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OBJASNIENIE SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

AICD - wewngatrzkomdérkowe domeny amyloidu
(ang. APP intracellular domain)
AR - beta amyloid
APC - gruczolakowaty polip okreznicy
(ang. adenomatouspolyposis coli )
APP - biatko prekursorowe amyloidu
(ang. B-amyloid precursorprotein)
APPsw - komorki transfekowane genem dla APP
z mutacja typu szwedzkiego
ARE - element odpowiedzi antyoksydacyjnej
(ang. antioxidant response element)
ATP - adenozynotrifosforan
BSA - albumina bydleca surowicza
cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan
C/EBP - biatko wigzgce sie sekwencjami CCAAT
(ang. CCAAT enhancer binding proteins, CCAAT binding factor)
ChA - choroba Alzheimera
ChP - choroba Parkinsona
COX-2 - cyklooksygenaza-2
CREB - biatko wigzace sie z elementem odpowiedzi na cAMP
(ang. c-AMP response element binding protein)
DCF - 2’,7-dichlorofluoresceina
DCFH - 2’,7-dichlorofluorescyna
DMEM - pozywka Dulbecco zmodyfikowana przez Eagla’a
(ang. Dulbecco’s modified Eagle medium)
DMSO - dimetylosulfotlenek
DNA - kwasdeoksyrybonukleinowy
DOPAC - kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy
DTT - ditiotreitol
ECL - chemiluminescencja
EDTA - sol disodowa kwasu etyleno diaminotetraoctowego
elF2B - czynnik inicjacji translacji
ER - retikulum endoplazmatyczne
FCS - ptodowa surowica cieleca
GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
GATA4 - czynnik transkrypcyjny charakteryzujacy sie wigzaniem z DNA
w sekwencji GATA
H2DCF-DA - dwuoctan 2’,7-dichlorodwuhydrofluoresceiny
HnRNP - ludzka jadrowa rybonukleoproteina
GBP - biatka wigzace GSK3
GSK3pB - kinaza syntazy glikogenu 3
GSK3BpY216 - forma aktywna kinazy syntazy glikogenu 3
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HIF
HS
HSF
HSTF
5-HT
IGF
iNOS
LC
LTD

LTP

MAO B
MAPK

MPP+
MPTP
MTT
NA
NacCl
NADH
NFAT

NFT
NGF
NLS

NO

Nrf2
6-OHDA
PARP-1
PBS
PC12

PCR
PDGF
PI3-K
PKA
PKB
PKC
PMSF
PQ
PRDX3
PS
PVDF
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ufosforylowana na tyrozynie 216

forma nieaktywna kinazy syntazy glikogenu 33
ufosforylowana na serynie 9

czynnik transkrypcyjny (ang. hypoxiainduciblefactors)
surowica koniska

1 — czynnik szoku cieplnego-1

1 — czynnik transkrypcyjny szoku cieplnego-1
5-hydroksytryptamina, serotonina

insulinopodobny czynnik wzrostu

indukowana izoforma syntazy tlenku azotu

obszar miejsca sinawego

dtugoterminowe ostabienie synaptyczne

(ang. long-term depression)

dtugoterminowe wzmocnienie synaptyczne

(ang. long-term potentiation)
monoaminooksydazatypu B

kinazy aktywowane mitogenami

(ang.mitogen activated protein kinases)
1-metylo-4-fenylopirydyna
1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna
bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2Htetrazoliowy
noradrenalina

chlorek sodu

dinukleotydnikotynoadeninowy, postac zredukowana
jadrowyczynniktranskrypcyjny

(ang. nuclear factor of activated T-cells)

sploty neurofibrylarne

czynnik wzrostu neuronéw (ang. neuron al growth factor)
sekwencja lokalizacji jadra

tlenek azotu

(czynnik 2 zwigzany z NF-E2 (ang. NF-E2-related factor 2)
6-hydroxydopamina

polimeraza-1 poli(ADP-rybozy)

bufor fosforanowy - buforowany roztwor soli fizjologiczne;j
komorki chromochtonne guza nadnerczy
(ang.Pheochromocytoma)

reakcja tancuchowa polimerazy

ptytkowy czynnik wzrostu

kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

kinaza biatkowa A

kinaza biatkowa B

kinaza biatkowa C

fluorek fenylometylosulfonowy

parakwat

peroksyredoksyna 3

preseniliny

polifluorekwinylidenu
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P21

RNA

ROS

SEM

SNc

SOD
TBS-Tween

TEMED
TH-ir
TNF-a
TPK-1
Tris
VDAC
VTA
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inhibitor kinaz zaleznych od cyklin

kwas rybonukleinowy

reaktywne formy tlenu

$redni btad standardowy

czes¢ zbitaistoty czarnej

dysmutaza ponadtlenkowa

bufor o sktadzie 50 mMTris, 150 mMNadCl,
0,1% Tween-20, pH 7,6
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
znakowanie immunoreaktywne dla hydroksylazy tyrozynowej
czynnik martwicy nowotworu alfa

kinaza biatka tau -1
tris(hydroksymetylo)aminometan

kanaty anionowe regulowane potencjatem
brzuszna czes¢ nakrywki Srodmadzgowia
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WPROWADZENIE

Kinaza syntazy glikogenu 3 — informacje ogdlne

Kinaza syntazy glikogenu 3 (GSK3) zostata odkryta w latach 1970 jako jedno z kilku
biatek, ktore fosforylujg syntaze glikogenu, powodujac jej inhibicje i zahamowanie produkgcji
glikogenu [Cohen 1979, Embi i wsp., 1980]. Kinaza ta wzbudzita duze zainteresowanie po
odkryciu jej roli w zaleznej od insuliny transdukcji sygnatu oraz w chorobie Alzheimera (ChA)

[Cohen i Goedert, 2004].

GSK3 znana réwniez, jako kinaza biatka tau (TPK-1 - tau protein kinase-1) to wysoce
konserwowana, wielozadaniowa kinaza serynowo-treoninowa, ktéra w tkankach ssakow
wystepuje w dwdch izoformach: GSK3a i GSK3B. Enzymy te kodowane sg przez dwa odrebne
geny [Woodgett 1990]. Gen kodujgcy GSK3a znajduje sie u myszy na chromosomie 7, a u
ludzi na chromosomie 19, zas gen kodujgcy GSK3B u myszy potozony jest na chromosomie
16, u ludzi na chromosomie 3. Obie formy GSK3 wykazujg 97% podobienstwo w zakresie
katalitycznej domeny kinazowej. Natomiast rdznice stwierdza sie w sekwencji N-konca
bogatego w glicyne o dtugosci 63 aminokwaséw. Mniej wiadomo na temat rdzinic w
funkcjach obu izoform [Liang i Chuang, 2006]. Zbadano, ze embriony myszy z wytgczonym
genem Gsk3B umierajg miedzy 13 a 15 dniem [Hoeflich i wsp., 2000], natomiast osobniki z
wytgczonym genem Gsk3a przezywajg i wykazujg lepszg tolerancje na glukoze, wiekszg
zdolnos¢ magazynowania glikogenu w watrobie i s3 wrazliwe na insuline [McAulay i wsp.,
2007]. W dorostym mdzgu GSK3a jest szczegdlnie bogato reprezentowana w hipokampie,
korze modzgowej, prazkowiu i moézdzku [Kaidanovich-Beilin i Woodgett, 2011], natomiast
ekspresja GSK3B zachodzi prawie we wszystkich czesciach mdzgu, chociaz istniejg znaczace

roznice w zaleznosci od struktury w poziomie mRNA u cztowieka [Pandey i wsp., 2009].

W niektdrych typach komoérek moézgu, alternatywne sktadanie transkryptu (ang. splicing)
pomiedzy eksonem 8 i 9 w GSK3B prowadzi do powstania GSK3B2 - zawierajgcej dodatkowo
13 aminokwaséw w domenie katalitycznej [Hanks i Hunter, 1995, Mukai i wsp., 2002, Soutar
i wsp., 2010]. Obecnos¢ GSK3B2 u gryzoni [Yao i wsp., 2002] i u ludzi [Kwok i wsp., 2005]
moze mie¢ wptyw na funkcjonowanie neurondw. Badania z 2010 r. wskazujg na duzg role

wariantu GSK3B2 we wzroscie aksonu [Castano i wsp., 2010]. Wyciszenie genu GSK3B2
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zapobiega wzrostowi aksonu w szczurzych neuronach korowych oraz w komdérkach
neuroblastoma SH-SY5Y réznicowanymi kwasem retinojowym. Ektopowa ekspresja GSK3p2
prowadzi do wzrostu aksonu nawet przy nieobecnosci tego kwasu. Wykazano, ze GSK3(32
fosforyluje biatko tau. Rdznice w funkcji GSK3B i GSK3B2 umozliwiajg opracowanie
inhibitorow GSK3f, ktére nie zmniejszatyby korzystnego wptywu GSK3B2 na wzrost aksonu.
Oba biatka rdéznig sie rowniez obecnoscia i lokalizacjg w czasie rozwoju organizmu. GSK3p2
wystepuje przede wszystkim w tkance nerwowej podczas rozwoju [Mukai i wsp., 2002].
Natomiast GSK3B wystepuje we wszystkich tkankach organizmu podczas catego zycia
osobniczego i zaangazowana jest rowniez w proces starzenia [Takahashi i wsp., 1994, Mukai i

wsp., 2002].

W pracy skoncentrowatam swojg uwage na GSK3B, ktéra jest pojedynczym
polipeptydem zbudowanym z 433 aminokwasow, o masie 47 kDa. Ekspresja tego enzymu
zachodzi intensywniej w neuronach anizeli w komadrkach glejowych [Takahashi i wsp., 2000].
Ponadto stwierdzono najwyzszy poziom ekspresji genu tego enzymu w mdzgu, w
poréwnaniu do innych organdw, co moze wskazywac¢ na jego istotng role w procesach

fizjologicznych i patologicznych. [Takashima 2006, Perez-Costas i wsp., 2010].

GSK3B poczatkowo zostata zidentyfikowana, jako regulator metabolizmu glikogenu.
Obecnie wiadomo réwniez, ze enzym ten ma inne funkcje komoérkowe takie jak np. regulacja
ekspresji gendw dla biatek biorgcych udziat w formowaniu cytoszkieletu komorki. Liczne
dane literaturowe wskazujg, ze GSK3B odgrywa istotng role w syntezie biatek, proliferacji i
réznicowaniu komorek, dynamice mikrotubul i motoryce komorki. Kinaza ta wptywa na
wymienione funkcje poprzez fosforylacje czynnikdw inicjacyjnych biatek, biorgcych udziat w
cyklu komérkowym, czynnikow transkrypcyjnych oraz biatek zaangazowanych w funkcje
mikrotubul i adhezje komdrek. GSK3pB jest kinazg odpowiedzialng za fosforylacje biatka tau i

funkcje biatek cytoszkieletu. Enzym ten reguluje procesy przezycia i Smierci komoérek.

Kolejng wazng wiasciwosciag GSK3PB jest jej udziat w licznych szlakach przekaznictwa
informacji w tym, zaleznych od czynnikdw wzrostu. Znanych jest ponad 50 substratow GSK3f
i sg wsréd nich biatka sygnatowe, liczne czynniki transkrypcyjne oraz biatka strukturalne

(Tabela 1).
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Biatka sygnatowe Biatka strukturalne Czynniki transkrypcyjne
Karboksylaza AcetyloCoA Dynaminy AP-1 (rodzina Jun)
APP Kinezyny Beta-katenina
APC MAP1B C/EBP
Aksyna MAP2 CREB
PKA Biatka adhezyjne GATA4
Cyklina D1 Neurofilamenty Receptor glukokortykoidu
Cyklina E Nineina HIF-1
elF2B Biatko Tau HSF-1
Syntaza glikogenu Telokina c-Myb
hnRNP c-Myc
Receptor NGF NeuroD
Nukleoporyna p62 NFAT
Biatko p21 NF-kB
Presenilina-1 Notch
Fosfataza biatkowa 1 Biatko p53

Tabela 1. Przyktadowe substraty GSK30.

Budowa biatka i regulacja aktywnosci GSK3

GSK3pB jest kinazg konstytutywnie aktywng w komodrkach w fazie spoczynku [Hughes i
wsp., 1993, Doble i Woodgett, 2003]. Regulacja aktywnosci GSK3B odbywa sie poprzez

fosforylacje, zmiane lokalizacji w komdrce oraz wstepng fosforylacje substratéw GSK3pB przez
inne kinazy [Jope i wsp., 2007].
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GSK3p posiada dwa miejsca fosforylacji, ktore wptywaja na jej aktywnos¢ katalityczna.
Jest to seryna 9 i tyrozyna 216 (Rycina 1). Fosforylacja na tyrozynie 216 zachodzi w domenie
kinazy w miejscu aktywacji, co prowadzi do wzrostu aktywnosci GSK3B [Wang i wsp., 1994].
Fosforylacja ta nie jest niezbedna do aktywacji kinazy. Natomiast fosforylacja seryny 9 na N-

konicu prowadzi do zahamowania aktywnosci enzymu [Stambolic i Woodgett 1994].

przyfaczenie p53
? TB\I r/ﬂz
NH

1 56 85 123 353 433

COOH

Rycina 1. Budowa GSK3[8

GSK3u cztowieka to biatko o masie 47 kDa sktadajqce sie z 433 aminokwasow. (BD) domeny wigzgce
-to miejsca wigzan dla substratéw (np.p53)

Ufosforylowany koniec aminowy GSK3pB staje sie dla niej pseudosubstratem, zajmujac
miejsce wigzania grup fosforanowych znajdujgcych sie na wstepnie ufosforylowanych
potencjalnych substratach. Fosforylacja seryny 9 GSK3pB blokuje tym samym jej aktywnosg,
wzgledem substratow wymagajgcych wstepnej fosforylacji, ale nie hamuje funkgji
skierowanej na substraty, ktére takiej fosforylacji nie wymagajg [Frame i Cohen 2001].
Fosforylowany moze byé takze koniec karboksylowy GSK3B, co prowadzi do obnizenia
ogolnej jej aktywnosci, w tym aktywnosci wzgledem substratow niewymagajgcych wstepne;j

fosforylacji [Thornton i wsp., 2008].

Regulacja aktywnosci GSK3B poprzez fosforylacje na tyrozynie 216

Miejsce aktywne enzymu obejmuje domene, z ktdrg wigzg sie jej substraty i sg to

aminokwasy od 200 do 226 (Rycina 2 (kolor z6tty)).
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N-term

PETLA BOGATA

W GLICYNE MIEJSCE

AKTYWACJI

Rycina 2. Struktura krystaliczna GSK38 wg Haar i wsp., [2001]

Na podstawie analizy struktury krystalicznej sugeruje sie, ze brak fosforylacji tyrozyny
216 moze blokowac¢ dostep kinaz pomocniczych (ang. priming kinases). Fosforylacja ta moze
powodowac zmiany konformacyjne, ktére wptywaja na wigzanie substratéw. Dotychczasowe
badania nie wyjasniajg tego mechanizmu, a czesto wyniki badan sg sprzeczne. Czesc
osrodkow badawczych wskazuje na wazng role autofosforylacji w regulacji aktywnosci GSK3
[Cole i wsp., 2004] lub fosforylacje przez inne kinazy tyrozynowe [Hughes i wsp., 1993, Kim i
wsp., 1999, Lesorti wsp., 1999, Wang i wsp., 2003]. W 1993 roku Hughes i wsp. w swojej
pracy opisali, ze mutacja tyrozyny 216 w GSK3B w przeprowadzonych przez nich
doswiadczeniach spowodowata 10-krotny spadek jej aktywnosci w komérkach u Drosophila
melanogaster. Badacze sugeruja, ze fosforylacja tyrozyny 216 powoduje ponad 200-krotny
wzrost aktywnosci GSK3B. Li i Jope [2010] w swojej pracy nie wykluczajg ani autofosforylacji
ani wptywu innych kinaz i proceséow prowadzacych do wzrostu aktywnosci poprzez

fosforylacje tyrozyny 216.
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Ponadto badacze Jain i Jaiswal [2007] w swoich badaniach przedstawili, ze mozliwy jest
udziat aktywnej formy GSK3B w fosforylacji kinazy Fyn oraz w regulacji czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 (Rycina 3). Nrf2 (czynnik 2 zwigzany z NF-E2 (ang. NF-E2-related factor
2) wigze sie z ARE (ang. antioxidant-response element) i reguluje ekspresje oraz koordynuje
aktywacje grupy gendw chemoprotekcyjnych w odpowiedzi na powstaty stres oksydacyjny.
Prowadzi to do uruchomienia mechanizmdédw ochrony przed stresem oksydacyjnym i
uszkodzeniami komorki. Import i eksport jadrowy Nrf2 odgrywa znaczacg role w kontroli
jagdrowego poziomu Nrf2 oraz reguluje ekspresje gendéw. Cytozolowy inhibitor Nrf2
zatrzymuje ten czynnik w cytoplazmie i taki kompleks dziata jak sensor stresu oksydacyjnego.
Narazenie komodrki na stres prowadzi do odtgczenia sie Nrf2 od inhibitora i aktywuje jego
translokacje do jgdra. Dlugotrwate pozostanie Nrf2 w jgdrze nie jest korzystne i prowadzi do
apoptotycznej smierci komorki. llos¢ Nrf2 w jadrze jest $cisle regulowana przez liczne
czynniki, ktére kontrolujg import jagdrowy, wigzanie do ARE, eksport i degradacje Nrf2 w
warunkach normalnych oraz stresowych. Wczesna odpowiedz na stres prowadzi do importu
Nrf2 do jadra i aktywacji genéw protekcyjnych (Rycina 3). Opdzniona odpowiedz na stres to
fosforylacja Nrf2 na tyrozynie 568 przez kinaze tyrozynowg Fyn zachodzaca wewnatrz jadra.
Fosforylacja ta zapobiega nagromadzeniu czynnika Nrf2 w jadrze, powoduje jego eksport do
cytoplazmy i degradacje. Aby kinaza Fyn mogta by¢ aktywna, potrzebna jest jej fosforylacja,
w ktdrej bierze udziat GSK3B ufosforylowana na tyrozynie 216. W przypadku
niewystarczajgcej fosforylacji biatka Fyn przez aktywng GSK3B moze dochodzi¢ do
zatrzymania Nrf2 w jadrze, zaburzenia ekspresji gendw, co w konsekwencji ma prowadzi¢ do
Smierci komérki. Jest to daleko idgca hipoteza, ktéra wymaga jeszcze doswiadczalnych

potwierdzen.

Do tej pory nie ma prostej odpowiedzi na pytanie, jakie czynniki wptywajg na
fosforylacje GSK3B na tyrozynie 216. Istniejgce nieliczne dane wymagaja potwierdzenia.
Wzrostowi aktywnosci GSK3B z reguty towarzyszy stymulacja procesdéw proapoptotycznych

[Beurel i Jope, 2006].
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Stres oksydacyjny
Pdzna Wczesna
odpowied z odpowied z

(Nieaktywna)

Nieznana
kinaza
(e =

(Aktywna)

Ekspresja genéw
antystresowych

Degradacja Nrf2

&

Rycina 3. Rola GSK3[8 w regulacji eksportu jgdrowego Nrf2 poprzez fosforylacje Fyn,
zmodyfikowana wg Jain i Jaiswal (2007).
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Regulacja aktywnosci GSK3pB poprzez fosforylacje na serynie 9

Lepiej poznany jest mechanizm hamowania aktywnosci GSK3B, w wyniku fosforylacji
seryny 9, co zmniejsza aktywnos$¢ enzymu na drodze zmian konformacyjnych. W
konsekwencji dochodzi do odpowiedniego fatdowania i blokowania miejsca aktywnego
koniecznego do wigzania substratu. Niezwyktg cechg GSK3 jest to, ze jako kinaza biatkowa,
ktéra jest hamowana przez zewnatrzkomérkowe sygnaty, moze wywotywaé szybki i
odwracalny wzrost fosforylacji. Zewnatrzkomdrkowe zwigzki i sygnaty, jak np. czynniki
wzrostu (NGF, PDGF), insulina mogg powodowacé obnizenie aktywnosci o 30-70% juz w ciggu

10 minut [Sutherland 2011].

Biatka majace zdolnosé fosforylacji GSK3B w miejscu seryny 9 (P-Ser9) to kinazy: PKA,
Akt/PKB, PKC, S6k, p90™*, MAPK [Doble i Woodgett, 2003] (Rycina 4).

