Streszczenie

Tematyka niniejszej pracy doktorskiej koncentruje si¢ na analizie zmian
metabolicznych  zachodzacych w komoérkach nerwowych w  procesie starzenia,
z wykorzystaniem mysiego modelu zwierzecego oraz linii komorkowych. Szczeg6ing uwage
po$wiecono wplywowi zahamowania metabolizmu energetycznego, zwlaszcza metabolizmu
glikogenu, na funkcjonalno$¢ tkanki nerwowej w kontekscie wieku.

Starzenie si¢ jest powszechnie uznawane za zlozony proces, obejmujacy postgpujacg
degeneracje funkcjonalng zaréwno na poziomie komoérkowym jak i narzadowym.
W przypadku mozgu procesy te wiaza si¢ ze zmianami strukturalnymi i anatomicznymi, ktore
prowadza do obnizenia plastycznosci synaptycznej oraz pogorszenia funkcji poznawczych.
W ostatnich latach coraz czeéciej podkresla sig, ze obserwowane z wiekiem oslabienie
zdolno$ci poznawezych moze wynikaé z zaburzeii metabolizmu energetycznego. Hipoteza ta
$cisle wiaze sie z koncepcjg czolenka astrocytarno-neuronalnego (ANLS - ang. Astrocyte-
Neuron Lactate Shuttle) [1].

Mechanizm ANLS zaklada, ze glukoza jest pierwotnie metabolizowana w szlaku
glikolitycznym do mleczanu w astrocytach, ktéry nastgpnie transportowany jest do neuronow
i wykorzystywany jako gléwne Zrodio energetyczne w metabolizmie oksydacyjnym. Ostatnie
badania wskazuja, Zze mleczan dostarczany komorka nerwowym podczas WZmozonej
aktywnosci synaptycznej pochodzi gtéwnie z glikogenu zmagazynowanego w astrocytach.
Udowodniono, ze zahamowanie procesu rozkladu glikogenu (glikogenolizy), prowadzi do
istotnych dysfunkcji kognitywnych u mtodych zwierzat [2], [3].

Dotychczasowe badania koncentrowaly sig glownie na mlodych organizmach pomijajgc
istotny wplyw procesu starzenia na metabolizm energetyczny mozgu. Badania realizowane na
starych modelach zwierzgcych pokazujg, ze zahamowanie glikogenolizy ma pozytywny wplyw
na funkcje poznawcze, strukture morfologiczna kolcow dendrytycznych oraz profil
proteomiczny [4], [5]. [6]. Nadal niewicle wiadomo, ktére ze zmian zachodzacych
w homeostazie metabolicznej, maja pozytywny efekt na plastyczno$¢ synaptyczna i ogolna
kondycje tkanki nerwowej u starych zwierzat.

W niniejszej pracy doktorskiej zaprezentowano zbior trzech publikacji naukowych,
w ktérych przy uzyciu kompleksowych narzedzi metabolomicznych oraz zastosowaniu
inhibitora fosforylazy glikogenowej BAY U6751 przeanalizowano zmiany w metabolomie

tkanki nerwowej zwigzane z fizjologicznym procesem starzenia.



Pierwsza publikacja prezentuje prace o charakterze metodologicznym, ktora
przedstawia w pelni innowacyjng i zwalidowang metodg¢ analityczng LC-MS zgodnie
z wytycznymi Europejskiej Agencji Lekow. Aplikacyjnosé metody zastosowano do
ilociowego oznaczenia inhibitora fosforylazy glikogenowej BAY U6751 w tkankach mysich.
Opublikowane wyniki, wykazaly akumulacj¢ analitu w badanych tkankach modzgowia
(hipokamp, kora moézgowa), moézdzku, sercu, watrobie oraz migsni. Ponadto wyniki pracy
potwierdzaja, ze inhibitor BAY przekracza barierg krew - mézg i z powodzeniem moze by¢
stosowany do badania zaleznosci pomigdzy inhibicja glikogenolizy, a plastycznosciag tkanki
nerwowej.

