosci metabolitow z
mitochondriéw regionéw CA1 1 CA2-4, DG w warunkach fizjologicznych wymaga
przeprowadzenia dalszych badan. Ponadto, analizujac uzyskane wyniki trzeba mie¢ swiadomos¢,
ze podobnie jak w przypadku wszystkich badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy

materiatem doswiadczalnym jest hipokamp, a zatem region mézgu niejednorodny pod wzgledem
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cytologicznym. To stwarza dodatkowa trudno$¢ interpretacyjna podczas dyskutowania zmian
metabolicznych w konkretnym typie komorek. Z drugiej strony, metabolizm neuronéw i
astrocytow sgq ze soba Scifle zwigzane, a zatem calodciowe spojrzenie w kontekscie zmian
patologicznych w obrebie hipokampa w warunkach I/R zaproponowane w rozprawie, na tym
etapie badan moze mie¢ charakter informatywny.

Celem przeprowadzonej analizy metabolomizcznej bylo zbadanie wplywu PKCBII
na poischemiczny metabolom mitochondrialny w regionach hipokampa CAl i1 CA2-4, DG.
Opisano profil metabolitow zwigzanych z metabolizmem energetycznym w badanych czesciach
hipokampa w warunkach kontrolnych, po epizodzie I/R i po podaniu inhibitora translokacji
PKCRIIL. Zaobserwowane tendencje dotyczace zmian ilo$ci metabolitéw cyklu Krebsa (p. str. 75-
77) sugeruja, ze mitochondria regionu CA2-4, DG hipokampa moga reagowaé na stres I/R w
odmienny sposéb niz mitochondria z obszaru CA1l. We frakcji mitochondrialnej wyizolowanej z
CA2-4, DG po jednogodzinnej reperfuzji zauwazono zwickszenie ilosci fumaranu i jablczanu
(istotne statystycznie w stosunku do CA1) przy braku obnizenia iloéci cytrynianu (p. str. 75-77),
co sugeruje przyhamowanie cyklu kwasu cytrynowego. Moze by¢ ono spowodowane przez
zwigkszenie proporcji NADH/NAD®, hamujace utlenienie jablczanu do szczawiooctanu
katalizowane  przez  dehydrogenaze  jablczanowa. Dodatkowo,  zwickszona  ilos§¢
N-acetylo-asparaginianu moze zasila¢ pule asparaginianu, ktéry w rekacji transaminacji tworzy
szczawiooctan. Jednak obserwujac brak zwigkszenia ilosci cytrynianu w CA2-4, DG po I/R
wydaje sig, ze szczawiooctan powstaly w reakcji z asparaginianem moze raczej ulega¢ przemianie
do jablczanu niz do cytrynianu. Sugeruje sig, ze zwolnienie metabolizmu moze by¢ adaptacyjna
odpowiedzia neuronéw i/lub astrocytow na stres hipoksyjny (Hochachka i wsp. 1993),
ischemiczny (Mrsulja 1 wsp. 1988, Jorgensen iwsp. 1990) lub procesem zapobiegajacym

uszkodzeniu w warunkach hiperoksji (Richards i wsp. 2007). Ponadto, obnizony metabolizm,
regulowany przez modyfikacje epigenetyczne, wydaje si¢ by¢ elementem tolerancji na
niedokrwienie wywolanej prekondycjonowaniem ischemicznym (Khoury i wsp. 2016).

Tlo$ci bursztynianu, fumaranu i jablczanu w mitochondriach regionu CA1 hipokampa w
grupie I/R oraz I/R + BIIV5-3 sa zblizone do wartosci kontrolnych (p. str. 77). Natomiast w
mitochondrtiach obszaru CA2-4, DG na skutek I/R obserwowano wzrost ilosci jablczanu (w
poréwnaniu do kontroli), ktéry byl skutecznie zahamowany poprzez zastosowanie inhibitora
PKCBIIL. Podanie inhibitora BIIV5-3 wywolalo w obszarze CA2-4, DG zmiany ilosci
metabolitow podobne do zmian obserwowanych w mitochondriach CA1 (I/R + BIIV5-3). Na tej
podstawie mozna zasugerowal, ze zahamowanie poischemicznej translokacji PKCBII do

mitochondriéw regionu CA2-4, DG zapobieglo utrzymaniu potencjalnie neuroprotekcyjnego
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hipometabolizmu* w mitochondriach CA2-4, DG po godzinnej reperfuzji i skutkowalo nabyciem
wrazliwosci tego regionu na uszkodzenie ischemiczno-reperfuzyjne.

