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Streszczenie

Choroba  Alzheimera  (AD), jedno z  najczestszych  schorzen
neurodegeneracyjnych, charakteryzuje sie ubytkiem komodrek nerwowych i
zakonczen synaptycznych w korze moézgu, prowadzgcym m. in. do zaburzen pamieci
i innych funkcji poznawczych. W obrazie neuropatologicznym AD dominuje
odktadanie sie w strukturach istoty szarej mézgu oraz w naczyniach mézgowia i opon
mozgowych nierozpuszczalnych, fibrylarnych ztogéw biatka amyloidowego (AB) w
postaci ptytek starczych, w ktérych sktad wchodzi réwniez pula AR nie tworzgcego
widkien, a takze wystepowanie wewnatrz neurondéw splotéw neurofibrylarnych,
powstatych na skutek nadmiernej fosforylacji biatka tau. Etiologia najczestszej,
sporadycznej formy AD wigzana jest z nagromadzaniem sie AB w mdzgu,
zachodzgcym w wyniku zaburzenia réwnowagi pomiedzy produkcjg a procesami
transportu tego peptydu z mozgu i jego degradacji. Chociaz gtéwng role w
patogenezie AD przypisuje sie powszechnie AR, jednak mechanizmy jego
neurotoksycznosci nie sg jasne. Obok powszechnie uznanej konwencjonalnej
hipotezy zaktadajgcej toksyczne dziatanie zewnagtrzkomorkowych, fibrylarnych form
AB, nowe wyniki wskazujg na fakt, iz neurotoksyczne dziatanie AB wynika takze z
odktadania sie oligomerow tego peptydu w wysokich stezeniach na powierzchni i
wewnagtrz neuronéw. W efekcie dochodzi do postepujgcej degeneracji synaps, ktora
ma miejsce na dlugo przed pojawieniem sie pozakomorkowych —ztogow
amyloidowych. Wiadomo, ze apo E tworzy kompleksy z AR przyczyniajgc sie do
zwiekszonego wychwytu i nagromadzania sie AR w neuronach, a tym samym
nasilenia jego toksycznosci. Mozna wiec zatozyc¢, iz zwigzki zapobiegajgce interakciji
pomiedzy AB i apo E mogtyby hamowaé neurotoksycznos¢ AR, dajgc podstawe dla
nowej strategii terapeutycznej w AD. Za jeden z mechanizmoéw odpowiedzialnych za
cytotoksyczne dziatanie oligomerow AP uznaje sie wigzanie peptydow w obrebie
synaps glutaminianergicznych i ztozone interakcje z receptorami NMDA. Pobudzenie
receptorow NMDA prowadzgce do znacznego wzrostu naptywu wapnia do neuronow,
czyli mechanizm zblizony do toksycznosci pobudzeniowej (ekscytotoksycznosci),
mogacy w konsekwencji doprowadzi¢ do $mierci neurondw wydaje sie by¢ mniej
istotng konsekwencjg toksycznosci AB. Natomiast sg poglady, ze niespecyficzna
aktywacja receptoréw NMDA wywotana przez AB zaburza funkcje tych receptordw,

co moze by¢ jedng z przyczyn deficytbw poznawczych. Tak uzasadniano



zastosowanie antagonisty receptora NMDA — memantyny w leczeniu objawowym
Srednio zaawansowanego i zaawansowanego stadium AD. Ta kwestia jest jednak
bardziej ztozona, poniewaz jak wykazaty ostatnie badania, patologiczny wptyw AR na
synapsy glutaminianergiczne obejmuje spadek ekspresji biatek synaptycznych, w tym
podjednostek receptora NMDA, co pogtebia zaburzenia pamieci, a te efekty sg
hamowane przez antagonistéw receptorow NMDA. Z uwagi na postulowany przez
licznych autorow kluczowy udziat stresu oksydacyjnego w mechanizmie zaburzen
obserwowanych w AD sugeruje sie, iz efektywnos¢ terapii antagonistami receptoréow
NMDA moze by¢é zwiekszona przez jej skojarzenie z  dziataniami
przeciwrodnikowymi. To nasuwa celowos¢ zbadania dziatania ochronnego przed
toksycznoscig AR zwigzku, ktéry tgczytby cechy antagonisty receptorow NMDA oraz
substancji o wlasciwosciach przeciwrodnikowych.

Celem niniejszej rozprawy byto okreslenie mozliwosci modulowania wywotanej
przez AR patologii synaps glutaminianergicznych z wykorzystaniem peptydu AB12-
28P, zwigzku hamujgcego wigzanie AB i apo E, oraz 1MeTIQ, przypuszczalnego
antagonisty receptorow NMDA o sugerowanych wtasciwosciach przeciwrodnikowych.

Dla realizacji tego zagadnienia zostaty wyznaczone nastepujgce cele czgstkowe:

a. Okreslenie wptywu mysiej apo E na wychwyt oraz nagromadzanie sie
syntetycznego AB w neuronach i zbadanie, czy antagonista wigzania Af/apo
E, AB12-28P, moze hamowac ten proces.

b. Sprawdzenie wptywu wewnatrzkomérkowego odkladania sie AR na zmiane
ekspresji biatek postsynaptycznych oraz zbadanie dziatania AB12-28P na
indukowang A, postepujgcag utrate markeréw synaps glutaminianergicznych.

c. Weryfikacja powinowactwa 1MeTIQ do wybranych kluczowych miejsc
wigzania dla ligandow w kompleksie receptora NMDA, oraz okreslenie wptywu
1MeTIQ na aktywno$¢ tego receptora.

d. Potwierdzenie witasciwosci antagonistycznych 1MeTIQ wobec receptorow
NMDA poprzez zbadanie jego zdolnosci do zapobiegania ekscytotoksycznosci
in vitro i in vivo.

e. Wykazanie w warunkach dos$wiadczenia biologicznego in vitro dziatania
przeciwrodnikowego 1MeTIQ.

f. Zbadanie, czy 1MeTIQ moze przeciwdziata¢ wywotanym przez A zmianom w
poziomie wybranych biatek bedacych markerami synaps

glutaminianergicznych w neuronach.



Poniewaz rozprawa dotyczyta komoérkowych i molekularnych mechanizméw
badanych efektow, oraz ze wzgledow etycznych, przewazajgca czes$c¢
eksperymentow byta przeprowadzona na modelach komdrkowych. Wykorzystatam w
nich hodowle pierwotne neuronéw piramidowych hipokampa, wspét-hodowle
neuronalno-astrocytarne oraz hodowle neuronéw ziarnistych mézdzku. W badaniach
pobierania AR stosowatem m. inn. metody immunodetekcji Western blot oraz Dot
blot, ktorych dopetnieniem byto zobrazowanie komorkowej lokalizacji AR technikg
mikroskopii  fluorescencyjnej oraz konfokalnej. Ponadto wzoér ekspres;i
powierzchniowych markerow synaps glutaminianergicznych badatam metodami
immunocytochemicznymi. Dziatanie antagonistyczne 1MeTIQ na receptory NMDA
oceniatam badajgc wypieranie znakowanych ligandow tych receptorow z bton, i w
oparciu o jego wplyw na pobieranie “°Ca i poziom wapnia wewnatrzkomérkowego
mierzony metodg fluorescencyjng. Znacznik fluorescencyjny zostat takze
wykorzystany dla oceny stresu oksydacyjnego. Ponadto badatam neuroprotekcyjny
wptyw 1MeTIQ w modelu ostrej ekscytotoksycznos$ci glutaminianu stosujgc hodowle
neuronow ziarnistych, a takze in vivo z wykorzystaniem zwierzecych modeli asfiksji
okotoporodowej i globalnej ischemii mézgu.

W poczatkowej fazie badan oceniatam wptyw apo E na wychwyt i odkfadanie sie
AB w neuronach, nastepnie zbadatam mozliwosci zapobiegania tym patologicznym
procesom poprzez zastosowanie AR12-28P, peptydu hamujgcego tworzenie
kompleksow AB/apo E. Uzyskane przeze mnie obserwacje, wskazujgce na zdolnos¢
neurondw hipokampa do wychwytu zaréwno AB40 jak i AB42, pozostajg w zgodzie z
danymi literaturowymi. Wykazatam, ze cho¢ obecno$¢ apo E nie jest czynnikiem
decydujgcym o pobieraniu AB przez neurony, wychwyt jest w znacznym stopniu
usprawniony w obecnosci tej czasteczki. Ponadto, moje wyniki pokazujg, iz
zwiekszone w obecnosci apo E pobieranie AB przez neurony stwarza warunki
sprzyjajgce wewnagtrzkomérkowej agregacji AB w formy oligomeryczne. Nowg
obserwacjg byto wykazanie mozliwosci zapobiegania nagromadzaniu sie AR w
neuronach oraz jego oligomeryzacji poprzez ostabienie wychwytu AR z przestrzeni
zewngtrzkomorkowej w wyniku selektywnego zahamowania wigzania AB/apo E przez
AB12-28P. Sg opinie, ze odktadanie sie AB w neuronach w postaci form
oligomerycznych, bedace pierwotng przyczyng toksycznosci AB, moze zachodzi¢ w
wyniku uposledzenia metabolizmu AB w komadrkach. Moje wyniki potwierdzity, iz na
skutek ostabionej degradacji AR w neuronach ze wspot-hodowli neuronalno-



