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Streszczenie

Zakazenie ludzkim wirusem niedoboru odpornosci (HIV, ang. Human
Immunodeficiency Virus) stanowi globalny problem zdrowotny, dotyczacy milionéw ludzi na
calym S$wiecie. Skuteczno$¢ leczenia pacjentdéw zakazonych wirusem HIV znacznie si¢
poprawita, a oczekiwana dtugo$¢ zycia zostata istotnie wydtuzona dzigki opracowaniu licznych
strategii terapeutycznych w ciggu ostatnich kilku dekad, jednak zaobserwowano wystepowanie
chorob wspotistniejagcych, ktore obnizajg jakos¢ zycia takich oséb. Ponadto, pomimo
stosowanej terapii, niektore obszary organizmu, w tym o$rodkowy uktad nerwowy (OUN),
pozostaja podatne na trwajaca replikacje wirusa, stanowiac jego rezerwuar i uniemozliwiajac

kompletng eradykacje wirusa.

Nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NRTI, ang. nucleoside reverse
transcriptase inhibitors) pozostaja kluczowe w leczeniu HIV, a do najwazniejszych lekow z tej
grupy nalezg abakawir, lamiwudyna (3TC), zydowudyna (AZT) i tenofowir. Jednak
dhlugotrwate stosowanie NRTI wigze si¢ z efektami ubocznymi, takimi jak zaburzenia
metabolizmu lipidow i1 rozwdj zaburzen neurokognitywnych zwigzanych z redystrybucja tkanki
thuszczowej, co moze prowadzi¢ do wzrostu poziomu wolnych kwaséw thuszczowych (FFA,
ang. free fatty acid) w osoczu krwi 1 potencjalnie w ptynie mézgowo-rdzeniowym, a takze

przyczynia¢ si¢ do rozwoju lipotoksycznych zaburzen metabolicznych w OUN.

Lipotoksyczno$¢ jest okreslana jako zespot nieprawidlowosci metabolicznych
wynikajacych ze zwigkszonego stezenia FFA w osoczu krwi 1 ich nagromadzenia w komoérkach
tkanek innych niz tluszczowe. Proces ten najczesciej dotyczy komorek trzustki, watroby,
migéni  szkieletowych, migénia sercowego lub nerek. Wsrod zaburzen molekularnych
wywolywanych przez nadmierng akumulacj¢ FFA wymienia si¢ stres oksydacyjny, stres
retikulum endoplazmatycznego, indukcje insulinoopornosci (IR, ang. insulin resistance) czy
stan zapalny. Zjawisko lipotoksycznosci jest stosunkowo dobrze opisane w komorkach wyzej
wymienionych narzadow, podczas gdy istnieje bardzo niewiele badan dotyczacych wptywu
lipotoksyczno$ci na komorki uktadu nerwowego. Istnieja jedynie nieliczne doniesienia o
lipotoksyczno$ci w tkankach nerwowych, astrocytarnych i mikrogleju uktadu nerwowego, a
takze na temat potencjalnego udzialu lipotoksycznosci w patogenezie chordb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera (AD, ang. Alzheimer’s disease) i

choroba Parkinsona (PD, ang. Parkinson’s disease).



Istnieje luka w wiedzy na temat bezpieczenstwa lekow antyretrowirusowych 1 ich
wplywu na toksyczno$¢ lipidow w OUN oraz indukowanie zaburzen w OUN w zwiazku ze
stosowang terapig u pacjentow zakazonych HIV. Aby odpowiedzie¢ na to zapotrzebowanie,
celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie wpltywu lamiwudyny i1 zydowudyny, na
homeostaze lipidow, funkcje mitochondriow i1 indukowanie insulinoopornos$ci w badaniach
modelowych na dwdch liniach komorkowych — linii komoérek dopaminergicznych SH-SYSY 1
linii komorek mikrogleju HMC3. Komorki inkubowano z 3TC i AZT w stezeniach
odpowiadajacych st¢zeniom terapeutycznym w osoczu krwi (odpowiednio 10uM i 6uM), a
takze z dwoma stezeniami kwasu palmitynowego (PA, ang. palmitic acid) - 200uM 1 500uM,
ktére odzwierciedlaja fizjologiczne oraz podwyzszone st¢zenia tego kwasu tluszczowego w
osoczu krwi. Jako kontrolg¢ pozytywna wykorzystano kwas dokozaheksaenowy (DHA, ang.
docosahexaenoic acid). Wyniki pomiarow odnoszono do komorek kontrolnych, ktore nie
zostaly poddane dziataniu zadnej z badanych substancji. Uzyskane wyniki poddano analizie