Dotychczas uzyskane przeze mnie wyniki metabolomiczne nie wykluczaja wplywu
poischemicznych oddziatywan PKCBII na przezycie komoérek w regionie CA2-4, DG hipokampa,
jednak opierajac si¢ wylacznie na ich podstawie mozna jedynie spekulowac czy w mitochondriach
regionu
CA2-4,DG po I/R rzeczywiscie dochodzi do neuroprotekcyjnego zwolnienia metabolizmu
energetycznego. Dalsze badania sa wymagane do zweryfikowania i wyjasnienia réznic w ilosci

metabolitéw obserwowanych mi¢dzy mitochondriami z regionéw CA1 i CA2-4, DG hipokampa.

Przeprowadzone przeze mnie badania nie tylko poszerzaja dotychczasowa wiedze na
temat roli kinaz biatkowych C w procesach neuroprotekeji po epizodzie niedokrwiennym mozgu,
ale rowniez stanowia baz¢ do dalszych rozwazani dotyczacych tych zagadnien. Podczas realizacji
projektu powstaly liczne pytania, ktére pozostaja otwarte, a poznanie odpowiedzi mogloby
przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmu endogennej protekcji uruchamianego w
czesci CA2-4, DG hipokampa po I/R dzigki translokacji PKCBII do mitochondtiéw.

Nalezatoby zbada¢ mechanizm importu PKCBII do mitochondriéw, poniewaz w Swietle
zaprezentowanych badan wydaje si¢ by¢ on pierwszym, niezbgdnym etapem w procesie ochrony
komérek nerwowych hipokampa po krétkotrwalej I/R. Poznanie tego zjawiska mogloby
umozliwi¢ zaprojektowanie specyficznego aktywatora translokacji PKCBII, a nast¢pnie
sprawdzenie skutkéw jego dziatania.

Innym aspektem wartym uwagi sa oddzialywania PKCII z biatkami mitochondrialnymi.
Nadal nie zostalo poznane biologiczne znaczenie interakcji tej kinazy z wyzej opisanymi
mitochondrialnymi bialkami. Nie wiadomo czy i jaki wplyw moze mie¢ PKCBII na
funkcjonowanie tych biatek w kontekscie ochrony komoérek nerwowych hipokampa po epizodzie
ischemiczno-reperfuzyjnym. Dla niezbadanych jeszcze enzymdéw mozna zastosowal  testy
aktywnosci analogiczne do tych uzytych do badania aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowe;j i
syntazy ATP. Jednak nalezy wzia¢ pod uwagg, ze PKCBII moze wplywac nie tylko na aktywnos¢
enzymatyczng danego biatka, ale réwniez/lub na jego konformacjg, regulacje funkcjonowania czy
tez lokalizacje.

Ze wzgledu na reakcje katalizowang przez PKC slusznym podejsciem wydaje si¢ pomiar

fosforylacji biatek mitochondtialnych po I/R oraz po podaniu inhibitora PKCBII (BIIV5-3). W