‘? PKA Akt/PKB

S6k

p90rsk

/ \ MAPK

Rycina 4. Regulacja aktywnosci GSK3[3 poprzez jej fosforylacje.
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P13-K/Akt /PKB w regulacji GSK3B i metabolizmu komorki

Biologiczne konsekwencje dziatania czynnikdw wzrostu polegajg na aktywacji proceséw
przezycia neuronow i ich funkcjonalnych zdolnosci w tworzeniu sieci neuronalnych przy
rownoczesnym hamowaniu szlakdw apoptozy [Pettman i Henderson 1998]. Kinaza-3
fosfatydyloinozytolu (PI3-K) posredniczy w przekazaniu informacji od receptoréw dla
czynnikdw wzrostu do Akt/PKB oraz licznych innych kinaz biorgcych udziat w przezyciu

komorki.

Po raz pierwszy Yao i Cooper [1995] wykazali w badaniach na komodrkach PC12, ze
obnizenie aktywnosci PI3-K powoduje likwidacje pro-zyciowych zjawisk wywotanych
aktywacjg receptora dla czynnikdw wzrostu (NGF, PGDF). Liczne badania prowadzone na
fibroblastach, neuronach i innych komdrkach potwierdzity niezbedny udziat PI3-K w dziataniu
czynnikdw wzrostu. Stwierdzono ponadto, ze PI3-K jest konieczna w przekazywaniu
sygnatéw od rdznego typu mitogendw i stresorow. PI3-K jest istotna w przezyciu komodrek, a

jej aktywacja blokuje apoptoze wywotang czynnikami genotoksycznymi.

Odkrycie, ze $ciezka sygnatowa PI3-K/Akt/PKB prowadzi do fosforylacji GSK3B na
serynie 9, wskazato na istotny udziat tych kinaz w regulacji przemian glukozy i wielu
procesow metabolicznych w komaérce [Cross i wsp., 1995, Delcommenne i wsp., 1998]. Jest
wiele doswiadczen, ktére przedstawiajg GSK3B jako wazny element szlaku przekaznictwa

P13-K/Akt/PKB w komorce.

Akt/PKB przez fosforylacje GSK3p reguluje metabolizm lipidéw. Zahamowana aktywnosc¢
enzymu prowadzi¢ moze do degradacji proteolitycznej biatek SREBP (ang. sterol regulatory
element binding protein), ktére sg czynnikami transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za
aktywacje gendéw kodujacych biatka zaangazowane w biosynteze cholesterolu i kwasow

ttuszczowych [Sundqvist i wsp., 2005].

Kolejnym waznym szlakiem sygnatowym, w ktérym bierze udziat Akt/PKB jest regulacja
biatek z rodziny Bcl-2, w tym biatka Bax, ktdre promuje apoptoze wptywajgc na
przepuszczalnos$é btony mitochondrialnej. Wykazano, ze Bax jest fosforylowane przez Akt w
poblizu C-konica na serynie 184, co powoduje ograniczenie $Smierci neutrofilow [Gardai i

wsp., 2004, Duronio 2008]. Natomiast GSK3B promuje translokacje Bax do mitochondriow
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poprzez fosforylacje seryny 163 [Linseman i wsp., 2004]. Wydaje sie wiec, ze Akt moze
wptywac na apoptotyczng aktywnosé Bax w dwojaki sposdb: bezposrednio przez fosforylacje

seryny 184 oraz posrednio przez hamowanie aktywnosci GSK3.

Ponadto Akt/PKB wptywa posrednio na progresje cyklu komoérkowego przez inaktywacje
kinazy GSK3B, ktdra fosforyluje czynniki transkrypcyjne c-Jun, c-Myc i cykliny D i E
odgrywajace istotng role w przejsciu z fazy G1 do S [Wei i wsp.,2005, Welcker i wsp., 2003].

Uwaza sie, ze Akt/PKB odgrywa istotng role w regulacji mechanizméw powstawania
inwazyjnego fenotypu komodrek nowotworowych pochodzenia nabtonkowego na etapie
przejscia epitelialno-mezenchymalnego [Gos i wsp., 2009]. Jednym z substratéw GSK3p jest
czynnik transkrypcyjny SNAIL, ktéry przyczynia sie do zmniejszenia ekspresji kadheryny E.
Fosforylacja tego czynnika zmienia jego lokalizacje i wptywa na zwiekszong degradacje
proteolityczng. Zahamowanie aktywnosci GSK3B przez Akt/PKB sprawia, ze czynnik SNAIL
jest bardziej stabilny, a przez to ostabiona jest adhezja miedzykomoérkowa na skutek
obnizenia poziomu kadheryny E [Qiao i wsp., 2008]. Zmiany te powodujg uwolnienie B-
kateniny, wchodzgcej w interakcje z wewnatrzkomdrkowg domeng czasteczki kadheryny E.
Translokacja B-kateniny do jadra komdrkowego i potaczenie jej z czynnikiem
transkrypcyjnym LEF/TCF (lymphoid enhancer factor/T cell factor), prowadzi do ekspres;ji
biatek charakterystycznych dla komérek mezenchymalnych, np. wimentyny i niektdrych

integryn [Qiao i wsp., 2008, Chin i Toker, 2009].

Jak juz wspomniatam na poczatku tego podrozdziatu, GSK3B moze by¢ réwniez
fosforylowana na serynie 9 przez wiekszos¢ kinaz aktywowanych przez mitogeny (MAPK ang.
mitogen activated protein kinase). MAPK moze obniza¢ aktywnos¢ GSK3PB przez fosforylacje
jej konica karboksylowego na serynie 389 i treoninie 390 [Thornton i wsp., 2008]. Ostatnie
badania wykazaty nowy kierunek w interakcji Akt/PKB i GSK3pB, gdzie GSK3B hamuje Akt/PKB
poprzez fosforylacje, nie wykluczajac sprzezenia zwrotnego z Akt/PKB/MAPK [Lu i wsp.
2011].
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Lokalizacja wewnatrzkomérkowa GSK3j3

GSK3B jest przede wszystkim kinazg cytozolowg, ale jej obecnos¢ stwierdzono rowniez
we frakcji jadrowej i mitochondrialnej [Franca-Koh i wsp., 2002, Fujimuro i Hayward 2003,
Meares i Jope, 2007, Songin i wsp., 2011ab, Pajgk i wsp., 2009]. Poziom i aktywnos¢ GSK3B w
tych organellach zmienia sie w odpowiedzi na sygnaty komodrkowe. Aktywnos¢ GSK3B w
mitochondriach moze by¢ regulowana przez fosforylacje seryny 9. Aktywne biatko Akt/PKB
moze by¢ importowane z cytoplazmy do mitochondridow, gdzie moze fosforylowa¢ GSK3p,
hamujac tym samym jej aktywnos$é. Poziom GSK3f3 w jadrze znacznie wzrasta, gdy komorka
wchodzi w faze S cyklu komoérkowego, a obniza sie w odpowiedzi na czynniki wzrostu.
Czynniki indukujgce apoptoze moga powodowac akumulacje GSK3B w jadrze, prowadzac do

aktywacji kaskady kaspazowej [Jope i Roh, 2006].

Wazng role odgrywajg biatka FRAT1,2 (ang. frequently rearranged in advanced T-cell
lymphomas 1,2) i LANA (ang. latent nuclear antygen). FRAT1,2 powoduje eksport GSK3pB z
jadra [Franca-Koh i wsp., 2002], natomiast LANA sekwestruje je w jadrze [Fujimuro i
Hayward, 2003]. Zidentyfikowano réwniez sekwencje lokalizacji jgdrowej w domenie od 85
do 103 aminokwasu (ang. nuclear localization sequence, NLS). GSK3B znajdujgc sie w
cytozolu tworzy kompleksy biatkowe blokujace NLS i sekwestrujgce GSK3B w cytozolu.
Fosforylacja tyrozyny 216 powoduje zmiane konformacji przestrzennej na preferowang dla
akumulacji jadrowej, dochodzi wtedy do odstoniecia NLS i GSK3pB translokuje sie z cytozolu

do jgdra [Meares i Jope, 2007].

GSK3B w toksycznosci parakwatu i w chorobie Parkinsona

Roczny wskaznik czestosci wystepowania choroby Parkinsona (ChP) w Stanach
Zjednoczonych w wieku 65 lat i powyzej, wynosi okoto 160 na 100.000 oséb [Wirdefeldti
wsp., 2011]. W Polsce liczbe chorych szacuje sie na okoto 60.000, a rocznie rozpoznaje sie
6000 nowych zachorowan. ChP jest jedng z gtéwnych przyczyn dtugoterminowych
zachorowalnosci wséréd oséb w srednim i podesztym wieku. W 2005 r. szacowana liczba

przypadkéw ChP na catym swiecie wynosita okoto 4.400.000 [Wirdefeldti wsp., 2011]. Do

-17 -



Martyna Songin

roku 2030 liczba ta podwoi sie do okoto 9 miliondw na podstawie przewidywanego wzrostu

populacji w wieku powyzej 65 lat.

ChP zostata opisana po raz pierwszy przez Jamesa Parkinsona w 1817 roku. Za
wystgpienie objawow tej choroby odpowiedzialna jest degeneracja 50-80% neurondéw
dopaminergicznych czesci zbitej istoty czarnej, co prowadzi do dramatycznego spadku
poziomu dopaminy (DA) (80-90%) w jadrze ogoniastym [Ehringer i Hornykiewicz, 1960].
Procesy degeneracyjne w ChP obejmujg takze 40-60% neurondw czesci brzusznej nakrywki
srédmodzgowia (VTA) [Hirsh i wsp., 1988, Dymecki i wsp., 1996, Damer i wsp., 1999].
Prowadzi to do 50-70% spadku poziomu DA w korze przedczotowej i innych regionach
korowych. Deficyt przekaznictwa dopaminergicznego moze powodowac zaburzenia
poznawcze u pacjentow cierpigcych na ChP [Scatton i wsp., 1983, Horynkiewicz i Kish, 1986,
Bosboon i wsp., 2004, Ossowska i wsp., 2006]. Markerem tej choroby jest obecno$é
wewngatrzkomadrkowych ciat Lewy’ego, zbudowanych gtownie z a-synukleiny i innych biatek
towarzyszacych [Maguire-Zeiss i Federoff, 2003]. Czynniki patogenne, ktére powodujg
procesy degeneracyjne w idiopatycznej ChP nie sg dotychczas znane. Brane sg pod uwage
predyspozycje genetyczne oraz kilka czynnikow endogennych (np. tetrahydroizochinoliny) i
egzogennych (pestycydy). Mutacje w specyficznych genach, szczegdlnie dla a-synukleiny,
stanowig mniej niz 10% wszystkich przypadkow ChP. Reszta zaburzen moze byé wywotana
innymi nieznanymi czynnikami genetycznymi, procesem starzenia czy ekspozycja na
szkodliwe czynniki Srodowiska. Do zwigzkdow szczegdlnie toksycznych dla neurondéw
zaliczamy metale ciezkie, pestycydy, herbicydy i inne chemikalia przemystowe, ktére

wywotujg silny stres oksydacyjny, przez co sg uwazane za potencjalne czynniki ryzyka w ChP.

GSK3B moze odgrywac istotng role w wielu chorobach neurodegeneracyjnych, ale do
chwili obecnej istniejg tylko fragmentaryczne dane dotyczgce udziatu tego enzymu w
patomechanizmie ChP oraz w zaburzeniu funkcji mézgu w przypadku dziatania szkodliwych
czynnikéw srodowiskowych w tym pestycydow i herbicydow. Dotychczasowe badania, w tym
genetyczne, wskazujg na znaczenie GSK3B w patogenezie ChP [Kwok i wsp., 2005; Infante i
wsp., 2010]. Do tej pory prowadzono doswiadczenia dotyczgce udziatu GSK3B na rdéznych
modelach ChP, stosujac  6-hydroxydopamine (6-OHDA), 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-
tetrahydropirydyne /1-metylo-4-fenylopirydyne (MPTP/MPP+), a-synukleine [Chen i wsp.,
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2004, Avraham i wsp., 2005, Wang i wsp., 2007, Petit-Paitel i wsp., 2009, Wills i wsp., 2010].
Natomiast wudziat GSK3B w toksycznosci parakwatu (dichlorek 1,1’-dimetylo-4,4’-
bipyridynowy, PQ) zostat po raz pierwszy opisany w pracach naszej grupy badawczej [Songin

i wsp., 2011a,b].

Chen i wsp. [2004] zastosowali 6-OHDA w zwierzecym modelu ChP. Zwigzek ten
uzywano w celu zrozumienia mechanizmu smierci komérek dopaminergicznych. W modelu
tym stwierdzono, ze 6-OHDA aktywuje apoptoze na szlaku zaleznym od kaspazy-3. Jednym z
wynikéw doswiadczen prowadzonych przez tych badaczy byto wykazanie wzrostu fosforylacji
GSK3pB na tyrozynie 216 w tym modelu. Badania Yue Yong i wsp. [2011] wskazujg, ze 6-OHDA
nie wptywa na aktywnos¢ GSK3B w substancji czarnej. Ponadto, inhibitor GSK3p, chlorek litu,
nie byt w stanie zapobiec degeneracji neurondéw dopaminergicznych wywotanej przez 6-

OHDA w badanej strukturze.

Od wielu lat toksyna MPTP stosowana jest w celu wywotywania symptomow ChP w
zwierzecych modelach doswiadczalnych. W wyniku utleniania MPTP w mikrogleju przez
monoaminooksydaze typu B (MAO B), zostaje wytworzony toksyczny zwigzek MPP®, ktéry
uszkadza neurony w istocie czarnej moézgu i powoduje ich Smieré. Stres oksydacyjny
wywotany MPP*/ MPTP prowadzi m.in. do nadmiernej fosforylacji biatka tau, za co moze by¢
odpowiedzialna GSK3B. Badacze twierdzg, ze dochodzi do tego na skutek autofosforylacji
GSK3p na tyrozynie 216 [Kozikowski i wsp., 2006, Duka i wsp., 2009, Wills i wsp., 2010]. Duka
i wsp. [2009] w swojej pracy wykazali, ze MPP* powoduje znaczny wzrost poziomu biatka
GSK3p ufosforylowanego na tyrozynie 216 w cytozolu, i spadek w mitochondriach. Ponadto
zaobserwowali, ze hamowanie aktywnosci GSK3B zapobiegtoby negatywnym zmianom
mitochondrialnego potencjatu btonowego, a w konsekwencji aktywacji kaspazy-3 i -9. Wyniki
badan wskazujg, ze GSK3B moze by¢ kluczowym mediatorem w neurotoksycznosci
wywotanej MPP*/MPTP. Hamowanie aktywnosci GSK3B moze zapewni¢ komdrce ochrone
przed stresem mitochondrialnym przyczyniajgcym sie do smierci komorki. Kolejne badania
prowadzone przez Wang W i wsp., [2007] wykazaty, ze MPTP powoduje szybkg aktywacje
GSK3B, poprzez obnizenie poziomu fosforylacji GSK3B na serynie 9, a nastepnie wzrost
poziomu biatka tau ufosforylowanego na serynie 396, znanego substratu GSK3p.
Zahamowanie  aktywnosci  GSK3B, zapobiegato indukcji  apoptozy  neurondw

dopaminergicznych w modelu MPTP.
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Parakwat (PQ) jest strukturalnym analogiem MPP*/MPTP. PQ tatwo ulega redukcji do
rodnikojonu, ktory jest prekursorem rodnikéw nadtlenkowych. Jako herbicyd stosowany byt
do niedawna na masowg skale, natomiast ze wzgledu na duzg toksycznos$é¢ i brak

selektywnosci, od 11 lipca 2007 zostat zakazany w Unii Europejskiej.

PQ ma zdolno$¢ przenikania bariery krew — mézg po podaniu systemowym u zwierzat.
Jego poziom w mozgu jest okoto 100 razy nizszy niz np. w nerce i watrobie. Dane dotyczgce
zdolnosci tego pestycydu do degeneracji neurondéw dopaminergicznych in vivo u gryzoni
wskazujg, ze toksyczny efekt PQ wzrasta wraz z wiekiem oraz w przypadku mutacji a-
synukleiny (A53T, A30P). Dziatanie PQ jest potegowane podczas wspotdziatania z MPTP
[Shepherd i wsp., 2006]. Sugerowano, ze PQ, podobnie jak rotenon i MPP*, hamuje
aktywnos¢ | kompleksu oddechowego [Fukishima i wsp. 1997, Tawara i wsp. 1996]. Jednak
praca Richardsona i wsp. [2005] zaréwno na hodowlach komérkowych jak i mitochondriach z
mozgu myszy (PQ 10 mg/kg ip, 1 x tyg. przez 3 tyg.) zaprzeczyta tym doniesieniom,
wskazujac, ze PQ nie wiaze sie z | kompleksem oddechowym w miejscu dziatania rotenonu.
Moze to Swiadczyé, ze hamowanie aktywnosci | kompleksu oddechowego przez PQ,
wykazywane we wczesniejszych  pracach, jest mechanizmem nieselektywnym,
wywotywanym m.in. przez wolne rodniki tlenowe, ktére generuje ten pestycyd. W pracy z
2007 roku Castello i wsp. wykazali, ze PQ wnika do mitochondriéw i generuje O, i H,0,. W

ten proces zaangazowany jest lll kompleks oddechowy [Castello i wsp. 2007].

Shimizu i wsp. [2003b] wskazujg takze na zaangazowanie zjawiska ekscytotoksycznosci w
proces degeneracji neurondw po podaniu PQ u szczuréw. W przeprowadzonych badaniach
zaobserwowano wzrost uwalniania glutaminianu i tlenku azotu (NO) oraz DA z zakonczen
nerwowych w prazkowiu. Glutaminian, aktywujgc receptory AMPA i/lub kainowe, oraz
NMDA, zwieksza naptyw Ca?* do komdérek i aktywuje syntaze NO. Uwalniany NO dyfunduje
do zakonczen dopaminergicznych, reaguje z reaktywnymi formami tlenu generujac toksyczny
nadtlenoazotyn, ktory zaburza prace mitochondriéw. Uwalnianie DA miatoby by¢ ostatnim
efektem w tej kaskadzie zdarzen, jako objaw zaburzen funkcji neuronéw dopaminergicznych
[Shimizu i wsp. 2003b]. Zaangazowane sg w ten proces aktywowana stresem kinaza JNK1/2
[Ramachandiran i wsp., 2007, Klintworth i wsp., 2007, Niso-Santano i wsp., 2006, Chun i
wsp., 2001], a takze kaspaza-3, biatko efektorowe wywotujgce apoptoze [Ramachandiran i

wsp., 2007]
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Mechanizm toksycznosci PQ jest indukowany przez stres oksydacyjny oraz uszkodzenia
mitochondriéw [Drechsel i Patel, 2008], a te uszkodzenia odgrywajg kluczowg role réwniez w
patogenezie choréb neurodegeneracyjnych [Lin i Beal, 2006; Pagani i Eckert, 2011]. Dlatego
uzycie PQ jako modelu doswiadczalnego moze by¢ przydatne w badaniach roli zaburzen

mitochondriéw w mechanizmie choréb neurodegeneracyjnych .

Chen i wsp., 2011 w swojej pracy zbadali wptyw PQ na mechanizmy odpowiedzialne za
podwyzszone ryzyko wystepowania ChA. Wykorzystane w doswiadczeniach transgeniczne
myszy (Tg2576), jako mysi model ChA poddano dziataniu PQ, co przyczynito sie do znacznego
pogorszenia pamieci i uczenia sie. Ponadto, po podaniu PQ zaobserwowano wzrost poziomu
peptydéw amyloidu B (AB). Jednak warto zauwazy¢, ze nie spowodowato to pojawienia sie

ptytek amyloidowych.

Z danych literaturowych wynika, ze peptydy AR wptywajg na uszkodzenia mitochondriéw
[Sultana i Butterfield, 2009, Pagani i Eckert, 2011], natomiast Chen i wsp., 2011 wykazuja, ze
uszkodzenia mitochondridw sg wynikiem dziatania PQ, a dopiero w kolejnym etapie dochodzi
do wzrostu poziomu APB. Zastosowanie PQ spowodowato uszkodzenie mitochondriow, co
potwierdzito wczedniejsze badania przeprowadzone przez Cochema i Muphego z 2008 roku,
przedstawiajace uszkodzenie komodrek i generacje reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species ROS). Zaobserwowano, ze PQ powoduje wzrost produkcji H,0, oraz spadek
potencjatu bton mitochondrialnych. Przedstawiony efekt zostat zniesiony przez zastosowanie
peroksyredoksyny 3 (PRDX3). PRDX3 nalezy do rodziny peroksyredoksyn zlokalizowanych w
mitochondriach, ktére odgrywajg wazng role w usuwaniu H,0, z mitochondriéw [Cox i wsp.,
2010]. Chen i wsp., [2008] w swoje] pracy wykorzystali myszy transgeniczne z nadekspresjg
PRDX3 i zaobserwowali zmniejszong generacje H,0, w mitochondriach. W badanym modelu
PQ wptywajgc na zaburzenie funkcji mitochondriow odpowiedzialny byt za podwyzszony
poziom peptydéw AP i za zaburzenia funkcji poznawczych. Potwierdzone to zostato
badaniami przeprowadzonymi na mysim modelu z nadekspresja PRDX3, gdzie
zaobserwowano obnizony poziom peptydow AR, poprawe zaburzonych przez PQ funkcji

poznawczych.