astrocytarnej, dochodzi do =zalegania tego peptydu w strukturach $ciezki
endosomalno/lizosomalnej, co swiadczy o utracie fizjologicznej roli apo E w usuwaniu
AB z komorek. Istnieje przekonanie, iz we wczesnym stadium AD jednym z
pierwszych skutkéw patologicznego odkiadania sie AB neuronach oraz jego
wewnatrzkomorkowej oligomeryzjacji jest obnizenie poziomu ekspresji biatek
synaptycznych oraz degeneracja synaps. W kolejnym etapie pracy zbadatam wiec
wywotane przez AB zmiany patologiczne w synapsach glutaminianergicznych, oraz
wptyw ne nie AB12-28P. Z moich obserwacji wynika, iz odktadanie sie AR w
neuronach powoduje istotny spadek ekspresji markeréw synaptycznych, t;.
NR1/NMDA, PSD-95 oraz synaptofizyny. W obecnos$ci apo E dochodzi do nasilenia
utraty biatek synaptycznych, czemu towarzyszy nagromadzanie AR wewnatrz
komorek. Po  zastosowaniu AB12-28P  zaobserwowatam  zmniejszenie
wewngtrzkomaorkowej puli AB, oraz przywrocenie ekspresji markerow synaptycznych.
Mozna wiec wnioskowac, iz AB12-28P efektywnie hamuje indukowang przez A
patologie synaps glutaminianergicznych. Poniewaz powszechnie uznanym
przejawem toksycznosci AR jest hiperfosforylacja biatka tau, za celowe uznatam
sprawdzenie czy patologicznemu nagromadzaniu sie AB40 w neuronach hipokampa
towarzyszg zmiany w stopniu ufosforylowania tau. Wyniki tych badan pokazaty, ze
odktadanie sie AB w neuronach oraz jego wewnagtrzkomdérkowa oligomeryzacja nie
wptywajg na stan ufosforylowania biatka tau. Wyjasnienie tej sprzecznosci wymaga
dalszych badan.

W nastepnej czesci badah testowatam wiasciwosci farmakologiczne i
neuroprotekcyjne  1MeTIQ, substancji o wymagajacych potwierdzenia i
scharakteryzowania cechach antagonisty receptora NMDA niezaleznie obnizajgcego
produkcje wolnych rodnikéw tlenowych. Wykazatam po raz pierwszy, iz 1MeTIQ
hamuje wigzanie znakowanej D-seryny do bton synaptycznych. Ten wynik, tgcznie z
potwierdzonym hamowaniem przez 1MeTIQ wigzania znakowanego MK-801,
wskazuje na blokowanie miejsca glicynowego, receptora NMDA, co obniza
aktywacje kanatu jonowego tego receptora. Badania z uzyciem pierwotnych hodowli
neuronow ziarnistych moézdzku potwierdzity, ze 1MeTIQ obniza wywotany przez
glutaminian (Glu) i NMDA naptyw wapnia do neuronow, jak réwniez wzrost
wewngtrzkomorkowego stezenia tych jondw, co jest odbiciem hamowania aktywnosci
receptorow NMDA. Zaobserwowatam takze inne wtasciwosci 1MeTIQ typowe dla
antagonisty receptora NMDA, polegajgce na bezposrednim hamowaniu
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neurotoksycznosci wywotanej przez Glu, a takze po raz pierwszy wykazatam
zdolnos¢ tej substancji do indukcji tolerancji neuronéw na ekscytotoksycznosc.
Uzyskane wyniki swiadczg o niskim powinowactwie 1MeTIQ do receptora NMDA,
poniewaz obserwowane in vitro efekty poréwnywalne do dziatania uznanego
antagonisty receptora NMDA, 0,5 yM MK-801 uzyskatam przy zastosowaniu 0,5 mM
1MeTIQ. Do cech typowych dla antagonisty receptora NMDA, ktore obserwowatam w
przypadku 1MeTIQ, nalezy neuroprotekcja w wybranych modelach zwierzecych
niedokrwienia moézgu. Opisane poprzednio w warunkach eksperymentu chemicznego
dziatanie  przeciwrodnikowe 1MeTIQ znalazto potwierdzenie w  moich
doswiadczeniach in vitro na hodowlach pierwotnych neuronéw hipokampa, przy czym
wykazatam Zze jest to wlasciwosS¢ niezalezna od hamownia aktywnosci receptora
NMDA. Scharakteryzowanie 1MeTIQ jako antagonisty receptora NMDA jednoczesnie
dziatajgcego przeciwrodnikowo umozliwito realizacje jednego z gtéwnych celow tej
rozprawy, to jest zbadanie mozliwosci ochrony przez 1MeTIQ synaps
glutaminianergicznych przed toksycznym dziataniem Af. Badanie to wykazato, ze 0,5
mM 1MeTIQ, podobnie jak 0,5 uM MK-801, hamuje w hodowlach pierwotnych
neurondw hipokampa myszy wywoltane przez AP obnizenie ekspresji
powierzchniowych markerow synaps glutaminianergicznych, w tym biatka
podjednostki NR1 receptora NMDA.

Uzyskane wyniki pozwalajg na wysuniecie nastepujgcych wnioskow:

= ApoE odgrywa kluczowg role w wychwycie oraz patologicznym
nagromadzaniu sie AB w komodrkach, czego potwierdzeniem jest hamowanie
tego procesu przez antagoniste wigzania AB/apo E, AB12-28P.

» Odkfadanie sie AB w strukturach $ciezki endosomalno-lizosomalnej powoduje
stopniowg agregacje peptydu w formy oligomeryczne o silnym dziataniu
cytotoksycznym. Tworzenie oligomerow AB, wyraznie uposledzajgcych jego
wewngtrzkomorkowg degradacje, prowadzi do rozlegtej utraty markerow
synaps glutaminianergicznych na powierzchni komorek.

= ABR12-28P efektywnie hamuje proces oligomeryzacji AR w neuronach oraz
przywraca ekspresje biatek synaptycznych, co swiadczy o jego dziataniu
ochronnym w indukowanej przez AB degeneracji synaps
glutaminianergicznych.

= 1MeTIQ blokuje miejsce wigzgce glicyne w kompleksie receptora NMDA i

hamuje indukcje sygnatu wapniowego w tym receptorze, ma wiec wlasciwosci
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antagonisty receptora NMDA. Dalszym potwierdzeniem tych wiasciwosci
1MeTlIQ jest jego  potencjat  neuroprotekcyjny ~w  warunkach
ekscytotoksycznosci in vitro i w zwierzecych modelach niedokrwienia moézgu.
= Niezaleznie od hamowania aktywnosci receptorow NMDA, 1MeTIQ wykazuje
w warunkach doswiadczenia biologicznego dziatanie przeciwrodnikowe.
= 1MeTIQ, podobnie jak uznany antagonista receptorow NMDA - MK-801, znosi
cytotoksyczne dziatanie AP, przejawiajgce sie obnizeniem ekspresji biatek
synaptycznych, co wskazuje na mozliwos¢ zastosowania antagonistow
receptora NMDA w hamowaniu obserwowanych w AD, wywotanych przez AB
zmian patologicznych w synapsach glutaminianergicznych.
Wyniki tej pracy wykazaty wiec hamowanie toksycznego dziatania AB na
synapsy glutaminianergiczne przy wykorzystaniu AR12-28P, peptydu blokujgcego
wigzanie AB z apo E, oraz 1MeTIQ, antagonisty receptorow NMDA.
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1. Wstep

1.1. Choroba Alzheimera (AD)

Choroba Alzheimera (AD) zostata opisana po raz pierwszy w roku 1907 przez
wybitnego niemieckiego psychiatre i neurologa, Aloisa Alzheimer'a, ktory postugujgc
sie technikg impregnacji srebrowej stwierdzit u 51-letniej pacjentki obecnosc ptytek
starczych oraz splotéw neurofibrylarnych w tkance mézgu. Przypadek Augusty D.
stat sie pierwszym udokumentowanym neuropatologicznie opisem tej choroby
(Alzheimer 1907).

Klinicznie, AD objawia sie demencjg, ktorej nasilenie pogtebia sie wraz z
postepem choroby. W obrazie neuropatologicznym obserwuje sie charakterystyczne
dla AD odkfadanie sie nierozpuszczalnych, fibrylarnych ztogdéw biatka amyloidowego
(AB) w postaci ptytek starczych w strukturach istoty szarej mézgu oraz w naczyniach
mozgu, a takze obecnos¢ splotéw neurofibrylarnych wewngtrz neuronoéw, powstatych
na skutek nadmiernej fosforylacji biatka tau (Ingelsson i wsp. 2004). AD towarzyszy
rozlegta degeneracja komoérek nerwowych oraz zakonczen synaptycznych w korze
mozgu z jednoczesnym wzrostem aktywnosci tkanki glejowej, postepujgcag atrofig
mozgu oraz pojawieniem sie ostrych stanéw zapalnych.