statystyczng w celu zweryfikowania istotnosci statystycznej zaobserwowanych zmian.

Aby zbada¢ metabolizm lipidow oceniono ekspresj¢ dwoch transporteréw kwasow
tluszczowych - biatka wigzacego kwasy tluszczowe 4 1 5 (FABP4, FABPS, ang. fatty acid-
binding protein 4, 5), a takze zawarto$¢ lipidow w komorkach. Funkcje mitochondriow
okreslono poprzez ocen¢ poziomu anionorodnika ponadtlenkowego 1 adenozyno-5’-
trifosforanu (ATP, ang. adenosine triphosphate). Rozwoj insulinooporno$ci mierzono na
drodze oceny ekspresji receptora insuliny (InsR, ang. insulin receptor), substratu receptora
insuliny 1 (InsRS1, ang. insulin receptor substrate 1) oraz poziomow fosforylacji kinazy 3’-
fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang. phosphoinositide 3-kinases). Dodatkowo wykonano pomiar
aktywnos$ci kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami, N-koncowej kinazy czynnika
transkrypcyjnego c-Jun (JNK, ang. c-Jun N-terminal kinase), kinazy regulowanej sygnatem
zewnatrzkomorkowym (ERK, ang. extracellular signal-regulated kinase) i kinazy p38,
kluczowych elementow szlakow sygnatlowych komoérki w odpowiedzi na czynniki stresorowe.
Kinazy te zostaly wybrane jako uzupeknienie oceny rozwoju insulinoopornosci ze wzgledu na

fakt, ze maja rowniez udziat w szlaku sygnatowym insuliny.

Na drodze przeprowadzonych badan wykazano, ze 3TC, AZT, a takze PA, przyczynity
si¢ do obnizenia wewnatrzkomorkowych stezen FABP4 1 FABPS, zarowno w komorkach
mikrogleju, jak 1 neuronach dopaminergicznych. Zaobserwowano odmienny wplyw badanych
NRTI na zawarto$¢ lipidow w komorce. Zaréwno 3TC, jak i AZT zwigkszyly zawartosé

lipidow w komorkach mikrogleju, podczas gdy w neuronach dopaminergicznych



zaobserwowano ich spadek. Zmniejszenie zawartosci lipidow nastgpito rowniez po inkubacji
komorek neurondéw dopaminergicznych z oboma stezeniami PA. Dodatkowo, badane NRTI
wywotaly wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach w obu liniach
komorkowych, w przeciwienstwie do PA, ktory przyczynit si¢ do zmniejszenia poziomu tej
reaktywnej formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species). Wykazano rowniez, ze inkubacja
z AZT powoduje spadek stezenia ATP w mitochondriach w komoérkach mikrogleju. Badane
leki nasilaty rowniez proces fosforylacji kinazy ERK. Zmiany wywotane przez 3TC i AZT w
linii komoérkowej neurondw dopaminergicznych obejmowaly rowniez zwigkszenie poziomu
fosforylacji PI3K 1 mniejsza ekspresje receptora insuliny. Efekt wywotany przez PA na InsR
réwniez obejmowal spadek ekspresji, podczas gdy poziom fosforylacji PI3K ulegt

zmniejszeniu pod wptywem tego kwasu thuszczowego.