Ochrona funkcji mitochondriow moze by¢ bardzo dobrg strategia majgcg na celu
zmniejszenie ryzyka ChA w wyniku dziatania licznych czynnikbw w tym pestycydow

[Coskunwsp., 2004, Swerdlow i Khan, 2004, Sultana i Butterfield, 2009, Wang i wsp., 2009].
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GSK3B w toksycznosci peptydéw AB i w chorobie Alzheimera

ChA jest gtéwng przyczyng demencji w krajach wysokorozwinietych. Choroba ta dotyczy
30 min oséb na swiecie. Szacuje sie, ze w 2050 roku jedna osoba na 85 moze chorowac na
ChA [Ferri CP, 2005]. Stopniowemu zwyrodnieniu i obumieraniu neuronéw towarzyszy
powstawanie niefizjologicznych form biatek zdolnych do oligomeryzacji, agregacji, opornych

na dziatanie enzymow proteolitycznych, oraz uszkodzenie szlakdw przekazywania sygnatow.

Na poczatku lat 90 sformutowano hipoteze kaskady amyloidowej. Obecnie uwaza sie,
ze oligomery peptydow amyloidu B (AB), ktére powstajg w mozgu, powodujg
najwczesniejsze i krytyczne zmiany istotne dla rozwoju ChA. Peptydy AB s3 gtdwnym
elementem ptytek starczych. Najliczniej peptydy AB wystepujg w ptytkach starczych w
postaci AB42, ktory ze wzgledu na swojg hydrofobowos¢ ma tendencje do agregacji
[Newman i wsp., 2007]. Peptydy AB sg fragmentami powstatym w wyniku proteolitycznej
degradacji biatka prekursorowego amyloidu (APP). Znaczenie tego biatka w funkcjonowaniu
mozgu nie jest w petni poznane. Biatko APP prawdopodobnie odgrywa wazng role w takich
procesach jak adhezja komodrkowa, plastycznos¢ synaptyczna i wzrost neurytow [Gralle i

Ferreira 2007].

Znane sg dwie drogi metabolizmu biatka APP: nieamyloidogenna i amyloidogenna

(Rycinabs).

W nieamyloidogennym metabolizmie biatka APP zaangazowane sg sekretazy o iy
(Rycina 5). y-sekretaza jest kompleksem biatkowym ztozonym z preseniliny 1 (PS1) lub
preseniliny 2 (PS2), nikastryny, PEN2 (ang. presenilin enhancer 2 homolog) i APH-1 (ang.
anterior pharynx defectiv 1) [Wolfe i wsp., 1999]. Ciecie APP przez o — sekretaze prowadzi do
uwolnienia rozpuszczalnego fragmentu sAPPa z btony komdrkowej, natomiast C — koricowy
fragment zbudowany z 83 aminokwasOw pozostaje w obrebie btony biologicznej. Pozostaty
fragment moze by¢ dalej hydrolizowany przez y-sekretaze, i powstajg nietoksyczne peptydy

p3 i AICD (ang. APP intracellular domain) wewnatrzkomoérkowe domeny amyloidu (Rycina 5).

W procesie prowadzgcym do powstawania amyloidogennych, patologicznych postaci

peptyddéw, [-sekretaza przecina biatko APP pomiedzy N- koncowymi resztami
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aminokwasowymi 671-672, prowadzac do powstania rozpuszczalnego fragmentu sAPP oraz
Cq9. Nastepnie, pod wptywem y-sekretazy z Cog powstajg 4 kDa AP oraz wewngtrzkomadrkowa
domena AICD (Rycina 5). Proces amyloidogenneego metabolizmu biatka APP zachodzi przez

cate zycie i dotyczy niemal kazdej komaorki ludzkiego ciata [Orellana i wsp., 2007].

Nieamyloidogenna - Amyloidogenna
sAPPa sAPPf
. B-sekretaza "HJ‘
p3 ——
a-sekretaza ;
GO0 LSRR e
y-sekretaza £18181 } b 4 0 6 i y-sekretaza
Fx:xxmmj 0 ’
co9
AICD ( AICD
[ APP

Nature Reviews | Meuroscience

Rycina 5. Mechanizm metabolizmu biatka APP. Po lewej sSciezka nieamyloidogenna z udziatem
sekretazy a i y. Po prawej sciezka amyloidogenna z udziatem sekretazy 8 i y, prowadzi do powstania
AB [wg Thathiah i Strooper 2011].

Wystepowanie mutacji w obrebie gendw kodujacych APP i biatek odpowiadajgcych za
jego degradacje (PS1 i PS2), prowadzi do zwiekszonego poziomu toksycznych form AP
[Murrell i wsp., 1991, Levy-Lahad i wsp., 1995].
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Do jednej z najlepiej opisanych mutacji punktowych zaliczamy mutacje szwedzka-APPsw,
ktora powoduje nasilong degradacje APP przez B-sekretaze i prowadzi do zwiekszonego

uwalniania peptydéw A [Sinha i Lieberburg, 1999, Pagani i Eckert 2011] .

Rozpuszczalne formy AB moga by¢ transportowane przez bariere krew — mozg z
udziatem receptoréw (np. LDL, glikoproteina 330/megalina) lub przez swobodng dyfuzje. W
doswiadczeniach prowadzonych zaréwno in vitro, jak i w modelach zwierzecych
zaobserwowano, ze uposledzone dziatanie tych receptoréw prowadzi do magazynowania AB
w moézgu [Zlakovi¢ i wsp., 1996, Shibata i wsp., 2000, Yan i wsp., 2000, Bruunsgaard i wsp.,

2001]. Zjawisku temu moze sprzyjac¢ obnizenie degradacji peptyddow ApB.

Poczatkowo sadzono, ze ptytki starcze sg gtéwng przyczyng neurodegeneracji, ktéra
prowadzi do demencji. Badania histopatologiczne wykazaty jednak brak korelacji pomiedzy
iloscig oraz rozmieszczeniem fibrylarnych agregatéw AR w médzgu a progresja choroby [Braak
i Braak, 1991]. Wiele doswiadczen prowadzonych in vitro i in vivo dostarczyto dowoddéw na
to, ze pula rozpuszczalnych oligomerycznych form AB ma witasciwosci neurotoksyczne
[Lambert i wsp., 1990,1998, Hartley i wsp., 1999, Crouch i wsp., 2005], a stopien
zaawansowania choroby jest do nich proporcjonalny [Lue i wsp., 1995]. Obecnie uwaza sie,

ze rozpuszczalne oligomery AB sg kluczowa przyczyng neurodegeneracji w ChA.

Sploty neurofibrylarne sg drugg, obok ztogédw amyloidowych, charakterystyczng cecha
histopatologiczng ChA. Struktury te zbudowane s3 z agregatéw nadmiernie fosforylowanego
biatka tau. Najwazniejsze znaczenie w tworzeniu splotow ma fosforylacja reszt seryny i
treoniny w tancuchu polipeptydowym tego biatka. Zidentyfikowano wiele kinaz
zaangazowanych w ten proces, z ktérych najwiekszy udziat ma GSK3B. Prawdopodobnie
powstawanie tych anormalnych struktur nie jest czynnikiem zapoczatkowujgcym te chorobe,

tylko jej skutkiem.

Jak wykazano in vivo, GSK3 jest najwazniejszg kinazg biorgca udziat w fosforylacji biatka
tau w mozgu [Takashima i wsp., 1998], a pojawienie sie splotow neurofibrylarnych
poprzedzone jest somatodendrytycznym nagromadzeniem i aktywacjg GSK3B [Leroy i wsp.,

2007].

Liczne dane wykazaty istotne znaczenie GSK3B w neuropatologii ChA. Stwierdzono, ze

GSK3B moze przyczyniac sie do powstawania peptyddw AP, a jednoczesnie peptydy AB moga
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wptywacé na aktywnos$¢ GSK3B oraz stymulowaé powstawanie splotdw neurofibrylarnych,
pogtebiajgc patologiczng agregacje biatka tau oraz prowadzac do zaburzen transportu
aksonalnego [Takashima i wsp. 1995; Alvarez i wsp. 1999, Terwel i wsp. 2008]. Zachodzaca w
ChA apoptoza neurondw réwniez moze by¢ zwigzana z obecnoscig GSK3B. Wykazano, ze
bodZce proapoptotyczne aktywujg GSK3[B, prowadzac do jej zwiekszonej fosforylacji na
tyrozynie 216 i indukujgc jej przesuniecie do jgdra komoérkowego, co moze doprowadzac¢ do

apoptozy [Bhat i wsp. 2000].

GSK3B jest zaangazowana w pogorszenie zdolnosci poznawczych oraz odpowied?
zapalng [Hooper i wsp., 2008]. Wiadomo, ze mutacja genu preseniliny 1 (PS1)
odpowiedzialna jest za wczesng, rodzinng posta¢ ChA. Wykazano, ze PS1 aktywuje GSK3, i
ze enzym ten odgrywa istotne znaczenie w patologii zaleznej od mutacji w genie preseniliny
[Takashima i wsp., 1998]. Mutacja genu PS1 wptywa nie tylko na odkfadanie sie peptydow

AB, ale réwniez na powstawanie splotéw neurofibrylarnych, starzenie mdzgu i agregacje APB.

GSK3B moze odegrac kluczowa role w uwalnianiu AB poprzez zwiekszenie aktywnosci B-
sekretazy. GSK3B moduluje proteolize réwniez APP i powstawanie AP poprzez aktywacje y-
sekretazy, poniewaz obie sekretazy sg jej substratami [Cai i wsp., 2012]. GSK3B moze
przyczyni¢ sie do produkcji peptydow AB poprzez zahamowanie czynnosci a-sekretazy.

Wzrost stezenia peptydow AB moze w konsekwencji wptywacé na GSK3p.

Z kolei dziatajgcy neuroprotekcyjnie ptytkowy czynnik wzrostu (platelet-derived growth
factor CC —PDGF--CC) moduluje aktywnos¢ GSK3B, zwiekszajgc hamujgcg fosforylacje seryny
9 i zmniejszajac aktywujaca fosforylacje na tyrozynie 216 [Tang i wsp., 2010]. Co ciekawe,
neuroprotekcyjnie dziatajgce inhibitory GSK3pB [Jope i Bijur, 2002], mogg wywierac¢ korzystny
wptyw poprzez utatwienie przechodzenia do mézgu IGF-1 czynnika o dziataniu
neuroprotekcyjnym. Zwiekszenie wychwytu IGF-1 jest zwigzane z poprawg funkcji megaliny,
kluczowego regulatora transportu IGF-1 w splocie naczyniéwkowym [Bolos i wsp., 2010].
Liczne eksperymenty majg na celu wykazanie potencjatu terapeutycznego inhibitorow
GSK3B. Engel i wsp., [2006] obserwowali w mysim modelu ChA z nadekspresjg GSK3B powrot
fenotypu do normy po wytgczeniu transgenu. W badaniach nad wykorzystaniem litu w
modelach zwierzecych wykazano, ze przy stezeniach osiggalnych w praktyce klinicznej, lit
zmniejsza powstawanie ztogéw AP [Su i wsp., 2004] oraz redukuje zwyrodnienia

neurofibrylarne poprzez zwiekszenie ubikwitynacji biatek i ich degradacje [Nakashima i wsp.,
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2005]. Lit obniza poziom fosforylacji biatka tau, hamujgc postep choroby [Engel i wsp., 2006],

ale nie prowadzi do wyleczenia [Caccamo i wsp., 2007].

GSK3B w zaburzeniach transportu aksonalnego w chorobach neurodegeneracyjnych

W centralnym ukfadzie nerwowym istnieje sze$¢ lizoform biatka tau, ktére powstaja w
wyniku alternatywnego sktadania mRNA. W komodrce biatko to moze ulegac¢ licznym
potranslacyjnym modyfikacjom jak np.: fosforylacji, glikacji, glikozylacji [Takahashi i wsp.,
1994, 2000, Mukai i wsp., 2002, Caccamo wsp., 2007, Bartoszewska 2008]. Biatko tau

odpowiada za stabilizacje mikrotubul w komérkach.

Zaburzenie transportu aksonalnego spowodowane jest destabilizacjg mikrotubul w
wyniku nadmiernej fosforylacji biatka tau oraz nadmiernej fosforylacji biatka motorycznego
kinezyny. Nadmierna aktywacja GSK3B prowadzi do hiperfosforylacji biatka tau, co powoduje

zaburzenia funkcji mikrotubul. W wyniku tego utracona zostaje ich zdolnos¢ transportowa.

Stwierdzono, ze nadmierna fosforylacja tau przez kinaze JNK wraz z GSK3B jest
odpowiedzialna za powstawanie splotow neurofibrylarnych (NFT) (Rycina 6). Wykazano, ze
GSK3p fosforyluje MEKK1 i w konsekwencji aktywuje JNK [Kim i wsp., 2003, Sato i wsp.,
2003]. Uwaza sie, a potwierdzity to dane eksperymentalne, ze peptydy AP mogg aktywowac

JNK posrednio poprzez aktywacje GSK3B [Kim i wsp., 2003, Takashima i wsp., 2006].
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Rycina 6. Schemat relacji molekularnych miedzy AB, GSK3B, biatkiem tau i innymi czynnikami.
Mechanizm powstawania NFT, utraty synaps i neuronéw [wg Takashima 2006].
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Substraty GSK3B, biatko tau i kinezyna, zaangazowane sg w proces transportu
aksonalnego. W wyniku nadmiernej fosforylacji kinezyny dochodzi do utraty funkcji biatek
,cargo” w pecherzykach. W konsekwencji moze doprowadzaé¢ to do uszkodzenia synaps i

procesow pamieci [Morfini i wsp., 2002].

Waznym biatkiem fosforylowanym przez GSK3B, jest czynnik transkrypcyjny CREB (ang.
cAMP responsive element binding protein). Aktywny CREB wptywa na transkrypcje gendw
zaangazowanych w procesy plastycznosci synaptycznej oraz w proces dtugotrwatego
wzmocnienia synaptycznego (LTP). CREB ufosforylowany w pozycji seryny 133 przez PKA
staje sie substratem dla GSK3B. W tej ufosforylowanej formie CREB jest rozpoznawalny przez
GSK3B, ktéra fosforyluje go na serynie 129 i hamuje jego funkcje transkrypcyjne [Grimes i
Jope, 2001]. Jest to jeden z mechanizméw, poprzez ktéry GSK3B moze zaburzaé
powstawanie LTP i procesy pamieci. Zaobserwowano, ze nadmierna aktywacja GSK3pB, ktora
moze by¢ spowodowana m.in. hamowaniem aktywnosci PI-3K/Akt, prowadzi do istotnych
zaburzen transportu askonalnego, pamieci i orientacji przestrzennej, zjawisk bardzo

podobnych do obserwowanych w chorobach neurodegeneracyjnych (Rycina 6).

Doktadne poznanie mechanizmoéw dziatania GSK3p i proceséw, w ktérych kinaza ta
odgrywa istotng role, moze stanowi¢ wazny etap na drodze do zapobiegania i leczenia

choréb osrodkowego uktadu nerwowego.
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CEL

Celem prowadzonych badan byto poznanie wptywu PQ na ekspresje i poziom biatka
GSK3B i jej aktywnej formy ufosforylowanej na tyrozynie 216 (GSK3BpY216). Ponadto
zbadanie ekspresji genow prooksydacyjnych w srédmdzgowiu i prazkowiu szczura oraz

okreslenie wptywu PQ i peptyddw AB na poziom biatka GSK3B w komdrkach PC12.

Cel ten zostat zrealizowany poprzez wykonanie nastepujacych zadan szczegotowych:

1. Zbadanie zmian ekspresji i poziomu biatka GSK3B oraz formy ufosforylowanej
GSK3BpY216 w sSrodmodzgowiu i prazkowiu szczura po jednorazowym podaniu i
krotkoterminowym dziataniu (3 i 24 godziny) PQ. Analiza ekspresji gendw prooksydacyjnych

wywotanej dziataniem PQ.

2. Okreslenie poziomu immunoreaktywnosci GSK3B i formy ufosforylowanej
GSK3BpY216 w Srédmozgowiu i prazkowiu, oraz we frakcjach podkomdrkowych po

wielokrotnym podaniu i dtugoterminowym dziataniu PQ (4 i 37 tygodni).

3. Zbadanie wptywu PQ i peptydédw AB na poziom GSK3B i jej form
ufosforylowanych (GSK3BpY216 i GSK3BpS9) w komérkach PC12 kontrolnych i

transfekowanych genem dla biatka prekursorowego AP.
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MATERIALY | METODY

Zwierzeta doswiadczalne

Do doswiadczen uzywano szczuréw samcéw szczepu Wistar w wieku od 3 do 27
miesiecy. Zwierzeta w wieku 3-4 miesiecy i masie ciata 200-250g byty traktowane, jako
doroste, zwierzeta w wieku 24-27 miesiecy o masie ciata ponad 300g-350g, jako stare.
Zwierzeta hodowano w warunkach stabilnej temperatury, wilgotnosci oraz wolnego dostepu
do wody i pozywienia. Doswiadczenia z udziatem zwierzat byty wykonywane z zasadami
prawa etycznego, zgodnego z Konwencjg Europejskg na podstawie zezwolenia wydanego
przez IV Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach, z siedzibg w

Narodowym Instytucie Lekéw w Warszawie.

Zastosowany zwigzek chemiczny

Parakwat (PQ) (dichlorek metylo viologenu, C12H14CI2N2, Sigma-Aldrich, USA). Do
podan dootrzewnowych (ip) PQ rozpuszczano w sterylnej wodzie amputkowanej (Polpharma,
Stargard Gdanski), bezposrednio przed podaniem zwierzetom, w dawkach 10mg/kg m.c i
40mg/kg m.c. Dawka PQ do podan zostata wybrana eksperymentalnie oraz na podstawie
wynikéw opublikowanych badan [Ossowska i wsp., 2005 a,b, Ossowska i wsp., 2006, Kuter i

wsp., 2007, Shimizu i wsp., 2003].

Schemat podawania PQ

Podania jednorazowe i krétkoterminowe dziatanie PQ

PQ w dawce 40 mg/kg m.c zostat podany ip, jednorazowo. Zwierzeta kontrolne otrzymaty

sol fizjologiczng. Mdzg do badan pobierano po 3 i 24 godzinach od iniekcji PQ.
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Podania wielokrotne i dtugoterminowe dziatanie PQ

PQ w dawce 10 mg/kg m.c podawano ip, jeden raz w tygodniu przez 4 i 37 tygodni.
Zwierzeta kontrolne otrzymywaty sél fizjologiczng w tym samym czasie i w taki sam sposéb.

Modzg do badan pobierano 7 dnia od ostatniej iniekcji.

Charakterystyka modelu:

Wptyw dtugoterminowego (37 tygodni) podawania PQ na komdrki

dopaminergicznego ukfadu czarno-prazkowiowego.

Stereologiczne liczenie neurondw wykazato redukcje liczby komoérek TH-ir
(znakowanie immunoreaktywne dla hydroksylazy tyrozynowej), statystycznie istotny ich
spadek o 28% w czesci zbitej istoty czarnej (SNc) i nieistotne statystycznie obnizenie w polu
brzusznym nakrywki (VTA) o 14% u szczurdw traktowanych PQ przez 37 tygodni.
Stwierdzono réwniez obnizenie liczby komdrek TH-ir w obszarze miejsca sinawego (LC) o

27%. Nie wykazano zmian objetosci struktur.

Wptyw diugoterminowego (37 tygodni) podawania PQ na poziom DA, 5-HT, NA i ich

metabolitéw w prazkowiu i istocie czarnej.

PQ podawany przez 37 tygodni nie wptynat znaczgco na poziom dopaminy, 5-HT (5-
hydroksytryptaminy, serotoniny) i ich metabolitéw w prazkowiu (danych nie przedstawiano),
Stosunek DOPAC/DA byt obnizony o 13% (kontrola=0.1037+0.0037, n=7 vs. PQ
=0.09+0.0034, n=7, p<0.05). Ponadto dtugoterminowe podawanie PQ obnizyto poziom
noradrenaliny w prazkowiu o 49% (kontrola =127.91+25.50 ng/g tkanki, n=6 vs. PQ
=64.8816.99 ng/g tkanki, n=6, p<0.05). Wyniki wykazuja brak wptywu PQ na poziom
monoamin i ich metabolitéw w istocie czarnej (danych nie przedstawiano) [Songin i wsp.,

2011].