4 obserwowanego jako zwigkszone iloci fumaranu i jablczanu w stosunku do iloéci tych metabolitéw w
mitochondriach regionu CA1 hipokampa
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tym projekcie podjeto probe identyfikacji wszystkich ufosforylowanych bialek (poznanie tzw.
fosfoproteomu) w mitochondriach wyizolowanych z regionéw CA1 i CA2-4, DG hipokampa po
I/R za pomoca techniki spektrometrii mas dedykowanej do tego typu analiz (nie publikowano).
Mimo licznych préb, z powodu trudnosci technicznych nie uzyskano jednoznacznych,
satysfakcjonujacych wynikéw. Dwie $ciezki badan wydaja si¢ mozliwe do realizacji: (1) praca nad
optymalizacja metody oznaczania ufosforylowanych bialek w badanym materiale biologicznym z
uzyciem spektrometrii mas i pézniejsze wykonanie oznaczeni dla préb kontrolnych, po 1/R oraz
po I/R i podaniu BIIV5-3 lub (2) przeprowadzenie in wvitro reakcji fosforylacji z uzyciem
rekombinowanych biatek (PKCBII i wybranego mitochondrialnego partnera), a nastepnie badanie
poziomu fosforylacji produktu reakcji metoda western blot w warunkach opdznienia migracji
ufosforylowanych form biatka (odczynnik Phostag).

W ponizszej pracy dowiedziono, ze poischemiczna obecnos¢ PKCBII w mitochondriach
jest elementem neuroprotekeji. Jednak nie wiadomo, czy zjawisko to ma miejsce w neuronach, w
astrocytach, czy moze w obu rodzajach komoérek. W przyszlosci mozna byloby rozwazyc
sprawdzenie tego w modelach ekscytotoksycznosci lub OGD w osobnych hodowlach komérek
in wvitro. Uzywajac takiego podejScia Sun i wsp. (2013) wykazali, ze uzycie specyficznego
aktywatora translokacji PKCe do mitochondriow powoduje przeniesienie tej kinazy do
mitochondriéw zaréwno w neuronach jak iastrocytach, co dziala ochronnie na oba rodzaje
komorek w modelu OGD.

Przeprowadzone pilotazowe badania metabolomu mitochondrialnego w  regionach
hipokampa o réznej wrazliwosci na niedokrwienie mialy przede wszystkim postuzy¢ technicznej
optymalizacji procesu ekstrakcji metabolitéw i dostosowaniu warunkéw analizy instrumentalnej
(czulosé¢ detekeji) ze wzgledu na niewielkie (jak na standardy przyjete w laboratorium CEMBIO)
losci materialu biologicznego. Dzigki zastosowanym modyfikacjom metod udalo si¢ uzyskac¢
wyniki wstepne dla jednej (GC-MS) z trzech uzytych przeze mnie platform rozdziatu i detekcji’
préb. Dane otrzymane dzigki badaniom metabolomicznym prowadzonym na mitochondriach
hipokampa stanowia wyzwanie w zakresie interpretacji. Czesto trudno jest precyzyjnie wyjasnic
obserwowane zmiany w ilosci metabolitow: zdecydowac jaki rodzaj komérek moze byé Zrédlem
danej substancji, stwierdzi¢ czy obserwowane zmiany w mitochondriach sa korzystne lub
szkodliwe dla komorki w danym momencie (tu: po 1 godzinie od niedokrwienia), czy dany
metabolit nalezy do puli metabolizmu pozamitochondrialnego, czy wewnatrzmitochondrialnego.

Mimo pewnych ograniczen wynikajacych z zastosowania wybranych warunkéw dos$wiadczenia