Nastepna zaprezentowana praca o charakterze badawczym skupia si¢ na globalnej
analizie zmian zachodzacych w hipokampie, korze mézgowej i mézdzku w odpowiedzi na
procesy zwiazane ze starzeniem i zahamowaniem glikogenolizy. Przeprowadzone badania
oparte na modelu zwierzgcym wykazaly, ze hipokamp (struktura odpowiedzialna za
konsolidacje pamigci), charakteryzuje si¢ najwicksza wrazliwoscig metaboliczng na zmiany
zwigzane z wiekiem. Analogiczng tendencjg, zaobserwowano podczas analizy metabolomu
w odpowiedzi na zahamowanie rozpadu glikogenu. Z kolei najmniejsze zmiany
zaobserwowano w korze mézgowej. W publikacji przeprowadzono réwniez analize szlakéw
metabolicznych, ktore obejmowaly zidentyfikowane metabolity. Zaobserwowane zmiany
metaboliczne odnosity si¢ gléwnie do zmian w metabolizmie energetycznym, sygnalizacyjnym
oraz lipidowym. Opublikowane wyniki pozwalaja na zaobserwowanie pozytywnych zmian
w profilu metabolomicznym starych zwierzat z zahamowana glikogenoliza, poréwnywalnych
do obserwowanych u mtodych zwierzat. Jednoczesnie wskazujac, ze modulacja metabolizmu
glikogenu moze stanowi¢ obiecujacy strategie terapeutyczng w leczeniu zaburzen zwiazanych
Z procesem starzenia.

Ostatnia publikacja, przedstawiona w formie preprintu, ukazuje zmiany profilu
metabolomicznego w odpowiedzi na chemiczng stymulacje LTP oraz zahamowanie rozkladu
glikogenu, zalezne od stezenia glukozy. Badania przeprowadzono na czternastodniowych
hipokampalnych pierwotnych liniach neuronalnych. Cecha wyjatkows tej pracy jest odejscie
od standardowego protokotu hodowli komérek nerwowych w wysokim stezeniu glukozy
~25 mM, bedacym dziesigciokrotnie wyzszym poziomem niz fizjologiczne stezenie glukozy
w mozgu. W badaniach wykazano, ze aktywno$¢ synaptyczng mozna z powodzeniem
analizowa¢ w warunkach hodowlanych, ktére odzwierciedlajg fizjologiczne stezenie glukozy.
Ponadto, zaobserwowano, ze stymulacja LTP w niskim stezeniu glukozy prowadzi do

akumulacji wewnatrzkomorkowych intermediatow cyklu TCA oraz neurotransmiterow.



Podczas gdy, przeciwny trend odnotowano przy wysokim stezeniu glukozy w medium
hodowlanym. Dodatkowo, zaobserwowano, ze dzialanie inhibitora fosforylazy glikogenowej
BAY powoduje zmniejszenie ekspresji czynnika c-Fos (marker plastycznosci) w wysokim
stezeniu glukozy, podczas gdy w warunkach niskiej glukozy efekt ten nie wystgpowat.
Zaprezentowane wyniki w niniejszej dysertacji doktorskiej przedstawione w formie
zbioru publikacji naukowych wykazaly, ze najwigksze zmiany w homeostazie metabolicznej
zachodzace z wiekiem widoczne sa w strukturze hipokampalnej. Dodatkowo, zastosowanie
inhibitora BAY pozwolifo na pokazanie, ze zahamowanie procesu glikogenolizy u starych
zwierzat prowadzi do pozytywnych zmian w szlakach energetycznych, sygnalizacyjnych oraz
lipidomicznych. Co wigcej, zastosowanie eksperymentow in vitro, pozwolito na
przeanalizowanie zmian w metabolomie komoérek nerwowych podczas transmisji synaptycznej

w $rodowisku mimikujacym warunki fizjologiczne.
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