Przygotowanie materiatu do doswiadczen i analiz

Zwierzeta dekapitowano, a nastepnie na schtodzonej do temperatury 4°C szalce Petriego

izolowano z mozgu: prazkowie, sSrodmadzgowie, hipokamp, kora mdézgowa i mdézdzek.

-30-



Martyna Songin

Przygotowanie homogenatu

Wyizolowane czesci mozgu homogenizowano recznie w temperaturze 4°C w szklanym
homogenizatorze Dounce’a w medium izolacyjnym zawierajagcym 0,32 M sacharoze, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, inhibitory proteaz (CompleteTM) oraz 10 mM bufor Tris-HCl, pH 7,4.
Homogenat 10% uzywano do doswiadczen oraz do otrzymywania zgrubnych frakcji

podkomaérkowych.

Otrzymywanie frakcji podkomoérkowych

Otrzymany homogenat wirowano przy 800 x g przez 5 minut w temperaturze 49C. Osad
zgrubnej frakcji jadrowej (P1) zawieszono w buforze do homogenizacji i uzywano do badan
immunochemicznych metodg Western blot. Nadsgcz (S1) wirowano przez 15 min przy 17000
X g w temperaturze 4°C i otrzymano osad, zgrubng frakcje mitochondrialng (P2) i nadsacz
(S2) frakcji cytozolowej. Immunochemiczna analiza cytochromu c biatka charakterystycznego
dla mitochondridw wykazata, ze jest ono obecne wytagcznie we frakcji mitochondrialne;j.
Natomiast specyficzna dla jgder polimeraza poli(ADP-rybzy) (PARP-1) obecna byta jedynie we

frakcji jadrowe;.

Komorkowe modele badawcze

Linia szczurzych komoérek pheochromocytoma — PC12

Komoérki szczurzego guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy (pheochromocytoma,
PC12) otrzymano z Zaktadu Farmakologii Biocentrum Uniwersytetu we Frankfurcie nad
Menem w Niemczech. Komérki te byty stabilnie transfekowane ludzkim genem biatka
prekursorowego amyloidu B (APP) z mutacjg typu szwedzkiego (APPsw, K670M/N671L), a w
przypadku komorek kontrolnych, samym wektorem. Transfekcje wykonano przy uzyciu
techniki FUGENE (Roche Diagnostics GmbH) [Eckert i wsp., 2001]. Gen kodujacy APP
znajdowat sie pod kontrolg promotora CMV. Wektor zawierat rdwniez geny opornosci na
gentamycyne. W przypadku komorek PC12, taka transfekcja powoduje wzrost ekspresji

ludzkiego biatka prekursorowego APP i zwiekszone uwalnianie peptydéw AB (Rycina 7).
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Stwierdzono, ze w komodrkach APPsw poziom uwalnianych peptydéw AR jest 4,8-krotnie

wyzszy w poréwnaniu do komérek kontrolnych PC12 [Chalimoniuk i wsp., 2007].

Komorki APPsw i kontrolne hodowane byly w standardowej pozywce DMEM (Eagle’a)
(Sigma) z dodatkiem inaktywowanych w 56°C surowic: 10% ptodowej cielecej (FCS) i 5%
konskiej (HS), 2 mM glutaminy i antybiotykdw (50 jednostek/ml penicyliny, 50 ug/ml
streptomycyny i 400 pg/ml G418). Hodowle prowadzono w sterylnych jednorazowych
plastikowych szalkach lub ptytkach zawierajgcych 24 dotki (Falcon), w inkubatorze w

temperaturze 37°C, w atmosferze powietrza nasyconej parg wodng zawierajgca 5% CO2.

Komérki w trakcie hodowli, a nastepnie po podaniu czynnikow farmakologicznych

obserwowano w mikroskopie swietlnym Olympus CKX41.

Do wykonania zdje¢ w mikroskopie elektronowym komorki kontrolne PC12 i komérki
transfekowane APP z mutacjg szwedzky (APPsw) byly przygotowane j.w, a kolejne etapy

doswiadczenia wykonane byty w Zaktadzie Ultrastruktury Komaorki IMDiK PAN.

Bank komdrek przechowywano w stanie zamrozonym w temperaturze -80°C (do
biezgcego uzytku) oraz w ciektym azocie (w celu dtuzszego przechowywania), w pozywce o

sktadzie: 50% FCS, 40% DMEM, 10% DMSO.
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Rycina 7. Zdjecia z mikroskopu elektronowego ultrastruktury komdrek kontrolnych PC12 i komdrek
transfekowanych APP z mutacjg szwedzkqg (APPsw). Ztogi wewngtrzkomérkowe AB widoczne w
komdrkach APP(sw). E-endosomy, GA-aparat Golgiego, L-lizosomy. Badania wykonano w Zaktadzie
Ultrastruktury Komorki IMDIK PAN [Pajgk i wsp., 2009].

Do momentu rozpoczecia eksperymentu komorki pasazowano, co 4 dni. Przy
pasazowaniu komoérek stosowano 0,25% roztwor trypsyny z 0,02% EDTA (Sigma). Komorki o
gestosci 1-1,5 x 10° wysiewano na szalke o srednicy 10 cm, 0,5 x 10° komérek na szalke o
$rednicy 3,5 cm, 1 x 10° komérek do dotka na ptytkach 24-dotkowych. W 24 godzinie po
wysianiu wymieniano pozywki hodowlane na pozywki zawierajace 2% FCS oraz 2 mM
glutamine i antybiotyki w stezeniach takich jak w mediach hodowlanych. Nastepnie komérki
traktowano badanymi zwigzkami i inkubowano przez 24 godziny w 37°C. W celu
farmakologicznej modyfikacji reakcji komérek na badane czynniki do medium dodawano

zwigzek PQ.
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Wzor chemiczny stosowanego zwigzku
W prowadzonych badaniach zastosowano zwigzek:

Parakwat (PQ) — Stosowany w stezeniach 0,1-1 mM.

CH,— ¢ }--Mﬁfmcv
'3 "1

Przygotowanie materiatu do oznaczenn immunochemicznych

Komoérki na szalkach ptukano dwukrotnie buforem (PBS), a nastepnie zawieszano w buforze
Tris-HCl o pH 7,4 zawierajacym inhibitory proteaz Complete (Roche Diagnostics GmbH),
kolejno komoérki zeskrobywano z szalek i sonifikowano. Tak przygotowany materiat

przechowywano w -20 °C i uzywano do oznaczen immunochemicznych (Western blot).

Metody spektrofotometryczne

Oznaczanie zawartosci biatka

Zawarto$¢ biatka w preparacie oznaczano metodg Lowry’ego przy uzyciu fenolowego

odczynnika Folina [Lowry i wsp., 1951].

Analiza przezywalnosci komorek za pomoca testu MTT

Test MTT jest ilosSciowym kolorymetrycznym testem, w ktorym tylko zywe, aktywne
metabolicznie komdrki, moga przeksztatcaé w swoich mitochondriach sole tetrazoliowe
(bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego, MTT) o zabarwieniu
z6ttym do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu o zabarwieniu fioletowym (Rycina 8).
Powstate krysztaty rozpuszczane sg w DMSO. Dehydrogenaza NAD(P)H-zalezna jest

enzymem mitochondrialnym, aktywnym tylko w zywych komdrkach, dlatego intensywnos¢
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zabarwienia jest proporcjonalna do ilosci wytworzonego formazanu oraz ilosci zywych i

aktywnych metabolicznie komdrek w badanym materiale.

Komérki PC12 wysiewano na szalki 24-dotkowe pokryte polietylenoiming w ilosci 2 x 107
komodrek na dotek. Nastepnego dnia pozywke wymieniano z niskg zawartoscig surowicy (2%
FCS) i dodawano PQ w odpowiednim stezeniu. Po 24 godzinach medium hodowlane
wymieniano ponownie na pozywke pozbawiong surowicy, dodawano MTT (0,25 mg/ml) i
inkubowano przez 2 godziny w 37 °C. Nastepnie pozywke usuwano, a komorki rozpuszczano
w DMSO i mierzono spektrofotometrycznie absorbancje przy dtugosci fali 595 nm, za

pomoca czytnika do mikroptytek.

7 |

| dehydrogenaza
o mitochondialna
<:>_<N"”"
\57 NADH u" \rf\gf

— krysztaty formazanu
MTT (26tty) (fioletowe)

DMSO

fioletowy roztwor

Rycina 8. Zasada dziatania testu MTT
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Metody spektrofluorymetryczne

Analiza poziomu wolnych rodnikéw w cytozolu komoérek przy uzyciu sondy

fluorescencyjnej DCF

Poziom wolnych rodnikbw w komoérkach PC12 badano w oparciu o reakcje
przeksztatcenia dwuoctanu 2’,7-dichlorodwuhydrofluoresceiny (H,DCF-DA), na skutek
wewngatrzkomérkowej deacetylacji, do 2’,7-dichlorofluorescyny (DCFH), ktora nastepnie jest
utleniana przez wolne rodniki do fluorescencyjnej 2’,7-dichlorofluoresceiny (DCF). Test ten
pozwala analizowaé¢ wewngtrzkomodrkowy poziom wolnych rodnikow tlenowych [Royall i
wsp., 1993]. Komérki PC12 wysiewano na szalki 24-dotkowe pokryte polietylenoiming w
ilodci 2 x 10” komérek na dotek. Nastepnego dnia pozywke wymieniano na pozywke z niska
zawartoscig surowicy (2% FCS). Po 24 godzinach do pozywki dodawano 10 uM H,DCF-DA
(Sigma) i inkubowano przez 50 min w 37 °C. Nastepnie komorki ptukano trzykrotnie buforem
PBS. Fluorescencje mierzono przy uzyciu spektrofluorymetru Perkin Elmer LS 50B przy
dtugosci fali pobudzenia 488 nm i emisji 525 nm. Wynik wyrazono, jako intensywnos¢

fluorescencji na mg biatka.

Metody immunochemiczne

Immunodetekcja biatek metoda Western blot

Immunochemiczng metodg Western blot oznaczano poziom biatek GSK3B, GSK3BpY216,
GSK3pBS9, fosfo seryne(p-Ser), Tau (pS396), GAPDH oraz B-aktyne. Homogenaty lub frakcje
podkomdrkowe (50 pg biatka) mieszano z buforem denaturujaco-obcigzajagcym [Laemmli
1979], o sktadzie 62,5 mMTris-HCI, 2% SDS, 100 mM DTT, 20% glicerol i 0,2% btekit
bromofenolowy, pH 6,8. Prébki nastepnie ogrzewano przez 5min w temp. 95 °C. Biatka
rozdzielano na zelu poliakrylamidowym i przenoszono na btone z polifluorkuwinylidenu
(PVDF, Amersham Pharmacia Biotech). Po wykonaniu barwienia biatek za pomocg roztworu
Ponceau S, membrane ptukano w odpowiednim buforze, a nastepnie inkubowano w
roztworze odttuszczonego mleka lub BSA (Sigma) w temperaturze pokojowej przez 60 min w
celu zablokowania niespecyficznego wigzania sie przeciwciat (szczegétowe warunki reakcji

dla poszczegdlnych biatek podano w Tabeli 2).
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Przeciwciato

Przeciwciato II-

Oznaczane biatko | Gestosc¢ zelu | Bufor Blokowanie
I-rzedowe rzedowe
Mysie,
monqklonalne, 1:1000 w Antymysie
TBS- 5%mleko przeciw GSK3p 2% mieku Amersham
GSK3p 10% Tween |odtluszczone (N216), 610201; BD w TBS- Pharmacia
Transduction Tween Biotech NA931V
Laboratories, San 1:2000
Jose, CA
Mysie,
monoklonalne, Antvmvsie
przeciw 1:1000 w ymy
TBS- GSK3BpY216 0,2%Bsa | Amersham
GSK3BpY216 10% 0,5% BSA ! ! Pharmacia
Tween 612313; BD w TBS- .
. Biotech NA931V
Transduction Tween
. 1:2000
Laboratories, San
Jose, CA
Egl)illljzialne przeciw 1:1000 w Antykrdlicze
_ 0, 4 0,
GSK3BpS9 10% TBS- - s%mleko i Gekappse, 93zecell |22 MY | sigma A-0545
Tween |odttuszczone . . w TBS-
SignalingTechnology, 1:4000
Tween
Inc
Krollc'ze pollklonalng 1500 w ,
TBS- przeciw fosfo serynie > 5% BSA Antykrdlicze
Fosfo-Seryna 10% 5% BSA p-(S) 2324; Cell 2 Sigma A-0545
Tween signalingTechnology, | 12> | 1:4000
& & &Y | Tween '
Inc
remnctonane | g, |20
TBS- 2 2% BSA w )
Tau (pS396) 10% 5% BSA (pS369),9632; Cell Pharmacia
Tween . . TBS- .
Signaling Tween Biotech NA931V
Technology,Inc 1:2000
Krdlicze, 1:500 w AT
_ [) A t [)
GAPDH 10% TBS 5 % mleko poliklonalne przeciw |5% mleku Sigma A-0545
Tween |odtfuszczone |GAPDH, w TBS- 1:2000
Sigma G9545 Tween '
e, 10w areme
TBS- |5% mleko monoklonalne (C4), | .7 .
B-aktyna 10% . . mleku w | Pharmacia
Tween |odttuszczone | MP Biomedicals, .
69100 TBS- Biotech NA931V
Tween 1:2000

Tabela 2 . Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczegdlnych oznaczen
TBS-Tween — bufor Tris o sktadzie 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,6
BSA - albumina z surowicy bydlecej, wolna od kwasdw ttuszczowych
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Nastepnie btone inkubowano przez noc w 4 °C w roztworze zawierajagcym odpowiednie
przeciwciato pierwszorzedowe. Nadmiar przeciwciata odptukiwano 3-krotnie przez 10 minut
w odpowiednim buforze, a nastepnie btone inkubowano 1 godzine w roztworze
drugorzedowego przeciwciata sprzezonego 1z peroksydazg chrzanowg. Niezwigzane
specyficznie przeciwciata usuwano 3-krotnie ptuczac btony przez 10 min w odpowiednim
buforze. Kolejno btone poddawano reakcji chemiluminescencyjnej przy uzyciu zestawu
firmowego ECL (Amersham Pharmacia Biotech) i wizualizowano naswietlajgc Swiattoczuty
film (Hyperfilm-Kodak, Sigma). Klisze poddawano analizie densytometrycznej przy pomocy
oprogramowania Totallab v1.11 (Non Linear Dynamics). Btony wykorzystane uprzednio
inkubowano 30 min. w roztworze 1% SDS i 50 mM glicyny-HCl o pH 2,0 w celu oderwania
zwigzanych przeciwciat i ptukano 3 x 15 min w TBS-Tween, po czym uzywano do kolejnych

oznaczen immunochemicznych.

Oznaczanie aktywnosci GSK33

Aktywnos$¢ GSK3B oznaczana byta wg metody opisanej przez Reith (2001). Komorki PC12
kontrolne i APPsw na szalkach ptukano dwukrotnie PBS-em. Nastepnie komdrki poddawano
lizie w buforze zawierajgcym: 50mM TrisHCI, pH 7.4, 0.1% NP-40, 250 mMNaCl, 5 mM EDTA,
50 pg/ml PMSF, 10 pg/ml TPCK, 10 pg/ml STI, 1 ug/ml Aprotynina, 1 pg/ml Leupeptyna,
1mM Na3VO4, 50 mMNaF, 1 mM Na,H,P,07, 10 mM benzamid przez 30 min w temp 0°c.
Wirowano 12,000xg przez 5 min w 4°C i nadsgcz uzywano do dalszych doswiadczen po
oznaczaniu biatka metodg Lowry’ego. Réwnolegle ptukano kompleks Dynabeads (M 280
sheep z przeciwciatami anty-mysie IgG; Invitrogen, Carlsbad, CA) PBS-em, a nastepnie
inkubowano w buforze lizujgcym (j.w) przez 1 godzine w 4°C. Nastepnie nadsgcz z komodrek
inkubowano wraz z kompleksem Dynabeads przez 1 godzine w temp. 4°C w buforze
lizujgcym (j.w). Po wirowaniu, nadsgcz byt inkubowany przez 1 godzine w 4°C w celu
immunoprecypitacji GSK3B w obecnosci specyficznych przeciwciat anty-GSK3B (610201; BD
Transduction Laboratories, San Jose, CA). Immunoprecypitat ptukano czterokrotnie buforem
lizujagcym,a nastepnie raz ptukano buforem zawierajgcym 50mMTris HCL pH 7.4, 10 mM
MgCl,, 1 mM DTT. Reakcja prowadzona byta w objetosci 40ul w buforze reakcyjnym
zawierajagcym materiat po immunoprecypitacji i 100 pug/ml substratu biatka tau (P2717;

Invitrogen). Po 5 minutach inkubacji w 30°C dodano 5 pl buforu z ATP 10 uM i inkubowano
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przez 10 minut w 30°C, a nastepnie préby poddano denaturacji - 5 minut w 100°C w celu
zatrzymania reakcji. Kolejnym etapem byto zastosowanie metody Western blot z uzyciem

przeciwciat pozwalajgca na detekcje fosforylacji seryny 396 biatka tau przez GSK3p.

Analiza ekspresji genow

Izolacja RNA

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzono uzywajgc odczynnika TRI-reagent firmy Sigma
zgodnie z instrukcjg producenta. Materiat zawieszano w 1 ml odczynnika TRI-reagent,
pozostawiano na 5 minut i homogenizowano. Nastepnie, do 1 ml homogenatu dodawano
200 [l chloroformu, energicznie mieszano przez okoto 15 sek. i pozostawiano na 15 min w
temperaturze pokojowej. Préby wirowano przy obrotach 12000 x g przez 10 min w 4 °C.
Gorng faze wodng zawierajacg RNA przenoszono do nowej probdwki, dodawano 500 pl
zimnego izopropanolu i delikatnie mieszano. Préby pozostawiano na 5 min w temperaturze
pokojowej, a nastepnie wirowano przez 10 min przy obrotach 12000 x g w 4 °C. Otrzymany
osad przemywano trzykrotnie 1 ml 75% etanolu. Po kilkuminutowym odparowaniu etanolu z
préobek, osad RNA zawieszano w 20 pl wody pozbawionej RNAz (PromegaCorporation).
Mierzono ilo$¢ otrzymanego RNA metodg spektrofotometryczng przy dtugosci fali 260 nm,
oraz zanieczyszczenie RNA oraz DNA przy dtugosci fali 280 nm. Prawidtowy stosunek
ODy60/0OD,go Wynosit od 1,7 do 2,0. llos¢ RNA oznaczano w aparacie spektrofotometrycznym

NanoDrop.

Oczyszczanie RNA

W celu oczyszczenia wyizolowanego wczesniej RNA z pozostatosci DNA komdrkowego,
do probdéwek 1,5 ml przenoszono 5 pg RNA i uzupetniano odczynnikami do trawienia DNA
firmy Promega Corporation do 10 ul. Po przygotowaniu mieszanine reakcyjng inkubowano
15 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 1 pl Stop solution i dalej
prowadzono inkubacje przez 10 min w 702C. Po zakoriczeniu reakcji prébki przenoszono do

lodu.
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Reakcja odwrotnej transkrypcji

Catkowite wyizolowane RNA (5 pg) byto matryca dla dziatania odwrotnej transkryptazy.
W reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano DNA komplementarne do RNA (cDNA).
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w 42 °C przez 15 min przy uzyciu zestawu
odczynnikow firmy Promega Corporation, w koricowej objetosci 20 pl. W celu inaktywacji
odwrotnej transkryptazy, po zakonczeniu reakcji, mieszanine reakcyjng inkubowano przez 5

min w 90 °C, a nastepnie schtadzano w lodzie.

Reakcja taricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-time PCR)

Zmiany poziomu mRNA gendw kodujacych biatka GSK3B, TNF-a, iNOS, COX-2 i aktyny
analizowano za pomocg reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR). Na matrycy
cDNA uzyskanej z 1 ug RNA przeprowadzono reakcje PCR w czasie rzeczywistym przy uzyciu
odpowiednich sond Tag-Man (Applied Biosystems). Zastosowano nastepujgce warunki
reakcji: (94°C-30 s, 63°C — 30 sek, 72°C — 45 sek.) x 40 cykli amplifikacji. Kazdg probke cDNA
amplifikowano w trzech powtdrzeniach. Poziom mRNA wyrazano, jako wzgledny stosunek
probki badanej do prébki referencyjnej (kalibratora), po uprzedniej normalizacji obydwu

wzgledem genu referencyjnego (aktyny).