5 Podczas pobytu w laboratorium CEMBIO dodatkowo wykonano analizy metodami chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometrig mas oraz elektroforezy kapilarnej sprzezonej ze spektrometria mas.
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zdobyta wiedza moze postuzy¢ do postawienia nowych hipotez i rozwoju kolejnych projektow
badawczych. Jedna z mozliwosci weryfikaciji otrzymanych wynikéw mogloby by¢ poréwnanie ich
z wynikami wykonanych réwnolegle przeze mnie analiz w laboratorium CEMBIO -
chromatografii cieczowej sprze¢zonej ze spektrometria mas oraz elektroforezy kapilarne;
sprzezonej ze spektrometria mas, ktére sa uzupelniajace 1 czesciowo komplementarne wobec
GC-MS. Zeby zrozumieé lepiej biochemiczny dialog mitochondria-komérka w warunkach
rozprzestrzeniania  si¢  sygnalu ischemiczno-reperfuzyjnego mozna byloby rozwazyc
przeprowadzenie réwnoleglych badan metaboloméw: mitochondrialnego i calej komorki, tak jak
to proponuje Chen i wsp. (2016). Dodatkowo analizy te moglyby by¢ wykonane na
»ztedukowanym” (w poréwnaniu do obecnie przeze mnie stosowanego) modelu badawczym -
OGD lub ekscytotoksycznosci we wspothodowlach neuronéw i astrocytow hipokampa. Takie
podejscie umozliwiloby przypisanie metabolitow wstepnie zidentyfikowanych jako zmieniajace
sic. w wyniku poischemicznej aktywnosci PKCBII w mitochondriach, do danego rodzaju
komorek. Ponadto mogloby ujawni¢ szczegoly metabolicznej wspolpracy miedzy neuronami i
astrocytami w warunkach modelu ischemii i reperfuzji. W zwiazku z tym, ze morfologiczne skutki
zahamowania translokacji PKCBII obserwowano w 7 dni po niedokrwieniu moézgu i
zastosowaniu inhibitora, to mozna byloby rozwazy¢ oznaczenie metabolitow mitochondrialnych
w réznych czasach po przywréceniu krazenia. Takie podejscie stosowano dawniej, zeby moc
zaobserwowa¢ dynamike zmian pojedynczych metabolitow (Arai i wsp. 1986, Yasumoto i wsp.
1988), co uprawniato do rozwazari na temat kolejnosci i/lub szybkosci zmian metabolizmu w
ischemii 1 reperfuzji. Dalszy rozwdj badan nad poznaniem neuroprotekcyjnego mechanizmu
dziatania PKCBII w cze$ci hipokampa malo wrazliwej na krétkotrwale niedokrwienie moze
yjawni¢ nowe czynniki molekularne, ktére w przysziosci moga sta¢ si¢ celami interwencji

farmakologicznej u  pacjentow  cierpiacych  z  powodu  niedokrwienia = modzgu.
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10. Podsumowanie 1 wnioski

1) Na podstawie wynikéw badan immunoreaktywnosci PKCB i jej dwoch izoform we frakeji
mitochondrialnej regionéw CA1 i1 CA2-4, DG hipokampa stwierdzono, ze:

. w mitochondtiach CA2-4, DG po I/R immunoreaktywnosé PKCp zwigksza sig;

. PKCBII (a nie PKCBI) jest ta izoforma, ktorej ilos¢ zwigksza si¢ w mitochondriach
CA2-4, DG po I/R.

Poischemiczna obecnos¢ PKCRII w mitochondriach cze$ci hipokampa malo wrazliwego na
ischemi¢ CA2-4, DG sugeruje udzial tej kinazy w rozprzestrzenianiu sygnalu ischemiczno-
reperfuzyjnego w tym obszarze mozgu.

2) Postugujac si¢ specyficznym inhibitorem translokacji PKCBII (BIIV5-3) wykazano, ze:

. zwickszona, poischemiczna immunoreaktywno$¢ PKCBII we frakcji mitochondrialnej jest

wynikiem przemieszczenia si¢ tej kinazy z cytoplazmy do mitochondriow.

. PKCBII po uplywie godziny od reperfuzji prawdopodobnie znajduje si¢ w macierzy
mitochondrialnej;
. PKCBII nie posiada klasycznej sekwenciji kierujacej do mitochondriow.

Powyzsze dane sugeruja, ze translokacja PKCBII do mitochondriéw, w regionie mato wrazliwym
na ischemi¢ - CA2-4, DG, po I/R jest pierwszym etapem jej dziatania, bedacego odpowiedzia na
sygnal ischemiczno-reperfuzyjny. Jednak poischemiczny mechanizm przemieszczania si¢ PKCPII
z cytoplazmy do mitochondriéw pozostaje nieznany.