Uzyskane wyniki mogg wskazywac, ze 3TC 1 AZT nie przyczyniajg si¢ w istotny sposob
do rozwoju procesOw neurodegeneracyjnych ani lipotoksycznych zaburzen metabolicznych za
posrednictwem transporterow kwasow ttuszczowych ani na drodze rozwoju insulinoopornosci.
Wplyw badanych NRTI na zawarto$¢ lipidow w komorkach uktadu nerwowego roézni si¢ w
zaleznosci od typu komoérki. W §wietle uzyskanych wynikow mozna jednak przypuszczacd, ze
dochodzi do rozwoju zaburzen neurodegeneracyjnych pod wptywem NRTI w komorkach
racze] poprzez zaburzanie funkcji mitochondriéw i1 indukcje stresu oksydacyjnego. Co
zaskakujace, w obszarze przeprowadzonych badan nie wykazano negatywnego wptywu PA na
funkcje komorek mikrogleju 1 neurondéw dopaminergicznych, nie potwierdzajac jego
wlasciwosci do indukowania zaburzen neurodegeneracyjnych. Przypuszczalnie komorki
wybrane do badan modelowtych charakteryzuja si¢ wieksza odpornoscia na lipotoksyczne
efekty zwigkszonych stezen PA w odniesieniu do innych typow komorek i tkanek. Jednakze
koniecznie bytoby wykonanie dodatkowych badan, aby méc potwierdzi¢ takie przypuszczenie.
Podsumowujac, w oparciu o badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej, wykazano mozliwy udziat NRTI w patogenezie zaburzen neurodegeneracyjnych
w OUN na drodze indukcji zaburzen funkcji mitochondriow, natomiast nie potwierdzono

zalozenia o neurodegeneracyjnych wlasciwosciach PA.



Summary

Human Immunodeficiency Virus (HIV) infection is a global health problem affecting
millions of people worldwide. The effectiveness of treatment for HIV-infected patients has
improved significantly, and life expectancy has been significantly extended thanks to the
development of numerous therapeutic strategies over the past few decades, but comorbidities
have been observed that reduce the quality of life of such individuals. In addition, despite
therapy, some areas of the body, including the central nervous system (CNS), remain
susceptible to ongoing viral replication, acting as a reservoir and preventing complete viral

eradication.

Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) remain key in the treatment of HIV,
and the most important drugs in this group include abacavir, lamivudine (3TC), zidovudine
(AZT) and tenofovir. However, long-term use of NRTIs is associated with side effects such as
lipid metabolism disorders and the development of neurocognitive impairment associated with
fat redistribution, which can lead to increased levels of free fatty acids (FFAs) in plasma and
potentially in cerebrospinal fluid, as well as contributing to the development of lipotoxic

metabolic disorders in the CNS.

Lipotoxicity is defined as a set of metabolic abnormalities resulting from increased
plasma concentrations of FFAs and their accumulation in cells of non-adipose tissues. This
process most often involves cells of the pancreas, liver, skeletal muscle, heart muscle or kidney.
Among the molecular disorders induced by excessive FFA accumulation are oxidative stress,
endoplasmic reticulum stress, induction of insulin resistance (IR) or inflammation. The
phenomenon of lipotoxicity is relatively well described in cells of the above-mentioned organs,
while the studies on the effects of lipotoxicity on cells of the nervous system are conducted to
a much lesser extent. There are only a few reports on lipotoxicity in neural, astrocytic and
microglia tissues of the nervous system, as well as on the potential involvement of lipotoxicity
in the pathogenesis of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease (AD) and

Parkinson's disease (PD).