Real-time PCR wykonywano przy pomocy aparatu ABI PRISM 7500 Sequence Detection

Sysytems (Applied Biosystems). Wyniki analizy przedstawiono jako % kontroli.

Statystyczne opracowanie wynikéw

Przeprowadzano od 3 do 8 doswiadczen w kazdej grupie badanej. Dodatkowo
oznaczenie wykonywano, w co nhajmniej trzech powtdrzeniach. Za ostateczny wynik
przyjmowano wartos¢ S$rednig * bfad standardowy S$redniej (SEM) obliczone z
indywidualnych pomiaréw (Srednich z powtdrzen). W celu ustalenia wiarygodnosci
zaistniatych rdoznic w badaniach poréwnawczych, wartosci z poszczegdlnych eksperymentéow
weryfikowano wieloczynnikowa analizg wariancji (ANOVA) z uzyciem testow post-hoc
Newmana-Keulsa lub Bonferroniego. Wyniki uznawano za znamienne statystycznie przy

poziomie istotnosci p ponizej 0,05.
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WYNIKI

Badania in vivo

Wptyw jednorazowego podania i krotkoterminowego dziatania PQ na ekspresje i

poziom biatka GSK3B w prazkowiu i Srédmdzgowiu u szczuréw.

Ze wzgledu na wrazliwos¢ struktur prazkowia i srédmdzgowia na dziatanie PQ moja
uwaga skoncentrowata sie gtdwnie na tych strukturach. Badania rozpoczetam od
jednorazowych podan PQ (40 mg/kg m.c ip). Dekapitacja zwierzat nastgpita po 3 i 24
godzinach od iniekcji PQ. Chcac dowiedzie¢ sie, jaki wptyw na stres oksydacyjny ma PQ w
prazkowiu i srédmozgowiu, zbadatam ekspresje gendw dla cyklooksygenazy (COX-2),

czynnika martwicy nowotwordw (TNF-a) i indukowanej izoformy syntazy NO* (iNOS).

Wyniki wskazujg, ze ekspresja genu dla izoformy iNOS ulega znamiennemu
podwyzszeniu po 3 i 24 godzinach od podania PQ w prazkowiu (Rycina 9), natomiast w
Srodmozgowiu wzrost ekspresji iNOS stwierdza sie po 3 godzinach od iniekcji PQ (Rycina 10).
W $rédmodzgowiu rédwniez obserwujemy znamienny statystycznie wzrost COX-2 po 3
godzinach od podania PQ (Rycina 10). W tych czasach po podaniu PQ nie stwierdzono zmian
ekspresji genu dla TNF-a w srodmodzgowiu i pragzkowiu, oraz zmian w poziomie mRNA dla

izoformy COX-2 w prazkowiu (Rycina 9i 10).

Do tej pory badania nad mechanizmem toksycznosci PQ u szczuréw w niewielkim
stopniu dotyczyty GSK3pB, dlatego kolejnym etapem moich doswiadczen, byto zbadanie
wptywu PQ na ekspresje genu i poziom GSK3B oraz na poziom formy ufosforylowanej na

tyrozynie 216 GSK3BpY216 w wymienionych powyzej czesciach mdzgu szczura.

Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze jednorazowe podanie PQ dootrzewnowo
nie miato wptywu zaréwno na ekspresje (dane nieprezentowane) jak i na poziom biatka

GSK3B w prazkowiu i w srddmadzgowiu po 3 godzinach ani po 24 godzinach (Rycina 11).
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Rycina 9. Wptyw PQ na poziom ekspresji genow dla TNFa, iNOS, COX-2w prgzkowiu.

Ekspresje gendw badano metodq Real-time PCR. Wykres przedstawia wyniki analizy normalizowane
wzgledem B-aktyny i stanowiq Sredniq arytmetycznq z czterech niezaleznych doswiadczeri + SEM. Do
oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-
hoc Bonferroniego.*, - R6znica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej: p<0,05.
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Rycina 10. Wptyw PQ na poziom ekspresji genow dla TNFa, iNOS, COX-2w Srédmadzgowiu.

Ekspresje genéw badano metodq Real-time PCR. Wykres przedstawia wyniki analizy normalizowane
wzgledem B-aktyny i stanowiq Sredniq arytmetycznq z czterech niezaleznych doswiadczeri + SEM. Do
oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-
hoc Bonferroniego.*, - Réznica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej: p<0,05.
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Rycina 11. Poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3fB i jej formy ufosforylowanej
GSK3BpY216 w prgzkowiu i Srodmézgowiu szczura po jednorazowym podawaniu PQ.

Wyniki przedstawiajg wptyw krétkoterminowego podania PQ, 3 h i 24 h w dawce 40 mg/kg m.c
Wykresy przedstawiajg poziomy biatka GSK38 i jej formy ufosforylowanej GSK3BpY216 w prgzkowiu
(A i B) i srodmdzgowiu (C i D). Wykresy przedstawiajq wyniki analizy densytometrycznej
normalizowane wzgledem -aktyny i stanowiq sredniq arytmetyczng z 6 niezaleznych doswiadczeri +
SEM. W dolnych panelach zamieszczono przyktadowe wyniki Western blot. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.
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Poziom biatka GSK3B i jej ufosforylowanej formy GSK3BpY216 w prazkowiu i

srédmadzgowiu po 4-krotnym podaniu w czasie 4 tygodni PQ.

Kolejnym etapem moich doswiadczen, byto zbadanie wptywu 4-krotnego podania PQ w
czasie 4 tygodni na poziom biatka obu postaci GSK3B i GSK3BpY216 w wymienionych
czesciach mdzgu szczura. Zbadano wptyw PQ, podawanego 1 x w tygodniu (10 mg/kg m.c ip),

przez 4 tygodnie. Badania wykonano 7 dni po ostatniej iniekgc;ji.
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Rycina 12. Wptyw 4-tygodniowego podawania PQ na poziom immunoreaktywnosci biatka
GSK3B i jej formy ufosforylowanej GSK3BpY216 w prqgzkowiu szczura.

Wyniki przedstawiajq wptyw PQ, ktory byt podawany raz w tygodniu w dawce 10 mg/kg m.c przez 4
tygodnie. Wykres (A) przedstawia poziom biatka GSK3[B, natomiast wykres (B) poziom biatka
GSK3BpY216 w prgzkowiu. Wykresy przedstawiajqg wyniki analizy densytometrycznej normalizowane
wzgledem (-aktyny i stanowiq sredniq arytmetyczng z 5 niezaleznych doswiadczeri + SEM. W panelu
obok zamieszczono przyktadowe wyniki Western blot. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. *, - Roznica istotna
statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej: p<0,05.
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Rycina 13. Wptyw 4-tygodniowego podawania PQ na poziom immunoreaktywnosci biatka
GSK3p i jej formy ufosforylowanej GSK3BpY216 w srédmédzgowiu szczura.

Wyniki przedstawiajq wptyw PQ, ktory byt podawany raz w tygodniu w dawce 10 mg/kg m.c przez 4
tygodnie. Wykres (A) przedstawia poziom biatka GSK3[B, natomiast wykres (B) poziom biatka
GSK3BpY216 w srédmdzgowiu. Wykresy przedstawiajg wyniki analizy densytometrycznej
normalizowane wzgledem (-aktyny i stanowiq sredniq arytmetyczng z 5 niezaleznych doswiadczeri +
SEM. W panelu obok zamieszczono przyktadowe wyniki Western blot. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.
* - Rdznica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej: p<0,05.
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Przeprowadzone metodg Western blot badania wykazaty, obnizenie poziomu
immunoreaktywnosci obu postaci GSK3B i GSK3BpY216 w prazkowiu po zastosowaniu PQ
(Rycina 12A i B). Natomiast w Srédmdzgowiu obserwowano znamienne podwyzszenie
poziomu biatka dla formy ufosforylowanej na tyrozynie 216 (GSK3BpY216) po potraktowaniu

PQ w stosunku do kontroli (Rycina 13 B).

Wptyw dtugoterminowego podawania PQ na poziom biatkaGSK3p i jego

ufosforylowanej formy GSK3BpY216 w prazkowiu i sSrédmdzgowiu szczura.

Nawigzujac do poprzednio przedstawionych badan, w ktérych stwierdzono zmiany
GSK3B w badanych czesciach mdzgu po 4-tygodniowym podaniu PQ postanowiono zbadag,
wptyw znacznie dtuzszego jego podawania na poziom immunoreaktywnosci GSK3pB i postaci
ufosforylowanej GSK3BpY216. W kolejnych doswiadczeniach dfugoterminowych podawano
PQ przez 37 tygodni, 1 x na tydzien w dawce 10mg/kg m.c ip. Badania przeprowadzono na
homogenatach, jak i réwniez na zgrubnych frakcjach podkomdrkowych: prazkowia i

srodmazgowia.

Poziom immunoreaktywnosci GSK3B i GSK3BpY216 w homogenatach wykazuje znaczne
obnizenie w prazkowiu (Rycina 14), ponadto znamienno$¢ statystyczng uzyskano w

srodmozgowiu, gdzie wykazano wzrost poziomu immunoreaktywnosci GSK3B (Rycina 15).
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Rycina 14. Wplyw dfugoterminowego podawania PQ na poziom immunoreaktywnosci
biatka GSK3p i jej formy ufosforylowanej GSK3BpY216 w prgikowiu.

Wyniki przedstawiajg wptyw PQ, ktéry byt podawany przez 37 tygodni raz w tygodniu w dawce 10
mg/kg m.c. Wykres (A) przedstawia poziom biatka GSK3(B, natomiast wykres (B) poziom biatka
GSK3fBpY216 w prgzkowiu. Wykresy przedstawiajg wyniki analizy densytometrycznej normalizowane
wzgledem B-aktyny i stanowiq sredniq arytmetyczng z 6 niezaleznych doswiadczeri #+SEM. W panelu
obok zamieszczono przyktadowe wyniki Western blot. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. ** *** - Rdznica
istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej: p<0,01, p<0,001.
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Rycina 15. Wplyw dfugoterminowego podawania PQ na poziom immunoreaktywnosci
biatka GSK3p i jej formy ufosforylowanej GSK3BpY216 w srédmadzgowiu.

Wyniki przedstawiajg wptyw PQ, ktéry byt podawany przez 37 tygodni raz w tygodniu w dawce 10
mg/kg m.c. Wykres (A) przedstawia poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3[3, natomiast wykres (B)
poziom biatka GSK3BpY216 w srédmdzgowiu. Wykresy przedstawiajg wyniki  analizy
densytometrycznej normalizowane wzgledem [-aktyny i stanowiq Sredniq arytmetyczng z 6
niezaleznych doswiadczern #SEM. W panelu obok zamieszczono przyktadowe wyniki Western blot. Do
oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-
hoc Newmana-Keulsa. ** *** - Réznica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej, p<0,01,

p<0,001.
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doswiadczen zbadano wptyw PQ na GSK3B oraz jej forme

ufosforylowang GSK3BpY216 we frakcjach podkomdrkowych prazkowia i sSrddmaozgowia.
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Rycina 16. Wptyw dfugoterminowego podawania PQ na poziom immunoreaktywnosci
biatka GSK3p i jej formy ufosforylowanej GSK3BpY216 we frakcjach podkomérkowych w

prgzkowiu.

Wyniki przedstawiajg wptyw PQ, podawanego przez 37 tygodni raz w tygodniu w dawce 10 mg/kg
m.c. Wykres (A) przedstawia poziom biatka GSK388, natomiast wykres (B) poziom biatka GSK3pY216
we frakcjach podkomorkowych: jgdrowej (P1), mitochondrialnej (P2), cytozolowej (S2) w prgzkowiu.
Wykresy przedstawiajg wyniki analizy densytometrycznej normalizowane wzgledem B-aktyny i
stanowiq Sredniq arytmetycznqg z 4-6 niezaleznych doswiadczen # SEM. W dolnych panelach
zamieszczono przyktadowe wyniki Western blot. Do oceny statystycznej wynikdw zastosowano
jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. *** - Réznica istotna
statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej: p<0,001 (Songin i wsp., 2011).
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Rycina 17. Wptyw dfugoterminowego podawania PQ na poziom immunoreaktywnosci
biatka GSK3p i jej formy ufosforylowanej GSK3BpY216 we frakcjach podkomdorkowych w
srodmozgowiu.

Wyniki przedstawiajg wptyw PQ, podawanego przez 37 tygodni raz w tygodniu w dawce 10 mg/kg
m.c. Wykres (A) przedstawia poziom biatka GSK388, natomiast wykres (B) poziom biatka GSK3pY216
we frakcjach podkomdrkowych: jgdrowej (P1), mitochondrialnej (P2), cytozolowej (S2) w
srodmadzgowiu. Wykresy przedstawiajg wyniki analizy densytometrycznej normalizowane wzgledem
B-aktyny i stanowiq sredniq arytmetyczng z 4-6 niezaleznych doswiadczeri + SEM. W dolnych
panelach zamieszczono przyktadowe wyniki Western blot. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. *, *** -
Rdznica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej: p<0,05, p<0,001 [Songin i wsp., 2011].
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Whptyw diugoterminowego podawania PQ na poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3B i jej

formy ufosforylowanej GSK3BpY216 we frakcjach podkomdrkowych w prazkowiu.

PQ prowadzi do statystycznie znamiennego obnizenia GSK3B we wszystkich frakcjach
podkomodrkowych: jgdrowej (P1), mitochondrialnej (P2) i cytozolowej (S2) w prazkowiu.
Ufosforylowana posta¢ GSK3BpY216 ulega rowniez znamiennemu obnizeniu we frakgcji
mitochondrialnej i cytozolowej, a we frakcji jadrowej wykazuje tendencje spadkowa

(p=0.055) (Rycina 16A i B).

Wptyw diugoterminowego podawania PQ na poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3B i jej

formy ufosforylowanej GSK3BpY216 we frakcjach podkomodrkowych w srédmdzgowiu

PQ znaczgco podwyisza poziom biatka GSK3B oraz jej formy ufosforylowanej

GSK3BpY216 we wszystkich badanych frakcjach podkomdérkowych (Rycina 17A i B).

Poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3p oraz formy ufosforylowanej

GSK3BpY216 w mdzgach starczych.

Kolejne prowadzone badania miaty na celu uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy proces

starzenia prowadzi do zmian obu form GSK3p.

Stwierdzono, ze poziom GSK3BpY216 jest znamiennie statystycznie nizszy wytgcznie w
prazkowiu u zwierzat starych w poréwnaniu do dorostych (Rycina 18). Wykazano réwniez, ze
nie dochodzi do istotnych zmian ekspresji GSK3B w badanych starczych strukturach mézgu w
stosunku do dorostych zwierzat (dane nieprezentowane). Oprécz tego poziom dialdehydu
malonowego i innych produktéw wolnorodnikowego uszkodzenia lipidéw reagujacych z
kwasem tiobarbiturowym (TBRS) oraz grup karbonylowych u badanych zwierzat nie ulegt

statystycznie istotnej zmianie podczas fizjologicznego starzenia (dane nieprezentowane).
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Rycina 18. Poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3B i jej formy ufosforylowanej
GSK3BpY216 w prgzkowiu zwierzqgt dorostych i starych.

Wykresy przedstawiajq poziom biatka GSK3(Bi poziom biatka GSK3BpY216 w prgzkowiu u szczuréw
dorostych (4 m-ce) i starych (24 m-ce). Wykresy przedstawiajq wyniki analizy densytometrycznej
normalizowane wzgledem (-aktyny i stanowiq sredniq arytmetyczng z 8 niezaleznych doswiadczeri +
SEM. W panelu obok zamieszczono przyktadowe wyniki Western blot. Do oceny statystycznej
wynikdéw zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.
* - Réznica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej: p<0,05.

Badania in vitro

Prowadzone badania miaty na celu potwierdzenie, ze dziatanie PQ na komorki

pochodzenia dopaminergicznego prowadzi do ich $mierci oraz zbadanie jak PQ wptywa na
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poziom wolnych rodnikdw oraz aktywnos¢ enzymdéw antyoksydacyjnych. Badania
prowadzono na komadrkach PC12.

Analiza przezywalnosci komérek poddanych dziataniu PQ
Wptyw PQ na przezywalnos¢ komodrek PC12 oceniano testem MTT.

Zywotnos$é komérek PC12 zbadano po podaniu PQ w zakresie stezen 0-1000 M.
Wykazano, ze PQ w sposdb zalezny od stezenia wywotuje obumieranie komodrek PC12.
Stwierdzono, ze po 24 godzinach inkubacji w obecnosci PQ (1000 uM) przezywato okoto 50%
komodrek. PQ podawany w nizszych stezeniach (10-500 uM) pozostawat bez znamiennego

wptywu na przezywalnos$¢ badanej linii komdrkowej (Rycina 19).
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Rycina 19. Przezywalnos¢ komorek PC12 poddanych dziataniu w zaleznosci od stezenia 10-1000 uM
PQ

Przezywalnos¢ komadrek badano za pomocq testu MTT po 24-godzinnej inkubacji z PQ. Wyniki
przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetycznqg + SEM z pieciu
niezaleznych doswiadczen w czterech powtdrzeniach. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano
jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. *- Rdznica istotna
statystycznie w stosunku do komdrek kontrolnych: p<0,05.

Poziom wolnych rodnikéw w komérkach PC12 poddanych dziataniu PQ.

W celu zbadania zdolnosci PQ do indukcji stresu oksydacyjnego w komdrkach PC12

badano wptyw tego zwigzku na poziom wolnych rodnikéw, poprzez pomiar utleniania sondy
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dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). Stwierdzono, ze po 4-godzinnej inkubacji z PQ ma

miejsce statystycznie znamienny wzrost poziomu wolnych rodnikéw w komérkach PC12

(Rycina 20).
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Rycina 20. Poziom wolnych rodnikéw w komérkach PC12 poddanych dziataniu PQ 1mM.

Poziom wolnych rodnikéow oznaczano metodq fluorymetrycznqg z zastosowaniem DCF. Wyniki
wyrazono, jako intensywnos¢ fluorescencji. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng z czterech
niezaleznych doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq
analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keulsa * - RoOznica istotna statystycznie w
stosunku do kontroli p<0,05.

Wptyw PQ na poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3pB i jej form ufosforylowanych

w komorkach kontrolnych PC12.

Celem kolejnych badan byto okreslenie wptywu PQ na poziom biatka GSK3B i jej
ufosforylowanych izoform, takich jak: GSK3BpY216 i GSK3BpS9, ktore sg odpowiedzialne za
poziom aktywnosci GSK3B. Analiza Western blot wykazata, ze PQ (1mM) znaczgco obniza
catkowita GSK3B oraz jej forme ufosforylowang na tyrozynie 216, ktéra ma byc¢

odpowiedzialna za wzrost jej aktywnosci. Poziom GSK3BpS9 nie ulega zmianie pod wptywem

PQ (Rycina 21).
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Rycina 21. Wpfyw PQ na poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3B i jej form
ufosforylowanych GSK3BpY216 i GSK38pS9 w komdrkach PC12.

Poziom biatka GSK3B badano metodq Western blot. Wykres przedstawia wyniki analizy
densytometrycznej normalizowane wzgledem GAPDH i stanowiq sredniqg arytmetyczng z czterech
niezaleznych doswiadczen + SEM. W panelu obok zamieszczono przyktadowy wynik Western blot. Do
oceny statystycznej wynikéw zastosowano test t. ** - Roznica istotna statystycznie w stosunku do
kontroli, p<0,01; *** - Roznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,001
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Wptyw endogennego peptydu AP na poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3B i jej

form ufosforylowanych w komédrkach PC12 oraz transfekowanych genem dla biatka APP.

Celem badan byto okreslenie wptywu endogennie uwalnianych peptydéw AR na poziom
immunoreaktywnosci GSK3B i jej formy ufosforylowanej na tyrozynie 216 i serynie 9.
Doswiadczenia prowadzono na komédrkach transfekowanych genem biatka prekursorowego
AP z mutacjg szwedzkg (APPsw), produkujgcych 4,8 razy wiecej AB niz komérki kontrolne
PC12 [Chalimoniuk i wsp., 2007]. Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze w komadrkach
APPsw wraz ze wzrostem uwalnianych endogennie AP dochodzi do spadku GSK3B
ufosforylowanej na serynie 9, ktéra jest odpowiedzialna za zahamowanie aktywnosci tej

kinazy (Rycina 22).
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Rycina 22. Poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3B i jej form ufosforylowanych
GSK3[BpY216 i GSK3BpS9 w komérkach PC12 i APPsw.