AD nalezy do grupy chorob neurodegeneracyjnych najczesciej wystepujgcych
wsréd wszystkich schorzen otepiennych. Przewaznie dotyka osoby po 65. roku zycia.
Szacuje sie, iz na AD cierpi na Swiecie ok. 35 min oséb. Na podstawie obserwacji
dziedziczno$ci zachorowan w niektorych rodzinach, przyjeto sie wyrdéznia¢ dwie
postaci tej choroby: p6zng, sporadyczng oraz wczesng, rodzinng, ktéra stanowi 5-
10% przypadkéw (Selkoe 2004). Za przyczyne wystepowania sporadycznej postaci
AD uznaje sie nagromadzanie sie AR w modzgu spowodowane zaburzeniem
rbwnowagi pomiedzy produkcja AB a jego usuwaniem z modzgu i degradacjg
(Mawuenyega i wsp. 2010, Castellano i wsp. 2011). Z kolei za wystepowanie postaci
rodzinnej odpowiedzialne sg czynniki genetyczne, takie jak mutacje w genach biatka
prekursorowego amyloidu B (BAPP), preseniliny 1 (PS1), preseniliny 2 (PS2).
Zaobserwowano, iz mutacjom w czgsteczce PS1 badz PBAPP towarzyszy
wczesniejsze pojawienie sie objawow klinicznych AD oraz ciezkie uszkodzenia
mozgu (Martin i wsp. 1995, Gouras i wsp. 2005). Badania histopatologiczne

wskazujg rowniez na Scistg korelacje pomiedzy dziedziczeniem allelu dla apo E4 a
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wzrostem ilosci ptytek amyloidowych w moézgu oraz odktadaniem sie AR w

naczyniach (Schmechel i wsp. 1993).

1.2. Hipoteza neurotoksycznosci A

Powszechnie uznang hipotezg patogenezy AD jest tzw. ‘hipoteza
amyloidowa’, zaproponowana po raz pierwszy przez Hardy i Higgins w 1992 roku,
ktéra zaktada, ze odktadanie sie nieprawidtowych, widkienkowych agregatow AR w
postaci ptytek starczych w moézgu poprzedza i prowadzi do hiperfosforylacji i
agregacji biatka tau oraz degeneracji synaps (Hardy and Higgins 1992). Jej
rozwinieciem jest “hipoteza degeneracji cytoszkieletu” mowigca, iz zmiany
cytoszkieletu neuronéw zachodzgce w nastepstwie wewnagtrzneuronalnego
odktadania sie peptydéw AR, prowadzg do indukcji zdarzen neuropatologicznych jak
zaburzenia transportu aksonalnego oraz degeneracja aksondéw, zmiany w
przekaznictwie sygnatu, a w konsekwencji smier¢ komoérek nerwowych (D Andrea i
wsp. 2002).

Termin amyloid odnosi sie do réznorodnej grupy pozakomérkowych ziogow
biatkowych, ktore towarzyszg wielu schorzeniom. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz
gromadzenie sie biatka amyloidowego ma miejsce takze w procesie starzenia
fizjologicznego. Odktadanie sie amyloidu rozpoczyna sie w wieku 40 lat, nastepnie
obserwuje sie zalezne od wieku zwiekszenie produkcji i agregacji tego biatka z
wyraznym plateau w wieku ok. 70 lat. Pierwszg formg pojawiajgcg sie w tkance
mozgu jest AB42, po czym nastepuje nasilona produkcja formy dominujgcej ABR40,
stanowigcej ok. 90% catej puli biatek amyloidu (Morishima-Kawashima i wsp. 2002,
Querfurth i LaFerla 2010). U osob chorych na AD silnie zaznaczona jest dysproporcja
w kierunku produkcji obu form AB w stosunku 1:1 (Plant i wsp. 2003). Na podstawie
badan biochemicznych nad sktadem peptydéw w naczyniach oraz ptytkach starczych
w mozgu osob dotknietych AD stwierdzono, ze w odrdznieniu od ptyndw ustrojowych,
gdzie przewaza forma AB40, srdédtkankowe ztogi amyloidowe sg tworzone w gtownej
mierze przez nierozpuszczalne, wysoce odporne na dziatanie proteaz peptydy ApR42
(Yamaguchi 1995).

Patogeneza AD przez dlugi czas wigzana byta z obecnoscig
pozakomorkowych agregatow amyloidowych, z ktérych uwalniane peptydy AR miaty
prowadzi¢ do uszkodzen neurondw, przyczyniajac sie tym samym do postepu
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choroby. Jednakze w pdzniejszych latach pojawity sie doniesienia swiadczgce o tym,
iz ptytki starcze, ktore poczatkowo byly uznawane za gtéwng przyczyne patogenezy
AD, mogg by¢ umiejscowione w znacznej odlegtosci od obszarow mdzgu objetych
degeneracjg synaps i neuronéw, a utrata funkcji poznawczych bardziej wigze sie ze
zwyrodnieniem zakonczen synaptycznych niz z innymi zjawiskami typowymi dla AD
jak agregacja AB w formy fibrylarne (Mucke i wsp. 2000). Stad wysnuto hipoteze, iz
kluczowg role w generacji zjawisk neuropatologicznych, ktdre majg miejsce na
wczesnym etapie choroby jeszcze przed pojawieniem sie ptytek starczych w mézgu,
moze petni¢ nagromadzanie sie AR wewngtrz komorek (Takahashi 2002, Holtzman
2008). W pozniejszym czasie zatozenie to zostato potwierdzone obserwacjami
uzyskanymi w badaniach in vitro (Martin i wsp. 1995) i in vivo (Wirths i wsp. 2001),
jak réwniez u pacjentéw cierpigcych na sporadyczng posta¢é AD (Gouras i wsp.
2000). Rozpoczeto okres intensywnych badan nad okresleniem roli AP

odktadajgcego sie w przedziatach wewngtrzkomdrkowych w patogenezie AD.
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Schemat 1. Hipoteza amyloidowa choroby Alzheimera (zmodyfikowano na podstawie
Hardy i Selkoe (2002).
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1.3. Powstawanie AB oraz jego rola w chorobach neurodegeneracyjnych

Gtéwnym zrédtem AB w komorce jest proteolityczna degradacja biatka
prekursorowego amyloidu 3 (ABPP, ang. B amyloid prekursor protein), glikoproteiny
transbtonowej, kodowanej przez gen zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu
21. Peptydy AB (39-43 aa) powstajg w wyniku aktywnosci proteolitycznej enzyméw
okreslanych mianem a, B oraz y-sekretaz. Mozemy mowi¢ o dwoch typach szlakéw
metabolicznych warunkujgcych powstawanie produktéw rozpadu BAPP, to jest o tzw.
nieamyloidogennej oraz  amyloidogennej obrobce  BAPP. W  szlaku
nieamyloidogennym, okreslanym réwniez sekrecyjnym, ulega przemianom ok. 90-95
% PAPP. Biatko to degradowane jest przez grupe enzymow wykazujgcych
wiasciwosci metaloproteaz - a-sekretazy. Kohcowym produktem proteolitycznej
obrobki BAPP z udziatem a- oraz y-sekretaz jest krotki peptyd p3 (AB17-40 i AB17-
42) (Evin i wsp. 2002), ktory wydaje sie wykazywacC zdolno$¢ agregowania w
struktury amyloidopodobne. Pomimo, iz pewne dane literaturowe wskazujg na udziat
p3 w tworzeniu ztogdbw amyloidowych (Streltsov i wsp. 2011), istniejg réwniez
doniesienia sugerujgce neuroprotekcyjne dziatanie fragmentu p3 w mozgu (Han i
wsp. 2011).

W wyniku amyloidogennych przemian BAPP, w ktérych uczestniczy druga
grupa enzymow zwanych [(-sekretazami, powstaje kilka izoform AR, wsréd ktérych
wyréznia sie najczesciej wystepujgcg forme APR40 (LaFerla i.wsp. 2007) oraz
stanowigcy zasadniczo niewielkg pule ABR42 (Gandy i wsp. 1994). Aktywnosc¢
proteolityczna B-sekretaz zostata oznaczona w obrebie struktur tworzgcych Sciezke
endosomalno/lizosomalng tj. p6znych endosomow i lizosoméw (Koo i Squazzo 1994,
Wild-Bode i wsp. 1997), skad za posrednictwem systemu pecherzykéw
wydzielniczych, peptydy AB mogg byc¢ transportowane i uwalniane na zewnatrz
neuronow, zasilajgc tym samym pule AB w przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Cirrito i
wsp. 2008).

Zgodnie z najnowszymi danymi literaturowymi, zaburzenie homeostazy AR w
mozgu stanowi gtéwny czynnik zapoczatkowujgcy procesy neurodegeneracyjne
zachodzgce w AD. Rozpuszczalne formy AR sg obecne we wszystkich ptynach
fizjologicznych obejmujgcych ptyn mézgowo-rdzeniowy, osocze oraz mocz (Ghiso i
wsp. 1993, 1997). Zjawisko agregacji AR oraz tworzenia wtokien fibrylarnych

zachodzi natomiast jedynie w tkance mozgu oraz w $cianach naczyn moézgowych.
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Istniejg liczne doniesienia pochodzace z badan in vitro i in vivo Swiadczace o tym, iz
peptydy AB, ktérych stopniowa agregacja w nierozpuszczalne witdkna prowadzi do
tworzenia ptytek starczych, wykazujg silne lokalne dziatanie neurotoksyczne (Meyer-
Luehmann i wsp. 2008) oraz zaburzajg metabolizm AR powodujgc zwiekszenie jego
czasu pottrwania w moézgu (Cirrito et al., 2003). Formami wykazujgcymi réownie
wysokg cytotoksycznosC sg wystepujgce w przestrzeni zewngtrzkomorkowej
oligomery AB, a przejawem tej toksycznosci jest postepujgca utrata funkcji
poznawczych odnotowana w AD (Pierrot i wsp. 2004, Isaacs i wsp. 2006). Za
odrebne zjawisko towarzyszgce temu schorzeniu nalezy uznac¢ odktadanie sie AR
wewngtrz neurondw oraz jego oligomeryzacja, ktorym rowniez przypisuje sie
dziatanie neurotoksyczne o niejasnym jak dotgd mechanizmie.