3) Stwierdzono, ze zahamowanie translokacji/aktywnosci PKCPII:

. powoduje poglebienie uszkodzenia wywolanego przez stres ekscytotoksyczny w modelu
skrawkow organotypowych hipokampa szczura;

. zwigksza liczbe martwych komérek w hipokampie myszoskoczka poddanego I/R.
Otrzymane wyniki wskazujg na udzial PKCBII, obecnej w mitochondriach, w procesach
prowadzacych do przezycia komorek po I/R w regionie hipokampa malo wrazliwym na
niedokrwienie - CA2-4, DG.

4) Zidentyfikowano biatka mitochondrialne, mogace oddzialywa¢ z PKCBII po I/R.
Sa one zaangazowane w procesy istotne dla prawidlowego funkcjonowania komoérki np.
przemiany pirogronianu, fancuch transportu elektronéw czy metabolizm aminokwasow. Oznacza
to, ze PKCBII po translokacji z cytoplazmy do mitochondriéw moze oddzialywaé z biatkami
mitochondrialnymi i zmienia¢ ich funkcjonowanie w taki sposéb, ze umozliwiaja one przezycie

komérkom nerwowym po epizodzie niedokrwienno-reperfuzyjnym.
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Podsumowanie i wnioski

5) Dla dwoch biatek zidentyfikowanych jako oddzialujace z PKCBII - dehydrogenazy
pirogronianowej oraz mitochondrialnej syntazy ATP wykazano, zZe:

. ich aktywnos¢ i ilo$¢ w badanych warunkach (5 min. ischemia, 1 godz. reperfuzji),
po wyizolowaniu z hipokampa nie zmieniaja si¢ w stosunku do kontroli;

. w badanych warunkach PKCBII nie wplywa na ilo§¢ i aktywnos¢ badanych enzymow;

: lo$¢ 1 aktywno$¢ syntazy ATP rézni si¢ pomiedzy regionami hipokampa o réznej
wrazliwosci na niedokrwienie, co moze ttumaczy¢ r6zna zdolnos¢ mitochondriéw tych obszarow
do syntezy ATP w warunkach stresu ischemiczno-reperfuzyjnego.

Wyniki pomiaréw ilosci 1 aktywnosci badanych enzymoéw, przeprowadzone na materiale
wyizolowanym z hipokampa, w optymalnych warunkach dzialania enzyméw sugeruja, ze PKCBII
nie wplywa na ilo$¢ i aktywnos¢ dehydrogenazy pirogronianowej oraz syntazy ATP.

0) Analizy metabolomiczne dostarczyly nowych informacji:

. o réznicach w ilosci metabolitéw miedzy mitochondriami regionéw hipokampa o réznej
wrazliwosci na epizod ischemiczno-reperfuzyjny;

. dotyczacych poischemicznych zmian metabolitow cyklu kwasu cytrynowego, ktére
sugeruja zwolnienie metabolizmu w regionie CA2-4, DG po godzinnej reperfuzji w poréwnaniu
do CAT1;

. sugerujacych, ze dzialanie inhibitora PKCRII (BIIV5-3) w mitochondriach kazdego z
badanych regionéw hipokampa wywoluje podobna odpowiedZ na poziomie metabolitéw cyklu
kwasu cytrynowego.

Weryfikacja obserwowanych réznic w metabolomach mitochondriéow regionéw CA1 i CA2-4,
DG hipokampa moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia zjawiska wybiorczej wrazliwosci
hipokampalnych komérek nerwowych oraz do poznania poischemicznego, mitochondrialnego
mechanizmu dzialania PKCBII.

Ponadto:

Zastosowane modyfikacje sposobu ekstrakcji metabolitow oraz ich detekeji, dostosowane do
niewielkiej ilo$ci dostepnego materiatu biologicznego, umozliwily identyfikacje szeregu zwiazkow
niskoczasteczkowych w mitochondriach regionéw CA1 i CA2-4, DG hipokampa. Powoduje to,

ze opracowane protokoly moga by¢ z powodzeniem uzyte w przysztosci.
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