Poziom biatka GSK3f i jej form ufosforylowanych GSK3BpY216 oraz GSK33pS9 badano w komdrkach
PC12 i APPsw metodqg Western blot. Wykres przedstawia wyniki analizy densytometrycznej
normalizowane wzgledem GAPDH i stanowiq Srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych
doswiadczern + SEM. Obok wykresow zamieszczono przyktadowy wynik Western blot. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc
Newman-Keulsa * - Réznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,05.
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Wptyw endogennego peptydu AB na poziom biatka Tau (pS396) w komérkach PC12 i
APPsw.

Poprzednie wyniki wskazujg, ze wzrost AR powoduje podwyzszenie aktywnosci GSK3f3
poprzez obnizenie poziomu formy ufosforylowanej GSK3BpS9. Dlatego kolejnym etapem
moich badan byto sprawdzenie, czy ten wzrost ma wptyw na poziom immunoreaktywnosci
biatka Tau ufosforylowanego na serynie 396. Stwierdzono znamienny wzrost poziomu biatka

Tau w linii komdrkowej APPsw 9 (Rycina 23).
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Rycina 23. Poziom immunoreaktywnosci ufosforylowanej formy biatka Tau(p$396) w
komorkach PC12 i APPsw.

Poziom biatka Tau(pS396) badano w komdrkach PC12 i APPsw metodg Western blot. Wykres
przedstawia wyniki analizy densytometrycznej normalizowane wzgledem [B-aktyny i stanowiq sredniq
arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen + SEM. Przy wykresie zamieszczono przyktadowy
wynik Western blot. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji
Anova oraz test post-hoc Newman-Keulsa * - RdzZnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli,
p<0,05.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazujg, ze wzrost AB powoduje obnizenie poziomu
fosforylacji GSK3B na serynie 9, co wptywa na podwyziszenie jej aktywnosci i wzrost
fosforylacji jej substratu biatka tau w komorkach APPsw. Dla potwierdzenia tego wyniku na
dalszym etapie badan analizowano aktywnos¢ GSK3B po immunoprecypitacji enzymu w
komérkach kontrolnych PC12 i APPsw poprzez ocene fosforylacji substratu, czyli
egzogennego biatka tau na serynie 396. Aktywnos¢ GSK3B badano w wymienionych liniach
komérkowych metoda immunochemiczng. Badanie aktywnosci potwierdzity obnizenie

poziomu immunoreaktywnosci GSK3BpS9 w linii komérkowej APPsw w stosunku do komorek
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kontrolnych PC12, przy jednoczesnym wzroscie tau ufosforylowanego na serynie 396 (dane

nieprezentowane).

Zbadanie poziomu immunoreaktywnosci biatka GSK3p i jej formy ufosforylowanej
GSK3BpY216 we frakcjach podkomérkowych w komoérkach PC12 oraz transfekowanych
genem dla biatka APP.

Kolejnym etapem doswiadczen byto zbadanie wewnatrzkomérkowej lokalizacji GSK3
w komodrkach PC12 i APPsw. Z przeprowadzonych badan metodg Western blot wynika, ze
bez wzgledu na poziom AB obie formy zaréwno GSK3B (Rycina 24B) jak i ufosforylowana
GSK3BpY216 (Rycina 24A) s3g zlokalizowane w gtdwnej mierze we frakcji cytozolowej. W
komérkach APPsw dochodzi do znamiennego podwyzszenia poziomu immunoreaktywnosci
biatka GSK3BpY216 we frakcji jgdrowej, podczas gdy we frakcji cytozolowej obserwujemy jej
obnizenie (Rycina 24A). Poréwnanie GSK3BpY216 do catkowitej GSK3B w badanych liniach
komodrkowych wykazuje, ze wzrost AP powoduje podwyziszenie poziomu GSK3p
ufosforylowanej na tyrozynie 216 we frakcji jadrowej, co moze wptywa¢ na poziom jej

aktywnosci i w konsekwencji zmiane ekspresji gendw.
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Rycina 24. Poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3B i jej formy ufosforylowanej
GSK3BpY216 we frakcjach podkomérkowych w komérkach PC12 i APPsw.

Poziom biatka GSK3 i jej formy fosforylowanej GSK3BpY216 w komdrkach PC12 i APPsw oznaczony
metodg Western blot. Wykres przedstawia wyniki analizy densytometrycznej i normalizowane
wzgledem [B-aktyny i stanowiq sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczer + SEM. Do
oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-
hoc Newman-Keulsa * - RdzZnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,05. Wyniki
przedstawiajg % immunoreaktywnosci GSK3BpY216 w poszczegdlnych frakcjach podkomérkowych w
catkowitej immunoreaktywnosci wszystkich frakcji podkomdrkowych przyjetej jako 100% (Pajgk i
wsp., 2009).
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DYSKUSJA

Obecnie szacuje sie, ze okoto 400 milionéw ludzi na swiecie cierpi z powodu choréb
neurodegeneracyjnych centralnego systemu nerwowego. Problem dotyczy gtéwnie ChA oraz

ChP. Podtoze i przyczyny tych choréb nie sg dotychczas dobrze poznane.

W 1960 odkryto, ze w ChP obserwuje sie zanik neuronéw dopaminergicznych w istocie
czarnej i dramatyczny spadek poziomu DA w prazkowiu. Pomimo wielu lat badan i
zastosowania licznych, nowoczesnych metod, nadal nie znany jest czynnik, ktéry wywotuje

degeneracje tych komodrek [Forno, 1996, Spillantini i wsp., 1997, Braak i wsp., 2004].

Do tej pory nie zostato stwierdzone, czy za rozwdj ChP odpowiedzialne sg czynniki
dziatajgce w okresie pre lub postnatalnym podczas rozwoju mozgu. Na wiele pytan nie
znamy odpowiedzi. Do chwili obecnej nie wiemy, czy wiek jest istotnym elementem ryzyka
decydujagcym w tej chorobie, czy wywotuje jg czynnik dziatajacy jednorazowo u osobnikow
dorostych lub czy jest to efekt zmian kumulujgcych sie przez cate zycie [Landrigan i wsp.,
2005, Logroscino 2005, Uversky 2004]. Dane literaturowe wskazujg, ze na pojawinie sie ChP
majg wptyw: podtoze genetyczne, czynniki srodowiskowe (toksyny, metale ciezkie), przebyte

infekcje, a takze proces starzenia.

Parakwat a choroba Parkinsona

Uwaza sie obecnie, ze czynniki Srodowiskowe odgrywaja istotng role w sporadycznych
postaciach ChP. Toksyny pochodzgce ze srodowiska mogg zwieksza¢ wrazliwos¢ neuronow
lub powodowac ich degeneracje oraz uszkodzenia naczyin krwionosnych, ktéore towarzysza
tym chorobom [Miller i wsp., 2002]. Do zwigzkéw szczegdlnie toksycznych dla neuronéw
zaliczamy pestycydy, herbicydy i chemikalia przemystowe, ktére wywotujg silny stres
oksydacyjny i uwazane sg za potencjalne czynniki ryzyka w ChP. Jedng z czesto
wskazywanych substancji, pozytywnie korelujgcg z czestoscia pojawiania sie ChP, jest
herbicyd — parakwat (PQ) [Hertzman i wsp., 1990, Liou i wsp., 1997]. Jego struktura
chemiczna jest podobna do MPP*/MPTP. Zwigzek ten przenika do mdézgu w niewielkim
stopniu przy pomocy transportera dla obojetnych aminokwaséw [Shimizu i wsp., 2001].
Neurotoksycznoé¢ PQ jest duzo mniejsza niz MPTP/ MPP" czy 6-OHDA [Corasaniti i Nistico,
1993, Shimizu i wsp., 2001, Barlow i wsp., 2003, Ossowska i wsp., 2005a, Prasad i wsp.,
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2007]. Badania wskazuja, ze PQ gromadzi sie w mdzgu i to w sposdb nierdwnomierny w
roznych jego strukturach [Prasad i wsp., 2009]. Zmienito to wobec tego spojrzenie na
toksyczne dziatanie PQ wskazujac, ze rdézine struktury mdzgu moga by¢ zmienione pod

wpltywem jego dziatania, a nie tylko wybidrczo istota czarna.

Badania, w tym rdéwniez nasze, sugerujg, ze podawany gryzoniom PQ jest dobrym
modelem do poznawania patologicznych proceséw, ktére mogg pomdc w lepszym
zrozumieniu ChP [Brooks i wsp., 1999; McCormack i wsp., 2002; Shimizu i wsp., 2003;
Thiruchelvam i wsp., 2003; Ossowska i wsp., 2005b, 2006; Kuter i wsp., 2007, Kuter i wsp.,
2010, Cannon i Greenamyre 2010, Mandel i wsp., 2011, Songin i wsp., 2011a,b ].

Wykazano, ze zmiany wywotywane przez PQ sg zalezne od wieku. Myszy 18 miesieczne
w przeciwienstwie do 5 miesiecznych i 6 tygodniowych wykazywaty nieodwracalne
zaburzenia aktywnosci lokomotorycznej oraz utrate neuronéw dopaminergicznych w istocie
czarnej [Thiruchelvami wsp., 2003]. Efekty te widoczne byly nawet 3 miesigce po
zaprzestaniu podawania pestycydu. Nie zaobserwowano u nich spadku poziomu DA, a
jedynie kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC), pomimo spadku ilosci i aktywnosci
enzymatycznej TH (hydroksylazy tyrozynowej) [Thiruchelvam i wsp., 2003]. Ponadto, podanie
PQ w wieku rozwojowym uwrazliwiato doroste myszy na ponowne podanie pestycydu,
wywotujgc duzo wieksze zmiany degeneracyjne niz u zwierzat, ktore nie otrzymaty
wczesniejszej dawki PQ lub otrzymaty jg juz w wieku dorostym [Cory-Slechta i wsp., 2005,
Thiruchelvam i wsp., 2002]. Badania te wykazujg efekt tzw. ,primingu” i zwracajg uwage, jak
wazna moze by¢ ekspozycja na toksyny srodowiskowe [Weiss i wsp., 2004]. Wykazano, ze
pestycydy w wieku prenatalnym oraz neonatalnym uwrazliwiajg organizm na pdzniejszy
kontakt z pestycydami, prowadzac do ujawniania sie deficytdw z wiekiem [Fredriksson i wsp.,
1993, Wesseling i wsp., 2001, Landrigan i wsp., 2005, Miranda-Contreras i wsp., 2005, Cory-
Slechta i wsp., 2005, Purisai i wsp., 2007]. Przy interpretacji uzyskanych wynikéw warto
zauwazyé, ze stezenia PQ w Srodowisku sg wielokrotnie nizsze niz podawane w
doswiadczeniach, ale mogg wywiera¢ swoje dziatanie przez znacznie diuzszy czas, niekiedy

wiele lat, a nawet przez cate zycie.

Nasze badania oraz opublikowane dotychczas dane wykazujg, ze PQ powoduje
degeneracje neuronéw dopaminergicznych [Brooks i wsp., 1999; McCormack i wsp., 2002;

Thiruchelvam i wsp., 2003; Ossowska i wsp., 2006, Songin i wsp., 2011a,b].

-63 -



Martyna Songin

Wyniki naszych doswiadczen [Songin i wsp., 2011] pokazujg réwniez, ze
podtugoterminowym podawaniu PQ (37 tygodni) w miejscu sinawym liczba neuronow
noradrenergicznych jest znacznie zmniejszona. Zaobserwowano ponadto obnizony poziom
noradrenaliny w prazkowiu. Doswiadczenia innych badaczy sugerujg, ze degeneracja
noradrenergicznych neurondéw wydaje sie poprzedzac utrate neuronéw dopaminergicznych

w poczatkowych stadiach ChP [Braak i wsp.,2004].

Ossowska i wsp.[2005b, 2006] stwierdzili, ze po 6 miesiecznym podawaniu PQ u
szczuréw dochodzi do znacznego obnizenia liczby neuronéw dopaminergicznych w istocie
czarnej (37%) i w polu brzusznym nakrywki (42%). Natomiast w przeprowadzonych przez nas
doswiadczeniach po dtugoterminowym podaniu PQ (37 tygodni) zaobserwowano obnizenie
liczby neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej (28%) i w polu brzusznym nakrywki
(14%). Podobne wyniki do naszych danych prezentowanych w niniejszej pracy, otrzymano w
mysim modelu po podaniu PQ, w ktorym zaobserwowano zmniejszenie liczby
dopaminergicznych neuronéw o 15-30%, ale nie stwierdzono zmian poziomu DA
[McCormack i ws., 2002, Kuter i wsp., 2007, Thiruchelvam i wsp., 2003]. Zmiany niewielkiego
stopnia mogg by¢ kompensowane, natomiast zaburzenia doprowadzajace do istotnego
obumierania neurondw dopaminergicznych mogg powodowaé obniznie poziomu DA

[McCormack i wsp., 2002, Kuter i wsp., 2007, Thiruchelvam i wsp., 2003, Kang i wsp., 2009].

Badania epidemiologiczne wskazujg na istotne znaczeniu PQ w chorobach
neurodegeneracyjnych [Hertzman i wsp,.1990, Lioui wsp., 1997, Costelloi wsp.,2009].
Natomiast dostepne dane literaturowe przedstawiajg rozne efekty dziatania PQ na poziomie
molekularnym, komodrkowym i catego organizmu. Doswiadczenia prowadzone byly na
zwierzetach w rdéznych warunkach doswiadczalnych. De Gori i wsp. (1988) podawali PQ
obwodowo szczurom (5 mg/kg sc 1 x dziennie przez 15 dni) po 6 — 15 dniach zwierzeta
wykazywaty obnizenie funkcji lokomotorycznych, drzenie tutowia i miesni pyska oraz ataksje.
Tawara i wsp. (1996) u szczurdw szczepu Sprague-Dawley po podaniu PQ (w dawce 20
mg/kg, iv, 1x dziennie przez 5 dni) zaobserwowali na podstawie przeprowadzonych
doswiadczen spadek zawartosci DA o 30% w prazkowiu, peroksydacje lipidow i obnizong
aktywnos¢ | kompleksu oddechowego. Shimizu i wsp. (2003b) podawali PQ szczurom Wistar,
przez 5 kolejnych dni (10 mg/kg sc). Zaobserwowali 30% spadek poziomu DA oraz 20%

spadek kwasu homowanilinowego (HVA) w prazkowiu. W $rédmaoézgowiu natomiast, wykazali
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spadek poziomu DA o 50%, ale nie istotny statystycznie, DOPAC o 40% i HVA o 60%.
Wczesniejsze prace wskazywaty natomiast na wzrost poziomu DA w prazkowiu po
obwodowych podaniach PQ u szczuréw [Widdowson i wsp., 1996a, Widdowson i wsp.,
1996b]. W innych pracach, po jednorazowym podaniu PQ ip, zaobserwowano w prazkowiu
podniesiony poziom 3-metoksytyraminy (3-MT) [Shimizu i wsp., 2003b], ktéra jest
zewnatrzkomérkowym metabolitem DA uznawanym za marker jej uwalniania [Elverfors i
Nissbrandt, 1992]. W zwigzku z tym, wyniki te mogg Swiadczyé o zwiekszonym poziomie

uwalnianej DA w prazkowiu.

Wczesniejsze prace wykazujg, ze PQ wywotuje stres oksydacyjny, w wyniku, ktérego
dochodzi do peroksydacji lipidéw i biatek [Hara i wsp., 1990, Hara i wsp., 1991 a-d].
Toksycznos$ci PQ zapobiegajg i wykazujg dziatanie neuroprotekcyjne enzymy usuwajgce
wolne rodniki oraz zwigzki antyoksydacyjne, jak np. salicylan sodu, dysmutaza
ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa i wykazujg one dziatanie neuroprotekcyjne

[Dinis-Oliveira i wsp., 2007, Thiruchelvam i wsp., 2005].

Shimizu i wsp. [2003b], przedstawit w swojej pracy zjawiska wywotywane przez PQ, w
ktore zaangazowany jest wzrost poziomu zewnagtrzkomdrkowego glutaminianu.
Konsekwencjg dziatania glutaminianu jest naptyw Ca** do komérek i aktywacja neuronalnej
syntazy NO, wzrost stezenia NO i powstawanie nadtlenoazotynu (ONOO), ktéry z kolei
zaburza prace mitochondriéw. Tlenek azotu jest wolnym rodnikiem charakteryzujgcym sie
niska reaktywnoscia. Jednakze réwnoczesna produkcja NO i O w warunkach stresu
oksydacyjnego prowadzi do wytworzenia nadtlenoazotynu (ONOO’) [Koppenol i wsp., 1992].
W specyficznych  warunkach (niski poziom substratu, argininy Ilub kofaktora,
tetrahydrobiopteryny) moze réwniez doprowadza¢ do wytwarzania anionorodnika
ponadtlenkowego (0%) lub nadtlenku wodoru (H,0,) [Bhat i Feinstein, 2006].
Nadtlenoazotyn jest bardzo silnym utleniaczem, ktéry moze modyfikowaé biatka, lipidy oraz
kwasy nukleinowe, powodowaé uszkodzenia mitochondriéw i Smier¢ neurondw [Kilbourn i
wsp., 2000]. Badania post mortem mozgéw oséb z chorobami neurodegeneracyjnymi
wykazujg obecnos¢ nitrowanych biatek, ktérych powstawanie jest wynikiem dziatania ONOO
[Good i wsp., 1998]. Nasze badania pokazujg, ze podanie PQ zwieksza poziom wolnych
rodnikow i ekspresje genow dla iNOS. Udokumentowano, ze zaréwno NO jak i ONOO™ moga

hamowa¢ aktywnos¢ poszczegdlnych kompleksow tancucha oddechowego w mitochondriach
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i prowadzi¢ do zaburzenia rownowagi energetycznej komérki [Ebadi i Sharma, 2003,
Nakamura i Lipton, 2010]. Nadtlenoazotyn oraz inne reaktywne formy azotu modyfikujg
dziatanie wielu biatek poprzez ich nitracje lub S-nitrozylacje [Cho i wsp., 2009, Gu i wsp.,
2002, Nakamura i Lipton, 2009].Taka modyfikacja reszt aminokwasowych moze zaburzac
prawidtowa strukture biatek, prowadzi¢ do ich oligomeryzacji i zaburzenia funkcji, co
bezposrednio tgczy stres nitrozacyjny ze zmianami molekularnymi wykrytymi w chorobach
neurodegeneracyjnych [Good i wsp., 1998]. Badania pokazaty, ze dziatanie wolnych
rodnikow, w tym NO, moze prowadzi¢ do akumulacji a-synukleiny wewnatrz jader
komodrkowych [Gentile i wsp., 2008; Specht i wsp., 2005]. Moze to stanowi¢ istotng
przyczyne neurodegeneracji zardwno neurondw jak i oligodendrocytéw, co pokazujg badania
post mortem mdzgow chorych na atrofie wielosystemowg [Lin i wsp., 2004]. Wykazano, ze w
wyniku dziatania stresu oksydacyjnego dochodzi do translokacji C-koricowego, 10 kDa
fragmentu a-synukleiny do jgdra komorek dopaminergicznych [Xu i wsp., 2006]. W
badaniach in vitro stwierdzono, ze stres oksydacyjny moze réwniez prowadzi¢ do translokacji
a-synukleiny do przestrzeni zewngtrzkomodrkowej oraz do jgdra w wyniku przerwania
ciggtosci btony jadrowej [Sangchot i wsp., 2002, Adamczyk i wsp., 2007]. Ponadto po
dootrzewnowym  podaniu  myszom PQ zaobserwowano istotne zwiekszenie
immunoreaktywnosci a-synukleiny zaréowno w cytozolu jak i jadrach neuronéw istoty czarnej
[Goers i wsp., 2003]. Pokazano, ze w jadrze komérkowym a-synukleina moze tworzyé
specyficzne kompleksy z histonami, co zwieksza jej oligomeryzacje do nierozpuszczalnych
fibryli [Goers i wsp., 2003]. Jadrowa lokalizacja a-synukleiny jest zwiekszona w przypadku
mutacji A30P oraz AS53T i skutkuje neurotoksycznoscig, poprzez zahamowanie acetylacji

histonéw [Kontopoulos i wsp., 2006].