Przyjmuje sie, iz za mechanizm neurotoksycznosci oligomeréw w przestrzeni
zewnatrzkomérkowej odpowiada wigzanie sie peptydédw w obrebie synaps
glutaminianergicznych, ktére poprzez oddziatywanie z receptorami NMDA aktywujg
naptyw jonéw wapnia przez kanaty NMDA do neurondéw, indukujgc tym samym
sekwencje zdarzeh prowadzacych do smierci komérek (Alberdi i wsp. 2010).
Neurotoksycznos¢ patologicznych form AR jest wiec Scisle zwigzana z zaktdcaniem
wewngtrzkomorkowej homeostazy wapniowej i transdukcji sygnatu z udziatem tych
jonow. Wynika to m.in. z faktu, iz w AD peptydy AB wystepujg w przestrzeni
pozakomorkowej w podwyzszonym stezeniu, co prowadzi do zaburzenia uwalniania
neuroprzekaznikow z zakonczen presynaptycznych oraz zakidécenia neurotransmisiji
w czesci postsynaptycznej zakonczeh nerwowych, a takze potegowania
cytotoksycznego dziatania aminokwaséw pobudzajgcych na komorki nerwowe.
Skutkiem tego jest generacja patologicznego sygnatu wapniowego. Stad tez na
wczesnym etapie choroby obserwuje sie ostabienie transmisji i plastycznosci
synaptycznej. Toksyczne dziatanie peptydow AR prowadzi takze do zmian w
mechanizmach transdukcji sygnatu komorkowego, wynikiem czego jest indukcja
wielu zdarzen patologicznych. Nalezg do nich zmiany przepuszczalnosci btony
komdrkowej, zaktocenie procesu endocytozy, zaburzenie homeostazy jonowej w
neuronach, zaktécenie proceséw fosforylacji/defosforylacji prowadzgce m.in. do
hiperfosforylacji biatka tau, spowolnienie transportu aksonalnego, dysfunkcja
mitochondriéw oraz uszkodzenia oksydacyjne (Hansley i wsp. 1994, Alvarez i wsp.
2002).
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Istotnym zjawiskiem obserwowanym w AD, poza obecnoscig srodtkankowych i
naczyniowych ztogdbw AB oraz uszkodzeniami potgczen synaptycznych, jest
wystepowanie zwyrodnienia neurofibrylarnego. Choroby neurodegeneracyjne, ktérym
towarzyszy tworzenie parzystych, spiralnie skreconych wtékienek (PHFs) tworzgcych
sploty neurofibrylarne (NFTs), okreslane sg wspolnym pojeciem tauopatii. Gtéwnym
sktadnikiem tych wewnatrzneuronalnych struktur jest wysoko ufosforylowane biatko
tau. Tau (ok. 55 kDa) nalezy do grupy biatek towarzyszgcych mikrotubulom (MAP).
Jest asymetrycznym i stabilnym w wysokich temperaturach biatkiem wytwarzanym
przede wszystkim w mdzgu. Produktem ekspresji genu na chromosomie 17q jest 6
izoform tego biatka o r6éznej dtugosci tancucha, 352-441 aminokwasow (Adamec i
wsp. 1997). C-koncowa domena obejmuje wspdlng dla wszystkich izoform sekwencje
Pro-Gly-Gly, ktéra stanowi miejsce wigzania do tubuliny (Morishima-Kawashima i
wsp. 2002) Gtéwna rola fizjologiczna biatka tau polega na stabilizacji struktury i
orientacji mikrotubul w neuronach, astrocytach oraz oligodendrocytach. Biatko tau
odpowiada m.in. za prawidtowy transport aksonalny (Alvarez i wsp. 2002). O
wiasciwosciach biatka tau oraz petnionych przez niego funkcjach decyduje liczna
grupa kinaz biatkowych (CaMKIl, PKA, PKC, Cdk5, GSK3B) (Liu i wsp. 2004) i
fosfataz biatkowych (PP1, PP2A, PP2B, PP2C) (Saito i wsp. 1995, Gong i wsp.
2000), regulujgcych stopien ufosforylowania tau, prowadzgc tym samym do zmian
jego konformaciji, a w dalszej kolejnosci zmian wiasciwosci tego biatka (Gong i wsp.
1993). Zaobserwowano, iz ta sama grupa kinaz i fosfataz biatkowych odpowiada za
stan ufosforylowania biatka tau w warunkach fizjologicznych i patologicznych, a
obserwowana w AD hiperfosforylacja biatka tau, w nastepstwie ktorej dochodzi do
destabilizacji cytoszkieletu mikrotubularnego oraz spowolnienia transportu
aksonalnego, wigze sie scisle z zaburzeniem rownowagi pomiedzy aktywnoscig tych
dwoceh grup enzymow (Merrick i@ wsp. 1996, Alvarez i wsp. 2002). Istnieje wiele prac
opisujgcych interakcje tau z biatkiem amyloidowym, ktore nasila procesy fosforylaciji
biatka tau i zwigzanej z tym patologii chorob neurodegeneracyjnych (Busciglio i wsp.
1995, Morishima-Kawashima i wsp. 2002). Obecnie uwaza sie jednak, iz AD jest
schorzeniem zwigzanym przede wszystkim z postepujgcg degeneracjg synaps, ktéra
ma miejsce juz na wczesnym etapie choroby i poprzedza pojawienie sie ptytek

starczych (Ingelsson i wsp. 2004, Stokin i wsp. 2005).
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1.4. Pochodzenie AB w komoérce nerwowej

Odkad za jeden z wczesnych czynnikédw odpowiedzialnych za zdarzenia
patologiczne towarzyszgce AD, jak wczesna dysfunkcja synaptyczna i obnizenie
funkcji poznawczych, przyjeto sie uwazac¢ odktadanie sie AR w neuronach, obecnie
gtéwny nurt badan poswiecony jest poznaniu mechanizmoéw odpowiedzialnych za
nagromadzanie sie¢ AB w komdrkach, co mogtoby przyczyni¢ sie do opracowania
skutecznej terapii AD. Stezenie wewngtrzkomorkowego AB mogtoby wzrastac w
wyniku dziatania dwéch gtéwnych mechanizmoéw: poprzez nasilenie produkcji AR na
skutek proteolitycznej degradacji BAPP lub tez w wyniku pobierania peptydow AR
przez neurony z przestrzeni zewngtrzkomoérkowej. Obecne doniesienia Swiadczg o
tym, iz pula wewnatrzkomérkowego AR jest zasilana przede wszystkim na skutek
zwiekszonego wychwytu peptydoéw z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej jak réwniez
ostabienia mechanizmow odpowiedzialnych za jego degradacje w komdérkach, w
mniejszym stopniu zas przyczynia sie do tego wzrost produkcji form AR o dziataniu
cytotoksycznym (LaFerla i wsp. 2007, Bayer i wsp. 2010). Pobieranie AR przez
neurony moze zachodzi¢ z udziatem roznych grup receptoréw takich jak receptory
RAGE (ang. Receptors for Advanced Glycation End product), SRs (ang. Scavenger
Receptors), LDL (ang. Low-Density Lipoprotein) (Saavedra i wsp. 2007), receptory
sprzezone z biatkami G (Yazawa i wsp. 2001), receptory NMDA (Bi i wsp. 2002) lub
receptory nikotynowe (Nagele i wsp. 2002). Wydaje sie, iz oddziatywanie peptydow
AB z poszczegdlnymi klasami receptoréw Scisle zalezy od typodw komorek, stezenia
i/lub izoformy AB. Wychwyt AB przez neurony wymaga wczes$niejszej interakcji oraz
zwigzania sie egzogennych peptydow AB z btong komodrkowg. Jedna z hipotez
zakfada, iz gtbwnym miejscem gromadzenia sie AB na powierzchni komorki sg tratwy
lipidowe oraz kompleksy synaps, w ktorych obrebie obficie wystepujg receptory
NMDA (Besshoh i wsp. 2005). Stad tez receptory NMDA sg uznawane za jedng z
gtéwnych grup receptoréw zaangazowanych w aktywny transport AR do neuronéw
oraz procesy patologiczne wywotane wewnatrzkomérkowym odktadaniem sie
peptydow AB (Bi i wsp. 2002).