There is a gap in knowledge about the safety of antiretroviral drugs and their effects on
CNS lipid toxicity and induction of CNS abnormalities due to therapy in HIV-infected patients.
To address this need, the purpose of this dissertation was to study the effects of lamivudine and
zidovudine, on lipid homeostasis, mitochondrial function and induction of insulin resistance in

model studies on two cell lines - the SH-SY5Y dopaminergic cell line and the HMC3 microglia



cell line. The cells were incubated with 3TC and AZT at concentrations corresponding to
therapeutic plasma concentrations (10uM and 6uM, respectively), as well as with two
concentrations of palmitic acid (PA) - 200uM and 500uM, which reflect physiological and
elevated plasma concentrations of this fatty acid. Docosahexaenoic acid (DHA) was used as a
positive control. The results of the measurements were related to control cells, which were not
treated with any of the test substances. The results were subjected to statistical analysis to verify

the statistical significance of the observed changes.

To study lipid metabolism, the expression of two fatty acid transporters, fatty acid-
binding proteins 4 and 5 (FABP4, FABPS), and cellular lipid content were assessed.
Mitochondrial function was determined by assessing the levels of superoxide anion radical and
adenosine 5'-triphosphate (ATP). The development of insulin resistance was measured by
assessing the expression of insulin receptor (InsR), insulin receptor substrate 1 (InsRS1), and
phosphorylation levels of phosphoinositide 3'-phosphatidylinositol kinase (PI3K). In addition,
the measurement of the activity of mitogen-activated protein kinases was conducted. Selected
proteins included c-Jun transcription factor N-terminal kinase (JNK, or c-Jun N-terminal
kinase), extracellular signal-regulated kinase (ERK, or extracellular signal-regulated kinase)
and p38 kinase, key components of cell signaling pathways in response to stressors. These
kinases were chosen to suplement the assessment of the development of insulin resistance due

to the fact that they are also involved in the insulin signaling pathway.

By way of the study, it was shown that 3TC, AZT, as well as PA, contributed to the
reduction of intracellular concentrations of FABP4 and FABPS, both in microglia cells and
dopaminergic neurons. Different effects of the tested NRTIs on cellular lipid content were
observed. Both 3TC and AZT increased lipid content in microglia cells, while a decrease was
observed in dopaminergic neurons. A decrease in lipid content also occurred after incubation
of dopaminergic neuron cells with both concentrations of PA. In addition, the tested NRTIs
induced an increase in the level of superoxide anion radical in mitochondria in both cell lines,
in contrast to PA, which contributed to a decrease in the level of this reactive oxygen species
(ROS). It was also shown that incubation with AZT causes a decrease in the concentration of
ATP in mitochondria in microglia cells. The pharmaceuticals also enhanced the
phosphorylation of ERK kinase. The changes induced by 3TC and AZT in the dopaminergic
neuron cell line also included an increase in PI3K phosphorylation and a decrease in insulin
receptor expression. The PA-induced effect on InsR also included a decrease in expression,

while the level of PI3K phosphorylation was reduced under the influence of this fatty acid.



The results may indicate that 3TC and AZT do not significantly contribute to
neurodegenerative processes or lipotoxic metabolic disorders via the influence on fatty acid
transporters or through the development of insulin resistance. The effect of the studied NRTIs
on the lipid content of cells in the nervous system varies depending on the cell type. However,
in view of the results obtained, it can be assumed that NRTI-mediated neurodegeneration
develops in cells through disruption of mitochondrial function and induction of oxidative stress.
Surprisingly, in the area of the conducted studies, PA did not show negative effects on the
function of microglia cells and dopaminergic neurons, not allowing the confirmation of its
neurodegenerative properties. Presumably, the cells selected for the model studies are
characterized by greater resistance to the lipotoxic effects of increased concentrations of PA in
relation to other cell types and tissues. However, additional studies should be performed to be
able to confirm this supposition. In conclusion, based on the studies conducted within the
framework of this dissertation, the possible involvement of NRTIs in the pathogenesis of
neurodegenerative disorders in the CNS through the induction of mitochondrial dysfunction has
been demonstrated, while the assumption of neurodegenerative properties of PA has not been

confirmed.
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