Wydaje sie, ze aktywacja iNOS i COX-2 przez PQ moze zapoczgtkowywaé proces
cytotoksycznosci i neurodegeneracji. W przedstawionych w tej pracy wynikach, po 3 i 24
godzinach od podania PQ w prazkowiu i sSrédmadzgowiu dochodzi do wzrostu poziomu mRNA
iNOS, wzrostu poziomu wolnych rodnikéw i stresu oksydacyjnego, co w konsekwencji moze
powodowac obumieranie komodrek. Ponadto prezentowane w tej pracy wyniki wskazujg na
wzrost poziomu mRNA cyklooksygenazy-2 (COX-2) w srédmoézgowiu po 3 godzinach od
podania PQ. COX-2 jest izoformg indukowanga, ktérej podstawowa ekspresja w ludzkich

tkankach jest niska, natomiast ulega indukcji w przebiegu odpowiedzi immunologicznej, w
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reakcji na bodice zewnatrz- i wewnatrzkomdrkowe [O’Neill i Ford-Hutchinson, 1993]. Gen
kodujgcy COX-2 charakteryzuje sie miejscami wigzgcymi dla czynnikdw transkrypcyjnych
(m.in.: NF-KB, NF-IL6 (czynnik jadrowy interleukiny 6) i CREB (ang. c-AMP response element
binding protein)) [Yang i Bleich, 2004]. To, jakie czynniki transkrypcyjne sg zaangazowane w
aktywacje COX-2 zalezy zaréwno od typu komdrki jak i dziatajgcego na nig bodica
[Schmedtje i wsp., 1997, Reddy i wsp., 2000, Wadleigh i wsp., 2000]. Wzrost ekspresji genu
COX-2 powodujg m.in. cytokiny prozapalne, mitogeny i czynniki wzrostu. Z kolei
glikokortykosteroidy i niektore cytokiny hamujg ekspresje genu COX-2 [Hinz i Brune, 2002,
Kofaczkowska 2002, Consilvio i wsp., 2004]. W niektdrych sytuacjach wzrost poziomu COX-2
zwigzany jest z aktywacjg jego transkrypcji, w innych natomiast zalezy gtdwnie od stabilizacji
mRNA [Ristimaki i wsp.,1994, Huang i wsp.,2000, Dixon i wsp., 2000, Tamura i wsp., 2002].
Dane wskazujg, ze COX-2 w modzgach chorych na choroby neurodegeneracyjne jest
aktywowany we wczesnych etapach choroby, przed wystgpieniem objawdéw demencji i
poprzedza aktywacje mikrogleju, a jego poziom spada w zaawansowanych stadiach choroby
[Yermakova i O’Banion, 2001]. Obserwowano takze, ze COX-2 moze posSredniczy¢ w
aktywacji mikrogleju i indukcji uszkodzeA neuronéw [Sanchez-Pernaute i wsp., 2004,
Vijitruth i wsp., 2004]. W przeprowadzonych badaniach PQ wptywajgc na wzrost poziomu
NO", O, wolnych rodnikéw, stresu oksydacyjnego, prowadzi réwniez do aktywacji ekspres;ji
genu dla COX-2. W ten sposéb z kolei uwalniany w reakcji cyklooksygenazy rodnik
ponadtlenowy nasila stres oksydacyjny. Do tej pory kontynuowane s badania dotyczace
dtugoterminowego stosowania nieselektywnych inhibitorow COX-2 na obnizenie ryzyka
wystgpienia ChP [Townsend i Pratico 2005]. Z przeprowadzonych badan wynika, ze inhibitor
COX-2, ibuprofen, indukuje fosforylacje GSK3B na serynie 9, powoduje obnizenie jej
aktywnosci [Greenspan i wsp. 2011] i w ten sposdb moze wywieraé korzystne dziatanie w

chorobach neurodegeneracyjnych.
Znaczenie GSK3pB w modelach zwierzecych choroby Parkinsona.

Ostatnio opublikowane badania na temat GSK3B wykazaty duze zainteresowanie
postacig okreslong, jako forma aktywna GSK3BpY216. Do tej pory prowadzono prace
doswiadczalne z udziatem GSK3B w roznych modelach parkinsonowskich jak: 6-
hydroxydopamina (6-OHDA), rotenoniMPTP/MPP+, a-synukleina [Chen i wsp., 2004,
Avraham i wsp., 2005, Wang i wsp., 2007, Petit-Paitel i wsp., 2009, Wills i wsp., 2010].
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Poza badaniami Songin i wsp., [2011a,b] do chwili obecnej nie istniejg dane

doswiadczalne dotyczgce znaczenia GSK3B w modelu ChP wywotanej PQ.

Chen i wsp., [2004] zastosowali 6-OHDA, jako czynnik $mierci komorek
dopaminergicznych i model zwierzecy ChP, w ktérym stwierdzili aktywacje apoptozy, na

szlaku zaleznym od kaspazy-3 i wzrostu fosforylacji GSK3B na tyrozynie 216.

Wyniki uzyskane przez Yue i wsp. 2011 wskazujg natomiast, ze 6-OHDA nie wptywa na
aktywnos$¢ GSK3B w istocie czarnej. Inhibitor GSK3B-chlorek litu nie byt w stanie ztagodzic¢
efektu wywotfanego 6-OHDA, jak degeneracja neurondw dopaminergicznych. W kolejnych
badaniach na modelu ChP wywotanym podaniem MPTP/MPP+, a-synukleing stwierdzono
nadmierng fosforylacje biatka tau, za co odpowiedzialna jest GSK3B. Badacze twierdzg, ze
dochodzi do aktywacji enzymu w wyniku autofosforylacji GSK3B na tyrozynie 216

[Kozikowski i wsp., 2006, Duka i wsp., 2009, Wills i wsp., 2010].

Biorgc pod uwage toksycznos¢ PQ, waznym zagadnieniem, ktdrym zajetam sie w mojej
pracy byto zbadanie wptywu PQ na poziom biatka GSK3pB i jej form ufosforylowanych in vivo
jak i in vitro. Dotychczasowe badania dotyczace wptywu PQ na procesy, zjawiska
molekularne i metaboliczne nie uwzgledniaty wielofunkcyjnego enzymu GSK3p i jego formy

ufosforylowanej na tyrozynie 216.

Uzyskane przez nas dane pokazujg, Zze jednorazowe podania PQ w dawce 40 mg/kg m.c
nie miato wptywu na poziom biatka ani na ekspresje GSK3B w prazkowiu i w Srédmadzgowiu
po 3 godzinach ani po 24 godzinach. Moze to by¢ zwigzane ze zbyt krétkim dziataniem PQ
oraz z wiekiem szczuréw doswiadczalnych. Badania te sg potwierdzeniem wynikéw innych
badaczy, ktoérzy przedstawiajg w swoich pracach, Ze jednorazowe podanie PQ nie
wykazywato znaczgcych zmian w mézgu szczura [Widdowson i wsp., 1996b]. Potwierdzili to
Bartlett i wsp., [2009], ktdrzy za pomocg iloSciowej techniki obrazowania PET, znalezli
minimalne ilosci PQ w mdozgu matpy ‘rhesus macaque’ po jego pojedynczym wstrzyknieciu,

co moze sugerowac stabg penetracje tego herbicydu do médzgu.

Dtugoterminowe podania PQ oraz czynniki zaréwno zewnetrzne jak i wewnetrzne mogg
wptywaé na zwiekszong przepuszczalno$é bariery krew-moézg, co powoduje akumulacje
toksycznych stezern PQ w mozgu, ktory niszczy neurony dopaminergiczne i doprowadza do

parkinsonizmu [Widdowsoni wsp.,1996a,b, Thiruchelvam i wsp.,2003]. Kuter i wsp,. 2010 w
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swojej pracy przedstawili wptyw 4-krotnego podawania PQ, na produkcje reaktywnych formy
tlenu (ROS), ktére mogg by¢ gtdowng przyczyng toksycznosci PQ. Mato jest dowodow na
generowanie ROS in vivo w mdézgu po dootrzewnowym podawaniu PQ. W wymienionych
badaniach 4-krotne podawanie PQ powodowato wzrost ROS w prazkowiu. Ossowska i
wsp.,[2006] opublikowali, ze w tym samym modelu podawania PQ nie dochodzi do zmiany
poziomu DA w korze przedczotowej, ale za to dochodzi do wzrostu poziomu jej metabolitu
HVA i stosunku HVA/DA. W przeprowadzonych przez nas badaniach w tych samych
warunkach obserwujemy w prazkowiu obnizenie poziomu biatka GSK38 i jej aktywnej formy
GSK3BpY216, co moze wynika¢ w gtéwnej mierze z dziatania wolnych rodnikdéw. Odmienna
sytuacja  wystepuje w  $Srédmozgowiu, gdzie obserwujemy wzrost poziomu
immunoreaktywnosci GSK3B i GSK3BpY216, przy braku zmian ROS w tej strukturze [Kuter i
wsp., 2010].

W zwigzku z powyzszym, ciekawym i nowatorskim doswiadczeniem byto zbadanie
poziomu immunoreaktywnosci GSK3 i jej formy ufosforylowanej GSK3BpY216 w prazkowiu
i srodmozgowiu w szczurzym modelu parkinsonizmu wywotfanego znacznie dtuzszym

podaniem PQ - 37 tygodni.

Wptyw dtugoterminowego podania PQnapoziom biatkaGSK3B i jej aktywnejformy
GSK3BpY216 rdznit sie w badanych strukturachmdzgu. Po pierwsze, herbicyd powodowat
znamienny spadek GSK3B w homogenatach w prazkowiu przy jednoczesnym wzroscie w
Srodmozgowiu. Interesujgcym wydawato sie zagadnienie, jakim jest wystepowanie obu
postaci GSK3B w rdznych kompartmentach komorki. Przeprowadzone doswiadczenia na
zgrubnych frakcjach podkomadrkowych jak: frakcja jagdrowa, mitochondrialna i cytozolowa
potwierdzity znaczacy spadek poziomu biatka GSK3B we wszystkich wymienionych frakcjach
podkomérkowych w prazkowiu. Dodatkowo badania wykazaty obnizenie poziomu
immunoreaktywnosci biatka GSK3BpY216. Natomiast obserwowano wzrost poziomu biatka
zaréwno catkowitej i aktywnej formyGSK3B w srodmodzgowiu rowniez we wszystkich
badanych frakcjach podkomorkowych. Z danych literaturowych wiadomo, ze PQ jest zdolny
do niszczenia cytoszkieletu réznych komdrek, w tym neurondéw, co moze rowniez
doprowadza¢ do agregacji mikrotubul, redystrybucji mikrofilamentéw, jak réowniez do
aksonopatii, mierzonej spadkiem liczby neurofilamentéw [Lii wsp., 1987, SchmuckiSchliter,

1996, Milzanii wsp., 1997;. Schmucki wsp., 2000, SchmuckiKahl, 2009]. Dlatego jest wielce
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prawdopodobne, ze obnizony poziom GSK3B w prazkowiu zwigzany jest z zaburzeniami
transportu aksonalnego ze srodmodzgowia do prazkowia. Taki proces moze byé rowniez
odpowiedzialny za zwiekszong akumulacje GSK3B w srédmodzgowiu, ktorg obserwowano w
naszych doswiadczeniach. Z drugiej strony, zwiekszenie poziomu biatka GSK3p w
srodmadzgowiu przez dtugoterminowe podawanie PQ, moze by¢ przyczyng uszkodzenia
cytoszkieletu poprzez nadmierng fosforylacje biatek zwigzanych z mikrotubulami, znanymi
jako substraty GSK3, prowadzac do destabilizacji mikrotubul [Jope i Johnson, 2004]. Jednak,
nie mozna wykluczy¢ bezposredniego wptywu PQ na neurony prazkowia. Wczesniejsze
doniesienia wykazaty,ze neurony dopaminergiczne bylty rowniez wrazliwe na ten herbicyd
podawany w takiej samej dawce, jak w naszych doswiadczeniach [McCormack i wsp., 2002].
Jednak, selektywnos$¢ PQ niezostata zbadana po tak dtugim podawaniu (37-tygodni), co moze
w duzym stopniu utrudnia¢ interpretacje i porownanie z wynikami uzyskanymi w innych
osrodkach badawczych. PQ gromadzi sie w mozgu, a proces ten zalezy od czasu dziatania i
jego dawek [Prasad i wsp., 2007]. Moje badania wskazuja, ze diugoterminowe podania PQ
szczurom, zmienia poziom biatka GSK3pB i jej aktywnej formy GSK3BpY216 w prazkowiu i
srodmédzgowiu. W hipokampie, korze modzgowej i mozdzku poziom GSK3B nie ulega
zmianom, natomiast obserwuje sie zaburzenia jej srédkomadrkowej lokalizacji pod wptywem
PQ [Songin i wsp.,2011b]. Funkcjonalne znaczenie tych zmian i ich rola w patomechanizmie
ChP na tym etapie pozostaje nie wyjasniona. Dotychczasowe badania nad GSK3B w ChP
stwarzaty trudnosci w nalezytym przedyskutowaniu wynikow wtasnych w kontekscie do
doswiadczen opublikowanych przez innych autoréw. W literaturze dostepne sg nieliczne
badania dotyczgce GSK3B w zwierzecych modelach ChP jak: MPTP, 6-OHDA, rotenon czy a-
synukleina. Jednak te dane sg fragmentaryczne, wykonane w wielu dawkach, w réznym

okresie zycia zwierzat.
Toksyczno$é parakwatu i peptydow AB w komoérkach dopaminergicznych PC12.

Dotychczasowe dane przedstawiajg, ze najbardziej wrazliwe na toksyczne dziatanie
pestycydow sg komorki dopaminergiczne [Sidhu i wsp., 2004; Wersinger i wsp., 2004]. W
zwigzku z tym badania dotyczagce mechanizmu $mierci komorek prowadzono na linii
komodrek pheochromocytoma PC12, charakteryzujacej sie syntezg amin katecholowych, w
tym DA. Do chwili obecnej jest to jedna z najlepiej scharakteryzowanych linii komorkowych,

oraz model badawczy szeroko stosowany w doswiadczeniach in vitro dotyczgcych
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toksycznosci AB [Qian i wsp., 2008; Girigoswami i wsp., 2008; Hu i wsp., 2008], jak réwniez
wykorzystywany w badaniu cytotoksycznego efektu wielu innych substancji [Piga i wsp.,
2007]. Prezentowane w obecnej pracy badania potwierdzity toksyczne dziatanie PQ na
komorki dopaminergiczne PC12. Stwierdzono, ze po 24 godzinach inkubacji w obecnosci
1mM PQ przezywato okoto 50% komdrek. W innych badaniach wykazano, ze juz 8 godzinna
inkubacja indukuje smier¢ komodrek [Gelinas i wsp.,2004]. Badania przeprowadzone na tym
samym modelu pokazujg, ze zewnatrzkomdrkowe podanie MPP*/MPTP lub a-synukleiny
powoduje zaburzenie funkcji mitochondridow oraz aktywuje programowang $mier¢ komorek

[Chalimoniuk i wsp., 2007, Kazmierczak i wsp., 2008, Duka i wsp., 2009, Wills i wsp., 2010].

PQ powoduje wzrost poziomu wolnych rodnikéw oraz ekspresje gendéw dla iNOS i COX-
2. Wyniki innych badan in vitro dowodzg, ze peroksydacja lipidow moze by¢ konsekwencijg
komdrkowej neurotoksycznosci PQ, co prowadzi do Smierci komorki i moze by¢ brana pod
uwage w ocenie ryzyka chordb neurodegeneracyjnych [Yang i Sun, 1998]. Ponadto
wykazano, ze PQ w mitochondriach hamuje heksokinaze, prawdopodobnie ze wzgledu na
wewnatrzkomérkowe wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych [Kang i wsp., 1997]. PQ
zwieksza utlenianie NADH i zmniejsza wewnatrzkomdrkowe stezenie ATP znacznie bardziej
niz MPP'. W komdrkach PC12 potraktowanych PQ zaobserwowano znaczny wzrost
uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH) co jest wyrazem ich uszkodzenia [Lam i Ko,
2011]. Z naszych badan wynika, ze PQ powoduje wzrost ekspresji gendow prooksydacyjnych,
ale réwnoczesnie komodrka broni sie przed dziataniem toksycznego PQ poprzez zwiekszenie
ekspresji gendw dla enzymow antyoksydacyjnych. W przeprowadzonych doswiadczeniach na
komodrkach PC12 pod wptywem PQ stwierdzono wzrost ekspresji gendw dla SOD i katalazy
(dane nieprezentowane). W naszych badaniach stwierdzili§my znaczne obnizenie poziomu
immunoreaktywnosci catkowitej GSK3B, jak i formy ufosforylowanej GSK3BpY216 w
komdrkach dopaminergicznych PC12 poddanych dziataniu PQ. Spadek poziomu biatka
aktywnej formy enzymu moze by¢ odpowiedzig obronng na zmiany zachodzgce w komorce
po toksycznym dziataniu PQ. Rdéwnoczesnie zwigzek ten nie wptywat na poziom

immunoreaktywnosci biatka GSK3BpS9.
Kolejne badania w komorkach PC12 dotyczyty udziatu GSK3B w toksycznosci peptydéw APB.

Sciezki sygnatowe, w ktérych GSK3B odgrywa znaczaca role mogg przyczyniaé sie w

duzym stopniu do powstawania lub pogtebiania stresu oksydacyjnego w procesie starzenia
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sie moézgu i rozwoju choréb neurodegeneracyjnych [Pei i wsp., 1997, Beurel i Jope, 2006,
Liang i Chuang 2006, 2007, Jope i wsp., 2007, Lee i wsp., 2007, Songin i wsp., 2007]. Badania
na poziomie molekularnym wskazuja, ze GSK3pB bierze istotny udziat w neuropatologii ChA
przez fosforylacje (hiperfosforylacje) biatka tau zwigzanego z mikrotubulami, biatko to
stanowi gtéwny skfadnik splotdw neurofibrylarnych w ChA [Jope i wsp., 2007, Hooper i wsp.,
2008]. GSK3B moze by¢ zaangazowana we wzrost produkcji AB oraz odpowiedz zapalng i
zaburzenia poznawcze [Hooper i wsp., 2008]. Hamowanie aktywnosci GSK3B zostato

zaproponowane, jako mechanizm wspierajgcy przezycie neuronéw w ChA.

Dalsze eksperymenty miaty na celu zbadanie poziomu immunoreaktywnosci GSK3B w
uwalnianiu i toksycznosci peptydéw AB. Badania prowadzono na komérkach PC12
transfekowanych ludzkim genem dla APP z podwdjng mutacjg szwedzkg. Komorki te
charakteryzuje zwiekszone wytwarzanie i uwalnianie peptydow AB w poréwnaniu do
komorek kontrolnych [Chalimoniuk i wsp., 2007]. Wyniki uzyskane w tej pracy wykazujg, ze
poziom AP uwalnianego przez komoérki APPsw jest 4,8-krotnie wiekszy w poréwnaniu z

komodrkami PC12 kontrolnymi.

Badania wielu osrodkédw, w tym nasze, wykazaty, ze AR moze powodowac wytwarzanie
wolnych rodnikéw tlenowych, chociaz mechanizm tego procesu nie jest do korica poznany.
Neurotoksyczne dziatanie AB moze obejmowac ponadto inne liczne mechanizmy, takie jak,
zaburzenie homeostazy wapnia i procesow fosforylacji i defosforylacji szlakow przekaznictwa
sygnatéw w uktadzie glutaminianergicznym i cholinergicznym. Ponadto peptydy AP przez
aktywacje mikrogleju powodujg rozwdj odpowiedzi zapalnej. Wydaje sie, ze AB moze
wchodzi¢ w interakcje z btonami komdérkowymi powodujgc np. utlenianie lipidow i biatek
[Murray i wsp., 2007]. Peptydy AR wchodzg réwniez w interakcje z jonami Zzelaza
znajdujgcymi sie w hemie réoznych enzymdw, m.in. kompleksu Il faricucha oddechowego
doprowadzajgc do zaburzenia jego funkcji i zwiekszenia produkcji wolnych rodnikow
[Atamna i Boyle, 2006]. Wolnorodnikowe uszkodzenie lipidow bton komdrkowych moze
powodowaé utrate integralnosci bton, zaburzenia homeostazy i uszkodzenie komorek.
Obserwowane zaburzenia homeostazy jondw, szczegdlnie jondw wapnia w neuronach
poddanych dziataniu AB mogag by¢ takze zwigzane z oddziatywaniem hydrofobowych
agregatéw AP z btonami, co moze zmienia¢ nie tylko wtasciwosci fizykochemiczne bton, lecz

takze zaburzaé¢ funkcjonowanie receptorow i kanatow jonowych zlokalizowanych w tych
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btonach [Mattson i wsp., 1992]. Zaburzenia homeostazy wapnia mogg byc z kolei przyczyna
aktywacji licznych kinaz, ktére powodujg zaburzenia funkcji licznych biatek w tym
hiperfosforylacje biatka tau, a takze innych enzyméw wrazliwych na poziom Ca”, takich jak
proteazy i fosfatazy, fosfolipazy. AR poprzez hamowanie PI3-K wptywa na wzrost aktywnosci
GSK3B. Nasze dane wskazujg, ze wzrost uwalnianych endogennie peptydéw AB powoduje
zwiekszong aktywnos¢ GSK3BpS9 w komadrkach APPsw, natomiast nie wptywa na poziom
immunoreaktywnosci biatka GSK3B i GSK3BpY216. Morfinii wsp.[2004] stwierdzili, ze
elementem tgczagcym wspotdziatanie CDK5 i GSK3B jest stan fosforylacji seryny 9 w
czgsteczce GSK3B. Badania wtasne takze wykazaty udziat CDK5 w regulacji GSK3B [Czapski i
wsp., 2011]. Zbyt duza aktywacja GSK3B moze doprowadzi¢ do hiperfosforylacji biatek
docelowych, w tym MAP tau. W celu wykazania zaleznosci pomiedzy wzrostem poziomu AP
a wzrostem aktywnosci GSK3B zbadano poziom immunoreaktywnosci biatka tau na Ser396,
ktore fosforylowane jest przez GSK3B. Nasze oczekiwania sie potwierdzity, poniewaz wraz ze
wzrostem aktywnosci GSK3B otrzymalismy wzrost poziomu ufosforylowanego biatka tau na

Ser396 w komorkach APPsw.