Jak pokazujg prace prezentowane przez grupe Takahashi i wsp. (2002) oraz
Shie i wsp. (2003), strukturami zaangazowanymi zarowno w metabolizm AB jak i
wychwyt oraz transport peptydow AR w komorce sg organelle systemu
endosomalno/lizosomalnego, a panujgce w nich niskie pH sprzyja procesowi
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agregacji AB. Stad, endosomy oraz lizosomy sg uwazane za gtbwne miejsca
patologicznego nagromadzania sie AB w neuronach zapoczgtkowujgcego kaskade
zdarzen prowadzgcg do neurodegeneracji. Na skutek zalegania nierozpuszczalnych
agregatow AR w organellach $ciezki endosomalno/lizosomalnej zaobserwowano
réwniez pojawienie sie zaburzen strukturalnych oraz funkcjonalnych tych przedziatow
wewngtrzkomorkowych, a takze zaktocenie recyrkulacji pecherzykow wydzielniczych
(Song i wsp. 2011). W efekcie dochodzi do spowolnienia procesu endocytozy, a
takze zalegania oraz agregacji AR na powierzchni btony komoérkowej. AR moze byc¢
transportowany do neurondéw w postaci komplekséw z innymi czgsteczkami, do

ktorych w gtdwnej mierze nalezg apolipoproteiny

1.5. Apo E: od fizjologii do AD

Apolipoproteina E (apo E), jest to 34-kDa glikozylowana czgsteczka biatkowa
kodowana na chromosomie 19q13.2. Sktada sie ona z 299 reszt aminokwasowych,
gdzie motyw 192-299 apo E odpowiada za przylgczanie czgsteczek lipidow, zas
sekwencja 136-160 tworzy region wigzania do receptora. Réznica w kompozycji
aminokwaséw w pozycjach 112 i 158 warunkuje powstawanie 3 izoform ludzkiej apo
E: apo E2 (cysteina/cysteina), apo E3 (cysteina/arginina), apoE 4 (arginina/arginina).
Odmienny skfad aminokwasowy czgsteczki apo E determinuje istotne réznice w
budowie oraz funkcji poszczegdlnych izoform (Sadowski i Wisniewski 2006). Apo E
jest produkowana przede wszystkim przez hepatocyty w watrobie, komorki
Schwanna w obwodowym ukfadzie nerwowym, oraz astrocyty w osrodkowym
uktadzie nerwowym (Pitas 1987), w ktérym to apo E odpowiedzialna jest za transport
cholesterolu niezbednego w procesach wzrostu neurondw, tworzenia potgczen
synaptycznych oraz odbudowy komérek w nastepstwie uszkodzen (Boyles i wsp.
1989). Transport lipidow z udziatem apo E zachodzi za posrednictwem grupy
receptorow okreslanych mianem LDLR (ang. Low-Density Lipoprotein Receptor),
zlokalizowanych przede wszystkim na powierzchni neurondéw oraz reaktywnych
astrocytow (Masliah i wsp. 1997). Z uwagi na to, ze w AD ma miejsce rozlegta
degeneracja synaps, dochodzi do aktywacji proceséw majgcych na celu odtworzenie
potagczen synaptycznych, a wiec m.in. usprawnienia transportu lipidéw do neuronéw z
udziatem apo E, co sprzyja zwiekszonemu wychwytowi AB za posrednictwem apo
E/LRP i nasileniu jego neurotoksycznosci. U oso6b cierpigcych na sporadyczng
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odmiane AD wystepuje podwyzszone stezenie lipidowanej apo E w mdzgu, ktora
tworzgc kompleksy z AR moze przyczynia¢ sie do jego zwiekszonego wychwytu
przez neurony na drodze endocytozy (Rebeck i wsp. 1993, Tomiyama i wsp. 1999).
Ponadto, doniesienia z ostatnich lat wskazujg na istotng role apo E w procesie
agregacji oraz fibrylizacji AR poprzez zdolno$¢ apo E do indukcji zmian
konformacyjnych czasteczki AR z formy rozpuszczalnej w strukture B-kartki (Ma i
wsp. 1994, Wisniewski i wsp. 1994). Badania immunohistochemiczne wykazaty
obecno$¢ apo E w plakach amyloidowych utworzonych przez witdkienkowy A
zlokalizowanych w obrebie neuronéw wykazujgcych zaawansowang dystrofie
neurytow i nasilone procesy neurodegeneracyjne (Wisniewski i wsp. 1994, Burns i
wsp. 2003). Obserwacje te wskazuja, iz czgsteczka apo E zaangazowana jest w
metabolizm AP, a zalezne od niej mechanizmy odkfadania sie peptydow AP
przewazajg nad istotng rolg apo E w usuwaniu AB z mdzgu za posrednictwem
receptorow LRP oraz LDLR (Kim i wsp. 2009). Miejscem wigzania apo E do
sekwencji AB jest motyw 12-28, co sugeruje, iz ten fragment peptydu odpowiada za
tworzenie komplekséw AB/apo E. Sekwencja ta sktada sie z domeny hydrofobowej
14-21, oraz skretu w obrebie motywu 22-28, ktéra umozliwia oddziatywanie dwoch
domen hydrofobowych peptydu (14-21 oraz 29-40-42), w nastepstwie czego
dochodzi do przytgczania AR do agregatéw biatkowych (Petkova i wsp. 2002). Wraz
z wiekiem zaobserwowano rowniez spadek ekspresji LRP-1 przez co usuwanie AB z
mozgu z udziatem apo E staje sie znacznie mniej efektywne (Kang i wsp. 2000). Stad
tez uwaza sie, iz zalezny od LRPs transport komplekséw AB/apo E do komérek przy
jednoczesnym osfabieniu procesu usuwania peptydéw AB z mozgu, stanowi jeden z
gtébwnych mechanizméw wychwytu oraz nagromadzania sie AB w przedziatach

wewngtrzkomorkowych, prowadzgcych do neurodegeneracji

1.6. Zaburzenia neuroprzekaznictwa z udziatem receptorow

glutaminianergicznych w AD

Pierwotnie AD wigzano gtdbwnie z zaburzeniem transmisji cholinergiczne;.
Jednakze postep w badaniach nad patogenezg AD i nad rolg neurotransmisji za
posrednictwem pobudzajgcych aminokwaséw w mechanizmach pamieci wykazat
kluczowy wudziat takze transmisji glutaminianergicznej w indukcji zdarzen

patologicznych typowych dla tej choroby. Gtownym neuroprzekaznikiem
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odpowiadajgcym za transmisje glutaminianergiczng jest kwas glutaminowy
(glutaminian). Depolaryzacja zakonczen neuronéw glutaminianergicznych powoduje
uwolnienie glutaminianu do szczeliny synaptycznej i aktywacje dwodch rodzin
receptorow: jonotropowych receptoréw glutaminianergicznych (w tym receptoréow
typu NMDA i AMPA) oraz metabotropowych receptoréw glutaminianergicznych
sprzezonych z biatkami G. Uwaza sie, iz receptory NMDA oraz indukowany przez nie
sygnat wapniowy odgrywajg kluczowg role w plastycznosci synaptycznej, ktorej
przejawami sg dwa zjawiska: LTP (ang. long-term potentiation - dtugotrwate
wzmocnienie synaptyczne) oraz LTD (ang. long-term depression - dtugotrwate
ostabienie synaptyczne). PrzejSciowe zwiekszenie stezenia jondw wapnia w neuronie
postsynaptycznym jest konieczne do wystgpienia zjawiska LTP, podczas gdy
umiarkowany lecz  dtugo utrzymujgcy sie  wzrost stezenia  wapnia
wewnatrzkomoérkowego prowadzi do ostabienia transmisji synaptycznej czyli LTD. W
skutek indukcji LTP dochodzi do przemodelowania juz istniejgcych jak i tworzenia
nowych potgczen synaptycznych. Uwaza sie wiec, iz LTP odgrywa istotng role w
procesach uczenia sie i pamieci (Peng i wsp. 2011), a uposledzenie neurotransmisiji
za posrednictwem receptorow NMDA prowadzi do zaburzenia uczenia sie i pamieci
obserwowanego m. in. w cechujgcej sie otepieniem AD (Li i wsp. 2009, Yamin i wsp.
2009).

Receptory NMDA (ang. N-methyl- D-aspartate glutamate receptors) wykazujg
szerokie rozmieszczenie w OUN, przy czym ich najwieksze zageszczenie zostato
stwierdzone w takich strukturach moézgu jak hipokamp, zwtaszcza w sektorze CA1,
kora moézgowa, jgdra podstawy mozgu, jadro migdatowate (Petralia i wsp. 1994,
Wenzel i wsp. 1995). Przyjmuje sie, iz zlokalizowane sg one przede wszystkim post-
synaptycznie, w centralnej czesci synapsy (Nowak i Zawilska 2004). Istniejg dwie
gtébwne rodziny podjednostek receptora NMDA, do ktérych nalezg NR1 oraz NR2.
Funkcjonalny receptor NMDA wystepuje w postaci tetrameru sktadajgcego sie z
dwoch podjednostek NR1 i dwoch podjednostek NR2 (Kutsuwada i wsp. 1992), cho¢
wczesniejsze prace sugerowaly pentameryczng budowe kompleksu NMDA
(Premkumar i Auerbach 1997). tancuchy biatkowe NR1 i NR2 wystepujg w postaci 4
domen, z ktérych jedna zlokalizowana jest w dwuwarstwie lipidowej btony. Fragment
ten tworzy wewnetrzng $ciane kanatu jonowego i ma kluczowe znaczenie dla jego
funkcji tj. decyduje o przewodnosci kanatu NMDA dla jonéw Ca®*, Na* i K* oraz
uczestniczy w jego blokowaniu przez jony Mg?* (Prybylowski i Wenthold 2004).
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Aktywacja receptora wymaga przytgczenia dwoch czgsteczek agonisty, ktorym w
OUN jest przede wszystkim kwas L-glutaminowy, oraz koagonisty (glicyna, D-
seryna), bez obecnosci ktdrego receptor nie moze ulec aktywacji nawet w warunkach
wysokich stezen agonisty NMDA (Danysz i Parsons 1998). Do catkowitej aktywnosci
receptora NMDA, poza zwigzaniem obu agonistéw, niezbedne jest takze zniesienie
bloku magnezowego, ktore jest mozliwe dopiero po odpowiedniej stymulacji
receptora i obnizeniu potencjatu btony komdrkowej. Wynikiem depolaryzacji btony
jest uzyskanie peinej przepuszczalnosci kanatu i naptyw Na® i Ca®" do komorki.
Wzrost stezenia wapnia w komodrce prowadzi do aktywacji wielu proceséw
biochemicznych zaleznych od wapnia, a zarazem inicjuje generacje zaleznych od
wapnia mechanizmow transdukcji sygnatu (Lipton 2004, Waxman i Lynch 2005).
Uwaza sieg, iz prawidtowe funkcjonowanie receptorow NMDA warunkuje zachodzenie
zjawiska LTP, decydujgcego o sprawnosci proceséw poznawczych. Jednakze w
warunkach wysokich stezen agonisty moze dojs¢ do zaburzenia neurotransmisji
glutaminianergicznej. Zjawisko to okreslane mianem ekscytotoksycznosci ma miejsce
wowczas gdy na skutek dtugotrwatej ekspozycji komérek nerwowych na glutaminian
dochodzi do nadmiernej aktywacji receptorow NMDA, wynikiem czego jest silny
wzrost stezenia wapnia wewngtrzkomorkowego. Indukcja patologicznego sygnatu
wapniowego prowadzi w nastepstwie do kaskady zdarzen takich jak dysfunkcja
mitochondridéw, wzrost produkcji ROS, a w efekcie do $mierci komérki (Lynch i wsp.
2002). Stad, farmakologiczne hamowanie aktywnosci receptoréw NMDA poprzez
stosowanie selektywnych antagonistéw wydaje sie by¢ kluczowe do tlumienia
zaburzen neurotransmisji glutaminianergiczne;j obserwowanych w
ekscytotoksycznosci. Jak dotad ukazato sie wiele doniesien literaturowych
poswieconych neuroprotekcyjnym wiasciwosciom antagonistéw receptora NMDA w
zjawiskach ekscytotoksycznosci in vitro (Tremblay i wsp. 2000, Lipton 2004) i in vivo
(Kitagawa i wsp. 1990, Salinska i wsp. 2005). Antagonisci kompetytywni, cechujgcy
sie powinowactwem do miejsca wigzgcego agoniste i blokujgcy w ten sposdb
aktywacje receptora NMDA nie wzbudzajg jednak duzych nadziei jako potencjalne
leki skuteczne w zapobieganiu ekscytotoksycznosci, poniewaz naturalny agonista,
glutaminian, wystepuje w stanach patologicznych w wysokich stezeniach, co
praktycznie wyklucza kompetycje. Skuteczne hamowanie kanatu NMDA moze
odbywaC sie z udziatem substancji, ktéra nie konkuruje o miejsce wigzania z

gldbwnym agonistg lub koagonistg, wowczas okreSla sie go mianem
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bezkompetytywnego (ang. uncompetitive). Inaczej jest w przypadku antagonizmu
niekompetytywnego (ang. noncompetitive), dotyczgcego gtownie miejsca wigzania
dla glicyny (Danysz i wsp. 2000b). Do zwigzkow blokujgcych kanat receptora nalezg
m.in. PCP, MK-801 oraz memantyna. Cechg wielu antagonistéw kanatu NMDA jest
Scista zaleznos¢ stopnia blokady od potencjatu bfonowego. Stosowanie
terapeutycznych zwigzkow wykazujgcych silne powinowactwo do kanatu NMDA jak
MK-801 jest w znacznej mierze ograniczone, z uwagi na ich efekty niepozadane jak
dziatanie psychozomimetyczne a nawet neurotoksycznosc. Blokery charakteryzujgce
sie stabszym powinowactwem oraz wyzszg zaleznoscig blokady od potencjatu (ang.
voltage dependence), do ktérych nalezy memantyna, cechujgca sie stabszymi
efektami niepozgdanymi, znalazly juz zastosowanie terapeutyczne, m.in. w leczeniu
schorzen neurodegeneracyjnych jak AD (Parsons i wsp. 1999a).

Choroba Alzheimera charakteryzuje sie ztozonymi i réznokierunkowymi
interakcjami  specyficznych  czynnikbw  patogennych  z  neurotransmisjg
glutaminianergiczng, zwtaszcza zachodzgcg za posrednictwem receptoréw NMDA.
Wiele badan nad rolg neurotransmisji glutaminianergicznej w AD wskazuje na
kluczowy udziat zjawiska ekscytotoksycznosci w patologii AD (Salinska i wsp. 2005).
Ekscytotoksycznos¢ uwazana jest za jeden z krytycznych czynnikow wtérnych
uczestniczacych w mechanizmach choréob neurodegeneracyjnych, w tym AD.
Istotno$¢ zjawiska ekscytotoksycznosci w patogenezie AD zostata opisana przez
Olney i wsp. (1997). Ci autorzy zaproponowali hipoteze opierajgcg sie na istnieniu
dwéch faz ekscytotoksycznos$ci zaleznej od AB. W poczatkowej fazie, gdy stezenie
AB w przestrzeni pozakomorkowej jest niewielkie, dochodzi do zwiekszenia
wrazliwosci neurondw na cytotoksyczne dziatanie glutaminianu, efektem czego jest
hiperaktywacja receptoréw NMDA. Druga faza ekscytotoksycznosci zwigzana jest ze
stanem hipoaktywacji receptorow NMDA, ktéry wydaje sie nasilac wraz z wiekiem.
Obie fazy skutkujg zaburzeniem procesow kognitywnych. Odkgd zaobserwowano, ze
ztogi AB moga potegowaé utrzymywanie receptorow w stanie hipoaktywacji uwaza
sie, iz to hipoaktywacja receptorow NMDA odpowiada za wystgpienie zmian
patologicznych prowadzgcych do rozlegtej degeneracji synaps, utraty neuronow i
zaburzen funkcji poznawczych typowych dla AD. Najnowsze doniesienia Swiadczg o
tym, iz zaburzenia neurotransmisji glutaminianergicznej towarzyszgce AD nie sg
jedynie wynikiem zmian aktywnosci receptoréw NMDA, ale wigzg sie takze ze
spadkiem ekspresji podjednostek kompleksu receptorowego, co dodatkowo zmienia
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wrazliwos¢ neurondw na stymulacje i transmisje sygnatu za posrednictwem
receptorow NMDA (Goto i wsp. 20006).

1.7. Strategie terapeutyczne w leczeniu AD

Obecne mozliwosci terapeutyczne dotyczgce AD sprowadzajg sie do
objawowego leczenia tego schorzenia. Dotychczas zaaprobowano dwie metody
objawowego leczenia AD. Pierwszg z nich jest stosowanie inhibitorow esterazy
acetylocholinowej, co pozwala na utrzymanie niezbednego stezenia acetylocholiny w
mozgu. Wykazano, iz leki o aktywnosci inhibitorow cholinesterazy poprawiajg
neurotransmisje cholinergiczng, a tym samym fagodzg zaburzenia procesow
poznawczych (Birks 2006). Drugg uznang strategig w terapii objawowej AD jest
stosowanie memantyny, antagonisty receptorow NMDA, ktérej deklarowane przez
producenta dziatanie polega takze na tagodzeniu kluczowego objawu AD, to jest
deficytu funkcji poznawczych (Reisberg i wsp. 2003, Hansen i wsp 2006). Za
mechanizm tego efektu powszechnie przyjmuje sie przywracanie przez memantyne
prawidtowej funkcji niespecyficznie aktywowanych przez AR receptorow NMDA.
Jednak wyniki bardziej wspotczesnych badan przedklinicznych wskazujg, ze
memantynie i innym antagonistom receptorébw NMDA mozna takze przypisac
znaczacy potencjat neuroprotekcyjny w toksycznosci AB, wychodzgcy daleko poza
standardowe zapobieganie ekscytotoksycznosci, co zostanie obszerniej oméwione w
réznych czesciach tej rozprawy.

W trakcie badan sg rowniez strategie terapeutyczne skierowane w inne
elementy patogenetyczne towarzyszgce AD. Wiadomo, iz u podstaw procesow
patologicznych zwigzanych z AD lezy stres oksydacyjny, co uzasadnia propozycje
stosowania lekow antyoksydacyjnych. Markery biochemiczne swiadczgce o wysokiej
aktywnosci komoérek mikrogleju oraz reaktywnych astrocytéw sg podwyzszone w AD.
W poczatkowej fazie komoérki mikrogleju wykazujg wiasciwosci typowych komoérek
zernych, pochtaniajgc i degradujgc AB. Jednakze hiperaktywacja komorek gleju
prowadzi do uwalniania uszkadzajgcych neurony chemokin oraz kaskady cytokin,
ktére przyczyniajg sie do zaostrzenia proceséw zapalnych i uszkodzenia bariery
krew-mézg towarzyszacych AD. Stad mozliwosci terapeutyczne mozna wigzac¢ z
regulacjg odpowiedzi zapalnej. Obecne badania kliniczne prowadzone sg w kierunku

testowania niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych, ktére poprzez redukcje
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poziomu APR42, zahamowanie receptorow dla czynnikdw prozapalnych, stymulacje
fagocytozy wydajg sie posiada¢ zdolnos¢ obnizania ryzyka zapadniecia na AD oraz
spowalniaé¢ przebieg choroby (Weiner i Frenkel 2006). Nalezy zaznaczy¢, iz liczne
proby kliniczne srodkow przeciwzapalnych nie wykazaty aktywnosci kliniczej i w
chwili obecnej badania kliniczne nad tg formg farmakoterapii zostaty przerwane.