Zwiekszone wytwarzanie AP przez komorki wigze sie nie tylko ze wzrostem
wewnatrzkomérkowego poziomu wolnych rodnikéw i wrazliwoscig na stres oksydacyjny, ale
rowniez, co wykazaty nasze doswiadczenia, ze znacznym wzrostem poziomu
immunoreaktywnos$ci GSK3PBpY216 we frakcji jadrowej, przy jednoczesnym jej obnizeniu w
cytozolu w komdrkach APPsw. Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze w komérkach
PC12, jezeli poréwna sie catkowita GSK3B do formy ufosforylowanej to wyzszy poziom AR
zwigzany jest z wiekszym procentowym udziatem GSK3BpY216 we frakcji jgdrowej. Nasze
badania s3 zgodne z obserwacjami badaczy Kim i wsp., (2003), ktérzy badali poziom biatka

GSK3B w komorkach APPsw.

Egzogenny PQ oraz endogennie uwalniane peptydy AR, sg czynnikami wywotujgcymi
stres oksydacyjny i modyfikujgcymi w sposdb zréinicowany GSK3B i jej ufosforylowane
formy. PQ podwyzsza poziom GSK3B i jej aktywnej postaci GSK3BpY216 wytacznie w
srodmozgowiu, a hamuje w prazkowiu. Peptydy AR zwiekszajg wytgcznie aktywnosé

GSK3BpS9 i wptywajg w ten sposéb na wzrost fosforylacji biatka tau.

Mimo danych epidemiologicznych wskazujgcych, ze dziatanie pestycydéw zwieksza

ryzyko ChA [Baldi i wsp, 2003;. Haydeni wsp.,2010] do tej pory nie zbadano doswiadczalnie,
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jaki jest bezposredni zwigzek miedzy ekspozycjg na pestycydy a patogenezg ChA. Chen i
wsp., [2011] zbadali wptyw PQ na poziom AB u myszy transgenicznych APP. Wyniki pokazuja,
ze PQ doprowadzit do wzrostu poziomu AB w korze mozgowej oraz doprowadzit do stresu
oksydacyjnego w mitochondriach i do ich dysfunkcji. Istniejg dane wskazujace, ze PQ jest
mitochondrialng toksyna, ktéra indukuje utrate neurondw poprzez wzrost poziomu biatka
p53 i aktywacje mitochondrialnego szlaku apoptozy [YangiTiffany-Castiglioni, 2008].

Uszkodzenia mitochondridow byty skorelowane z zburzeniami uczenia sie i pamieci.

-74 -



X/
o

X/
L X4

X/
L X4

Martyna Songin

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Wykazano, ze PQ po jednorazowym podaniu i krotkoterminowym dziataniu (3 i 24
godziny) wptywa na ekspresje gendw prooksydacyjnych w prazkowiu i sSrddmaozgowiu
(INOS i COX-2) natomiast nie ma wptywu na ekspresje i poziom biatka GSK3B w
badanych strukturach moézgu. Wyniki wskazujg na brak udziatu GSK3B we wczesnej

odpowiedzi komdérkowej na stres oksydacyjny wywotany PQ.

Stwierdzono, ze poziom biatka GSK3B i jego formy ufosforylowanej (GSK3BpY216)
zmniejszyt sie w prazkowiu po wielokrotnym podaniu i dtugoterminowym dziataniu
PQ (4 i 37 tygodniowym). Obnizony poziom GSK3B w prazkowiu moze zaleze¢ od
zaburzen transportu aksonalnego tego biatka ze srddmdzgowia, gdzie obserwuje sie

jego wyzszy poziom wskazujacy na jego zwiekszong akumulacje.

Dtugoterminowe (37 tygodni) dziatanie PQ prowadzi do znaczgcego obnizenia
poziomu immunoreaktywnosci GSK3B i formy ufosforylowanej GSK3BpY216 we
wszystkich badanych frakcjach podkomérkowych prazkowia, przy jednoczesnym
wzroscie w srodmadzgowiu. Wyniki wskazujg, ze lokalizacja wewngtrzkomadrkowa tych

enzymow nie ulega zaburzeniu w badanych czesciach mézgu w wyniku dziatania PQ.

Badania na komédrkach dopaminergicznych PC12 wykazaty, ze PQ powoduje znaczny
wzrost poziomu wolnych rodnikéw i obumieranie komdrek oraz obnizenie poziomu
immunoreaktywnosci GSK3B i GSK3BpY216. Wyniki moga wskazywaé, ze obnizona
przezywalnos$¢ komodrek w wyniku dziatania PQ moze by¢ spowodowana wzrostem
procesOw wolnorodnikowych i zmianami GSK3p i formy ufosforylowanej na tyrozynie

216.
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¢ Endogennie uwalniane peptydy AB przez komorki PC12 transfekowane ludzkim
genem APP z podwdjng mutacjg szwedzkg (APPsw), prowadzg do obnizonego
poziomu biatka GSK3BpS9 przy braku zmian GSK3B i GSK3BpY216. Wyniki wskazuja,
ze wzrostowi aktywnosci GSK3PBpS9 towarzyszy podwyiszenie poziomu
immunoreaktywnosci ufosforylowanego biatka tau na serynie 396 w komdérkach
APPsw. Zjawiska te mogg powodowac zaburzenie funkcji cytoszkieletu komdrek

APPsw w poréwnaniu do komorek kontrolnych PC12.
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STRESZCZENIE

Kinaza syntazy glikogenu 3 (GSK3) znana obecnie réwniez, jako kinaza biatka tau (TPK1 -
tau protein kinase-1) to wysoce konserwowana, wielozadaniowa kinaza serynowo-

treoninowa, ktora w tkankach ssakéw wystepuje w dwéch izoformach: GSK3a i GSK3p.

W pracy skoncentrowatam swojg uwage na GSK3B, ktéra jest pojedynczym
polipeptydem zbudowanym z 433 aminokwasdéw, o masie 47 kDa. Wykazuje najwyzszy
poziom ekspresji w mdzgu, w poréownaniu do innych organéw [Takashima 2006, Perez-
Costas i wsp., 2010]. Ekspresja tego enzymu zachodzi intensywniej w neuronach niz w
komodrkach glejowych [Takahashi i wsp., 2000]. GSK3B jest przede wszystkim kinaza
cytozolowsg, ale jej obecnos¢ stwierdzono rowniez we frakcji jgdrowej i mitochondrialnej
[Franca-Koh i wsp., 2002, Fujimuro i Hayward,2003, Meares i Jope, 2007,Songin i wsp.,
2011ab, Pajgk i wsp., 2009].

GSK3B poczgtkowo zostata zidentyfikowana, jako regulator metabolizmu glikogenu, a
obecnie wiadomo, ze enzym ten ma liczne funkcje komdrkowe takie jak regulacja licznych
czynnikdw transkrypcyjnych, ekspresji gendéw dla biatek sygnatowych, strukturalnych
biorgcych udziat w ,architekturze” komérki i w apoptozie. GSK3B odgrywa istotng role w
syntezie biatek, proliferacji i rdéznicowaniu komorek, dynamice mikrotubul, motoryce
komoérki. Kinaza ta wptywa na wymienione funkcje poprzez fosforylacje czynnikow
transkrypcyjnych, czynnikow inicjacyjnych biatek biorgcych udziat w cyklu komérkowym oraz
biatek zaangazowanych w funkcje mikrotubul i adhezje komodrek. Jest kinazg odpowiedzialng
za fosforylacje biatka tau. Podsumowujgc, GSK3B reguluje funkcje biatek cytoszkieletu,

przezycie i Smier¢ komoérek.

GSK3pB posiada dwa miejsca fosforylacji, ktore wptywaja na jej aktywnos¢ katalityczna.
Jest to seryna 9 i tyrozyna 216. Fosforylacja na tyrozynie 216 znajduje sie w domenie kinazy
w miejscu aktywacji, co prowadzi do wzrostu aktywnosci GSK3B. Mechanizm tej regulacji nie
jest dobrze poznany [Wang i wsp., 1994]. Czes¢ osrodkdéw badawczych wskazuje na wazng
role autofosforylacji w regulacji aktywnosci GSK3B [Cole i wsp., 2004] lub na fosforylacje
przez inne kinazy tyrozynowe [ Hughes i wsp., 1993, Kim i wsp., 1999, Lesort i wsp., 1999,

Wang i wsp., 2003,]. Lepiej poznany jest mechanizm hamowania aktywnosci GSK3B, w
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wyniku fosforylacji seryny 9, co zmniejsza aktywnos¢ enzymu na drodze zmian
konformacyjnych, dzieki ktorym dochodzi do odpowiedniego fatdowania i blokowania

miejsca aktywnego koniecznego do wigzania substratu.

Istniejgce dane literaturowe wskazujg na istotne znaczenie GSK3B w patogenezie i

patomechanizmie choroby Parkinsona (ChP) i choroby Alzheimera (ChA).

Obecnie szacuje sie, ze okoto 400 milionédw ludzi cierpi z powodu choréb
degeneracyjnego centralnego systemu nerwowego. Problem dotyczy gtéwnie ChA oraz
choroby Parkinsona (ChP). Podtoze i przyczyny tych chordéb nie s3 dotychczas dobrze
poznane. Do zwigzkow szczegdlnie toksycznych dla neurondw zaliczamy pestycydy, herbicydy
i chemikalia przemystowe, ktére wywotujg silny stres oksydacyjny, przez co s3 uwazane za
potencjalne czynniki ryzyka w chorobach neurodegeneracyjnych. Toksyny pochodzgce ze
srodowiska moga zwieksza¢ wrazliwos$¢ neurondéw lub powodowac ich degeneracje oraz
uszkodzenia naczyn krwionosnych, ktére towarzyszg tym chorobom [Miller i wsp., 2002].
Jedng z czesto wskazywanych substancji, pozytywnie korelujgcag z czesto$cig pojawiania sie
ChP, jest powszechnie stosowany herbicyd — parakwat (PQ) [Hertzman i wsp., 1990, Liou i
wsp., 1997]. Jego struktura chemiczna jest podobna do zwigzku MPP*/MPTP(1-methyl-4-
phenylpyridinium). PQ w sytuacji nie zaburzajgcej bariery krew-mdzg przenika do mézgu w
niewielkim stopniu przy pomocy transportera dla obojetnych aminokwaséw [Shimizu i wsp.,
2001]. Neurotoksycznos¢ centralna PQ jest z tego powodu duzo mniejsza niz MPTP czy 6-
hydroksydopaminy (6-OHDA) [Corasaniti i Nistico 1993, Shimizu i wsp., 2001, Barlow i wsp.,
2003, Ossowska wsp., 2005, Prasad i wsp., 2007]. Mechanizm toksycznosci PQ jest
indukowany przez stres oksydacyjny oraz uszkodzenie mitochondriow [Drechsel i Patel,
2008], ktére majg kluczowe znaczenie w patogenezie chordéb neurodegeneracyjnych [Lin i
Beal, 2006; Pagani i Eckert, 2011]. Uzycie PQ jako, modelu doswiadczalnego moze by¢
przydatne w badaniach nad rolg mitochondriow w mechanizmie zaréwno ChP, jak i ChA. Z
danych literaturowych wynika, ze peptydy AP wptywajg na uszkodzenia mitochondriow
[Sultana i Butterfield, 2009], natomiast Chen i wsp., 2011 wykazujg, ze uszkodzenia
mitochondriéw mogg by¢ wynikiem dziatania PQ, a dopiero w kolejnym etapie dochodzi do

wzrostu poziomu AP.

Podjete w niniejszej pracy zagadnienia miaty na celu zbadanie wptywu PQ na ekspresje i

poziom biatka GSK3B in vivo jak i in vitro. W badaniach uwzgledniono forme aktywng GSK3p
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ufosforylowang na tyrozynie 216 (GSK3BpY216) w $Srédmdzgowiu i prazkowiu szczura.
Zbadano wptyw PQ i peptydéw AP na poziom GSK3B i jej form ufosforylowanych
(GSK3BpY216 i GSK3BpS9) w komodrkach PC12 kontrolnych i transfekowanych genem dla

biatka prekursorowego amyloidu beta.

Do doswiadczen uzywano szczuréw samcow szczepu Wistar. Badano jednorazowe i
krotkoterminowe dziatanie PQ w dawce 40 mg/kg m.c. Mdzg do dalszych doswiadczen
pobierano po 3 i 24 godzinach od iniekcji PQ. Ten model badawczy postuzyt do poznania
wptywu PQ na ekspresje i poziom biatka GSK3B i jej aktywnej formy ufosforylowanej na
tyrozynie 216 (GSK3BpY216) oraz na ekspresje gendw prooksydacyjnych w srédmazgowiu i
prazkowiu szczura. Zbadano réowniez wielokrotne i dfugoterminowe dziatanie PQ w dawce 10
mg/kg m.c, w tych doswiadczeniach PQ podawany byt raz w tygodniu przez 4 i 37 tygodni.
Dawka PQ do podan zostata wybrana eksperymentalnie oraz na podstawie wynikéw
opublikowanych badan [Ossowska i wsp., 2005a,b, Ossowska i wsp., 2006, Kuter i wsp.,
2007, Shimizu i wsp., 2003]. W modelu doswiadczalnym z dfugoterminowym podaniem PQ
zbadano poziom biatka GSK3B i GSK3BpY216 w srodmdzgowiu i pragzkowiu oraz we frakcjach
podkomérkowych. Kolejne badania prowadzono na szczurzych komérkach guza
chromochtonnego rdzenia nadnerczy (pheochromocytoma, PC12). Komorki te byty stabilnie
transfekowane ludzkim genem biatka prekursorowego amyloidu B (APP) z mutacjg typu
szwedzkiego (APPsw, K670M/N671L), a w przypadku komodrek kontrolnych, samym
wektorem. Stwierdzono, ze w komdrkach APPsw poziom uwalnianych peptydow A jest 4,8-
krotnie wyzszy w poréwnaniu do komdrek kontrolnych PC12 [Chalimoniuk i wsp., 2007].
Zbadano dziatanie PQ (1mM) i peptydéw AB uwalnianych endogennie na poziom biatka
GSK3B i jej form ufosforylowanych (GSK3BpY216 i GSK3BpS9) w komdrkach PC12. W
badaniach oceniano takie wewngatrzkomdrkowy poziom wolnych rodnikow za pomocg
fluorymetrycznego testu DCF oraz wrazliwo$é komdrek na stres oksydacyjny i ich przezycie

za pomocg testu MTT.

Stwierdzono wzrost ekspresji gendéw dla iNOS i COX-2 przez PQ, a zjawiska te moga
zapoczatkowywac proces cytotoksycznosci i neurodegeneracji. W przedstawionych w tej
pracy wynikach, po 3 i 24 godzinach od podania PQ w prazkowiu i sSrédmoézgowiu dochodzi
do wzrostu poziomu mMRNA iNOS, wzrostu poziomu wolnych rodnikdw i stresu

oksydacyjnego, co w konsekwencji moze powodowa¢ obumieranie komodrek. Ponadto
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prezentowane w tej pracy wyniki wskazujg na wzrost poziomu mRNA COX-2w $Srédmodzgowiu
po 3 godzinach od podania PQ.Uzyskane przez nas dane pokazujg, ze jednorazowe podania
PQ w dawce 40 mg/kg m.c nie miato wptywu na poziom biatka ani na ekspresje GSK3B w
prazkowiu i w srddmozgowiu po 3 godzinach ani po 24 godzinach. Moze to by¢ zwigzane ze

zbyt krétkim dziataniem PQ oraz wiekiem szczuréw doswiadczalnych.

Wptyw diugoterminowego podania PQ na poziom biatka GSK3pB i jej aktywnej formy
GSK3BpY216 rdznit sie w badanych strukturach mézgu. Po pierwsze, herbicyd powodowat
znamienny spadek GSK3B w homogenatach w prazkowiu przy jednoczesnym wzroscie w
srodmozgowiu. Interesujgcym wydawato sie zagadnienie dotyczgce wystepowania obu
postaci GSK3B w rdznych kompartmentach komorki. Przeprowadzone doswiadczenia na
zgrubnych frakcjach podkomodrkowych jak: frakcja jagdrowa, mitochondrialna i cytozolowa
potwierdzity znaczacy spadek poziomu biatka GSK3B we wszystkich wymienionych frakcjach
podkomérkowych w prazkowiu. Dodatkowo badania wykazaty obnizenie poziomu
immunoreaktywnosci biatka GSK3BpY216. Natomiast obserwowano wzrost poziomu biatka
zaréwno catkowitej i aktywnej formy GSK3B w s$rddmodzgowiu réwniez we wszystkich
badanych frakcjach podkomérkowych. Jest wielce prawdopodobne, ze obnizony poziom
GSK3B w prazkowiu zwigzany jest z zaburzeniami transportu aksonalnego ze srédmdzgowia
do prazkowia. Taki proces moze by¢ rowniez odpowiedzialny za zwiekszong akumulacje
GSK3B w $rédmodzgowiu i obserwowany w naszych doswiadczeniach wzrost
immunoreaktywnosci tego biatka. Z drugiej strony, zwiekszenie poziomu biatka GSK3B w
srodmdzgowiu przez dtugotrwate podawanie PQ, moze byé przyczyng uszkodzenia
cytoszkieletu poprzez nadmierng fosforylacje biatek zwigzanych z mikrotubulami, znanymi
jako substraty GSK3B prowadzac do destabilizacji mikrotubul [Jope i Johnson, 2004]. Jednak,
bezposredniego wptywu PQ na neurony prazkowia nie mozna wykluczyé. Dodatkowo w gre
mogq wchodzi¢ zmiany wywofane procesem starzenia. W badaniach mdzgu starczego w
poréwnaniu do mozgu dojrzatego wykazaliSmy wybidrcze obnizenie poziomu GSK3B i jej

formy aktywnej w prazkowiu w poréwnaniu do mézgu dojrzatego.

Prezentowane w obecnej pracy badania potwierdzity toksyczne dziatanie PQ na
komodrkach dopaminergicznych PC12. Stwierdzono, ze po 24 godzinach inkubacji w
obecnosci 1ImM PQ przezywato okoto 50% komodrek. W naszych badaniach stwierdzilismy

znaczne obnizenie poziomu immunoreaktywnosci catkowitej, GSK3B jak i formy
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ufosforylowanej GSK3BpY216 w komdrkach PC12. Spadek aktywnej formy enzymu moze byé
odpowiedzig obronng na zmiany zachodzgce w komodrce po toksycznym dziataniu PQ.
Rownoczesnie zwigzek ten nie wptywat na poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3ppS9.
Wyniki mogg wskazywacé, ze obnizona przezywalnos¢ komérek w wyniku dziatania PQ moze

by¢ spowodowana wzrostem proceséow wolnorodnikowych.

Kolejne dane doswiadczalne wskazujg, ze wzrost uwalnianych endogennie peptydéw AB
powoduje zwiekszong aktywnos¢ GSK3BpS9 w komérkachAPPsw, natomiast peptydy AB nie
wptywajg na poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3B i GSK3BpY216. Aby podkresli¢
zaleznos$¢ pomiedzy wzrostem poziomu AB a wzrostem aktywnosci GSK3B zbadano poziom
immunoreaktywnosci biatka tau na Ser396, ktére obecnie wiadomo, Ze jest fosforylowane
przez GSK3B. Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem aktywnosci GSK3B dochodzi do wzrostu
poziomu ufosforylowanego biatka tau w komédrkach APPsw. Zjawiska te mogg powodowaé
zaburzenie funkcji cytoszkieletu komérek APPsw w pordwnaniu do komarek kontrolnych

PC12.
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