Nowe perspektywy efektywnej terapii wigzano z zastosowaniem
immunoterapii (Holtzman2008). Stosujgc mysie modele AD charakteryzujgce sie
nasilong produkcjg AP oraz zaostrzeniem procesu tworzenia ztogéw amyloidowych w
licznych obszarach mézgu dowiedziono, iz immunoterapia prowadzi do istotnej
redukcji zmian patologicznych typowych dla tego schorzenia. Wykazano bowiem, iz
pasywna immunizacja myszy transgenicznych PDAPP przeciwciatami skierowanymi
przeciwko N-koncowemu odcinkowi A przez okres 6 miesiecy, jak réwniez aktywna
immunizacja tych myszy AB42 prowadzi do blisko 90 % redukciji ptytek amyloidowych
oraz istotnego obnizenia catkowitego poziomu AB. Efektem wtornym
terapeutycznego dziatania aktywnej oraz pasywnej immunizacji byto zaobserwowane
przez badaczy istotne obnizenie degeneracji synaps, zjawiska typowego dla
wczesnych etapéw AD (Buttini i wsp. 2005). Ponadto badania behawioralne
przeprowadzone z uzyciem labiryntu wodnego Morrisa ha myszach transgenicznych
Tg2576 wykazaly, iz dootrzewnowe podanie przeciwciat monoklonalnych BAM-10
skierowanych przeciwko N-koncowej domenie AB, poprzez regulacje poziomu AR w
mozgu, zapobiega deficytom behawioralnym, poprawiajgc pamie¢ oraz przywracajgc
funkcje poznawcze (Kotilinek i wsp. 2002). Immunizacja bierna jest w chwili obecnej
najbardziej zaawansona w rozwoju klinicznym forma terapii skierowanej przeciw
gromadzenius sie AR w mozgu (Salloway i wsp. 2009).

Badania diagnostyczne wykazaty podwyzszony poziom apo E w ptynie
mozgowo-rdzeniowym oséb dotknietych AD, ktéry stopniowo wzrasta wraz z
postepem choroby. Stad, badania nakierowane na zmiany struktury czgsteczki apo
E, ktére by ostabiaty jej cytotoksyczne dziatanie jednoczesnie przywracajgc
fizjologiczne funkcje apo E, wydajg sie by¢ ciekawym i obiecujgcym kierunkiem w
strategii terapeutycznej. Przedmiotem szeroko prowadzonych badan klinicznych sg
rébwniez: modulacja aktywnoséci sekretaz-enzymédw  odpowiedzialnych  za
powstawanie amyloidogennych peptyddéw AB40-43 (Siemers i wsp. 2006), substancje
blokujgce agregacje i fibrylizacje AB (Adessi i wsp. 2003, Wisniewski i Sadowski
2008), zwiagzki niszczgce strukture AR istotng dla tworzenia widkien (Soto i wsp.
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1998), a takze kontrola fosforylacji i agregacji biatka tau (Golde 2005, Matsuoka i
wsp. 2008).

Z uwagi na wysoki stopien zaawansowania badahn nad istotnoscig
wewngtrzkomorkowego nagromadzania sie AP w patogenezie AD, jak réwniez
kluczowy udziat apo E w tym procesie, za kolejny cel dla skutecznej terapii AD
przyjeto zbadanie efektywnosci substancji hamujgcych tworzenie kompleksow
pomiedzy AB i apo E. Ma i wsp. (1996) po raz pierwszy pokazali, iz zastosowanie
krotkiego, syntetycznego homologu sekwencji 12-28 czgsteczki AB, stanowigcej
miejsce wigzania apo E, w znacznym stopniu ostabia oddziatywanie pomiedzy
peptydami AB oraz apo E, co w konsekwencji moze ogranicza¢ tworzenie struktur
fibrylarnych oraz zmniejszenie neurotoksycznosci AR. Wyniki in vitro uzyskane przez
te grupe badawczg pokazujg, iz interakcja pomiedzy apoE a motywem 12-28 nie
stanowi jedynie niespecyficznego oddziatywania pomiedzy resztami hydrofobowymi,
ale odgrywa ono istotng role w mechanizmach patologicznego dziatania A w AD. Z
uwagi na fakt, iz sekwencja 12-28 decyduje o interakcji pomiedzy A a apo E, istnieje
obawa, iz peptyd ten moze wykazywaé dziatanie toksyczne oraz wspomagac
tworzenie struktur fibrylarnych w ukfadach biologicznych. Badania nad peptydem
AB12-28 znalazty swojg kontynuacje w obszernym cyklu doswiadczen
przeprowadzonych przez grupe Dr Sadowskiego (2004, 2006). Po raz pierwszy
zastosowali oni krétki, syntetyczny peptyd ABR12-28P, bedacy zmodyfikowang
czgsteczkg AB12-28 pozbawiong wiasciwosci neurotoksycznych oraz fibrilogennych,
a dodatkowo charakteryzujgcg sie wydtuzonym czasem poéttrwania in vivo. Cykl
badan poswiecony okresleniu wiasciwosci biologicznych ABR12-28P wykazat jego
wysokg skutecznos¢ w przeciwdziataniu interakcji syntetycznego AB z apo E, a
przeprowadzona seria eksperymentow z wykorzystaniem dwoéch roznych modeli
myszy transgenicznych z objawami typowymi dla AD wykazat, ze podanie AB12-28P
znaczgco obniza odkfadanie sie AB w postaci ztogéw amyloidowych w parenchymie
oraz w naczyniach mdzgu, jak rowniez wptywa na redukcje juz istniejgcych plak
amyloidowych oraz obnizenie catkowitego poziomu AR w mdzgu. Ponadto, badania
behawioralne wykazaty, iz AB12-28P zapobiega utracie funkcji poznawczych, co
dodatkowo czyni go niezwykle interesujgcym przedmiotem badan nad terapig w AD.
Niezwykle obiecujgce wyniki badan in vivo sklaniajg do lepszego poznania
wiasciwosci biologicznych peptydu AB12-28P poprzez wnikliwg obserwacje efektow

jego dziatania na poziomie komorkowym i molekularnym. Innowacyjnym nurtem
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badan przedstawionych w tej rozprawie jest okreslenie wptywu AB12-28P na zalezne
od apo E nagromadzanie sie AB w neuronach, indukujgce serie zdarzen
patologicznych obserwowanych w poczgtkowych stadiach AD.

Na podstawie licznych doniesien zaktada sie istotny udziat zaburzania funkcji
receptorow dla pobudzajgcych aminokwasow w patogenezie AD. Wydaje sie wiec, iz
wykorzystanie antagonistow receptorébw NMDA w poczatkowej fazie choroby
mogtoby skutecznie spowalnia¢ jej przebieg (Scholtzova i wsp. 2008). Naptyw
wapnia do komérki i zalezna od jonédw Ca®* aktywacja procesow
neurodegeneracyjnych moze by¢é hamowana przez blokery kanatu NMDA takie jak
memantyna. Jest to antagonista receptorow NMDA zatwierdzony do leczenia
Srednio-zaawansowanego i zaawansowanego stadium choroby (Hansen i wsp.
2006). Wykazano, iz memantyna korzystnie wptywa na funkcjonowanie, zachowanie i
samopoczucie czesci chorych na AD (Danysz i wsp. 2000a, Ott i wsp. 2007). Nalezy
podkresli¢, iz terapia AD oparta na stosowaniu memantyny jest objawowym
leczeniem tego schorzenia, usprawniajgcym dziatanie receptoréw NMDA. Wydaje
sie, iz u podstaw ochronnego dziatania memantyny znajdujg sie specyficzne cechy
tego antagonisty jako zwigzku wykazujgcego wysokg zaleznos¢ od potencjatu
btonowego oraz charakteryzujgcego sie niskim powinowactwem do receptora NMDA
(Parsons i Gilling 2007). Oznacza to, iz w wyniku fizjologicznej aktywacji receptora
NMDA przez specyficznego agoniste ma miejsce sprawne oddysocjowanie
memantyny z kanatu receptora, tak ze staje sie on przepuszczalny dla pradu
jonowego, dochodzi do depolaryzacji btony komorkowej i transmisji sygnatu. Jedng z
hipotez dotyczacg mechanizmu korzystnego dziatania memantyny w AD
zaproponowang przez Parsons i wsp. (2007) jest hipoteza eliminacji szuméw (ang.
signal-to-noise hypothesis). Jak wiadomo, w warunkach fizjologicznych ma miejsce
przejéciowa aktywacja receptora NMDA przez milimolarne stezenia glutaminianu
uwalnianego z zakohczen synaptycznych (Clements i wsp 1992), co w konsekwencji
prowadzi do depolaryzacji btony postsynaptycznej, zwolnienia silnie zaleznego od
potencjatu bloku magnezowego i pobudzenia neuronu. Patologiczna stymulacja
receptora NMDA, majgca miejsce w AD, ma polega¢ na sensytyzacji przez AB
receptora NMDA i jego chronicznej aktywacji przez niskie stezenia glutaminianu, bez
wywotania potencjatu czynnosciowego (Benveniste 1984, Andine i wsp. 1991), co w
efekcie prowadzi do ostabienia plastycznosci synaptycznej (Parsons i wsp. 1999b).
Wowczas zastosowanie memantyny miatoby hamowac¢ odpowiedz receptora NMDA
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na diugo utrzymujgca sie stymulacje, z jednej strony eliminujgc sygnaty prowadzace
do uszkodzenh neuronu (Parsons i wsp. 1993, 1996), z drugiej zas strony przywracac
wiasciwg transmisje synaptyczng (Danysz i wsp. 2000a). Stad tez, inne niz
memantyna, zwigzki wykazujgce dziatanie hamujgce na receptory NMDA mogg by¢
uznane za obiecujgce narzedzie terapeutyczne w AD.

Wykazana w praktyce klinicznej skutecznosc¢ terapii AD z wykorzystaniem
kombinacji inhibitorow esterazy acetylocholinowej oraz memantyny sktonita wielu
autorow (np. Sobow (2010)), do =zaproponowania innych wariantéw terapii
kombinowanej. Jak wiadomo, nieodtgcznym elementem towarzyszgcym AD jest stres
oksydacyjny. Rozwazania na temat terapii kombinowanej obejmujg mozliwosé
zwiekszenia skutecznosci terapii AD poprzez jednoczesne zastosowanie antagonisty
receptorow NMDA oraz substancji o wtasciwosciach przeciwrodnikowych (Butterfield
i Pocernich 2003). Wcigz mato poznanym zwigzkiem przypuszczalnie wykazujgcym

obie te wiasciwosci jest 1MeTIQ.

1.8. 1MeTIQ - potencjalny antagonista receptorow NMDA o0 dziataniu

przeciwrodnikowym

1MeTIQ (ang. 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline) nalezy do grupy
substancji endogennych okreslanych mianem tetrahydroizochinolin (TIQs), ktérych
przedstawiciele mogg wykazywa¢ zaréwno dziatanie neurotoksyczne jak i
neuroprotekcyjne. Dowiedziono, iz istnieje Scista korelacja pomiedzy poziomem TIQs
w mobzgu a wystepowaniem schorzen psychicznych, jak roéwniez zmian
neurodegeneracyjnych typowych dla choroby Parkinsona (PD) (McNaught i wsp.
1998). Sg sugestie, iz dlugotrwata ekspozycja na nawet niewielkie stezenia
pochodnych TIQs o dziataniu neurotoksycznym moze przyczyniaC sie do rozlegtej
utraty neuronéw w istocie czarnej, do zaburzenia neurotransmisji w uktadzie
dopaminergicznym, a w efekcie do postepu PD (Naoi i wsp. 1996, Antkiewicz-
Michaluk i wsp. 2000). Wcigz nieznany jest mechanizm neurotoksycznego dziatania
tych substancji, jednakze wydaje sie on by¢ zblizony do podobnego strukturalnie
MPTP, ktory indukuje parkinsonizm. 1MeTIQ stanowi jedng z niewielu pochodnych
TIQs obecnych w médzgu, ktérej przypisuje sie witasciwosci neuroprotekcyjne. Jej
ochronne dziatanie na neurony zostato wykazane m.in. w neurotoksycznosci
indukowanej MPTP (Kohno i wsp 1986, Parrado i wsp. 2000, Antkiewicz-Michaluk i
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wsp. 2001). Stwierdzono, ze 1MeTIQ redukuje szkodliwe dziatanie rotenonu, zwigzku
bedgcego inhibitorem kompleksu | tancucha oddechowego, co prowadzi do
uszkodzen systemu dopaminergicznego oraz wywotujgcego zmiany biochemiczne i
behawioralne typowe dla parkinsonizmu (Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2003, 2004). Na
podstawie szeregu badan poswieconych okresleniu wiasciwosci biologicznych
1MeTIQ o znaczeniu neuroprotekcyjnym (Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2006) opisano
zdolnos¢ hamowania przez 1MeTIQ zjawiska ekscytotoksycznosci wywotanej
glutaminianem, a u podstaw mechanizmu tego dziatania wydaje sie leze¢ blokowanie
receptorow NMDA. Istniejg wiec podstawy do uznania tej tetrahydroizochinoliny za
substancje o cechach antagonisty receptora NMDA.

Jak wspomniano powyzej, z uwagi na fakt, iz nieodtgcznym elementem AD sg
rozlegte uszkodzenia neuronéw w nastepstwie nasilenia reakcji wolnorodnikowych
(Markesbery 1997) wydaje sie, iz efektywno$¢ terapii tego schorzenia moze by¢ w
znacznym stopniu zwiekszona poprzez jednoczesne zastosowanie antagonistow
receptorow NMDA oraz zwigzkéw o wiasciwos$ciach przeciwrodnikowych (Butterfield
and Pocernich 2003). W pracy Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2006 wykazano, ze
1MeTIQ to zwigzek o potencjalnych wtasciwosciach przeciwrodnikowych, ktory
blokujgc utlenianie kwasu salicylowego w reakcji Fentona w uktadzie abiotycznym
hamuje powstawanie rodnika hydroksylowego. Sg tez dane wskazujgce posrednio na
potencjat przeciwrodnikowy 1MeTIQ in vivo. Substancja ta ostabia neurotoksyczne
dziatanie rotenonu, ktérego jednym z mechanizméw jest wzrost produkcji ROS na
drodze utleniania dopaminy, hamujgc indukowany przez rotenon stres oksydacyjny,
co dodatkowo przemawia za  przeciwrodnikowymi  witasciwosciami  tej
tetrahydroizochinoliny (Patsenka i Antkiewicz-Michaluk 2004). Ta wifasciwosc¢
1MeTIQ wymaga jednak dalszych badan.

Sugerowany mechanizm dziatania 1MeTIQ obejmujgcy m.in. dziatanie
przeciwrodnikowe i hamowanie receptora NMDA moze przemawia¢ za mozliwoscig
wykorzystania 1MeTIQ jako substancji modelowej, uzytecznej do sprawdzenia
skutecznosci terapii kombinowanej z uzyciem antagonisty receptora NMDA oraz
substancji przeciwrodnikowej w zapobieganiu neurotoksycznosci AB. Podjecie takich
badan musi by¢ jednak poprzedzone dokfadng charakterystykg wtasciwosci
biologicznych 1MeTIQ. Potwierdzenia wymaga zdolnos¢ 1MeTIQ do hamowania
reakcji wolnorodnikowych z wykorzystaniem materiatu biologicznego. Wymaga tez
udowodnienia, ze jest bezposredni zwigzek miedzy hamowaniem receptora NMDA a
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dziataniem neuroprotekcyjnym 1MeTIQ. Nie zostat réwniez zbadany potencjat
neuroprotekcyjny 1MeTIQ in vivo w sytuacjach patologicznych zwigzanych z
ekscytotoksycznoscig, jak niedokrwienie i niedotlenienie moézgu lub toksycznosé
NMDA indukowana przez mikroiniekcje domoézgowe. Ponadto, nie prowadzono
badan nad mozliwoscia ochronnego dziatania 1MeTIQ w toksycznosci AR i
wykorzystania tego zwigzku jako substancji o potencjalnych wtasciwosciach

protekcyjnych przed indukcjg patologicznych zdarzen majgcych miejsce w AD.
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2 Zatozenia i cel pracy

Liczne doniesienia wskazujg na istotng role apo E w procesie agregacji oraz
fibrylizacji AR (Castano i wsp. 1995, Golabek i wsp. 1996, LaDu i wsp. 2000, Ye i
wsp. 2005). Badania immunohistochemiczne wykazaty obecno$¢ apo E w plakach
amyloidowych utworzonych przez fibrylarny AR zlokalizowanych w obrebie neuronow
0 zaawansowanej dystrofii neurytow i nasilonych procesach neurodegeneracyjnych
(Bales i wsp. 1997, Holtzman i wsp. 2000), co swiadczy o istotnym udziale czgsteczki
apo E w metabolizmie AB. Miejscem wigzania apo E do sekwenciji AB jest motyw 12-
28, co sugeruje, iz ten fragment peptydu odpowiada za tworzenie kompleksow
AB/apo E. Stad, sg podstawy do rozpatrywania potencjatu terapeutycznego
zwigzkow zapobiegajgcych interakcji pomiedzy AB a apo E w leczeniu AD. Sadowski
i wsp. (2004, 2006) w swoich badaniach po raz pierwszy zastosowali krotki,
syntetyczny peptyd odpowiadajgcy sekwencji aminokwasowej AR (12-28) bedgcej
miejscem wigzania apo E. Cykl badan poswiecony okresleniu wiasciwosci
biologicznych peptydu ABR12-28P wykazat jego wysokg skutecznos¢ w
przeciwdziataniu interakcji syntetycznego AR z apo E, a przeprowadzona seria
eksperymentoéw z wykorzystaniem dwoéch roznych modeli myszy transgenicznych z
objawami typowymi dla AD wykazat, ze podanie AB12-28P znaczgco obniza
odktadanie sie AP w postaci ztogdbw amyloidowych w parenchymie oraz w
naczyniach mozgu, jak rowniez wptywa na obnizenie ilosci juz istniejgcych plak
amyloidowych oraz catkowitego poziomu AR w mozgu. Ponadto, badania
behawioralne wykazaty, iz AB12-28P zapobiega utracie funkcji poznawczych, co
dodatkowo czyni go niezwykle interesujgcym przedmiotem badan dotyczgcych
leczenia AD. Obiecujgce wyniki badan in vivo sklaniajg do lepszego poznania
wiasciwosci biologicznych peptydu AB12-28P poprzez wnikliwg obserwacje efektow
jego dziatania na poziomie komérkowym i molekularnym. Niewiele wiadomo na temat
wplywu nagromadzania sie peptydow AR w komoérkach nerwowych na generacje
patologicznych sygnatéw prowadzgcych do neurodegeneracji. Nasuwa sie réwniez
pytanie, czy czynniki hamujgce tworzenie kompleksow AB/apo E bedg wptywaty na
wychwyt egzogennego AP przez komorki nerwowe, a tym samym modulowaty
toksycznos¢ AB wywotang jego nagromadzaniem sie wewngtrz komorek.

Jednym z centralnych zagadnien dotyczagcych patogenezy AD jest
patologiczna rola interakcji AR z receptorami NMDA, odgrywajgcymi kluczowg role w
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procesach poznawczych oraz w mechanizmach toksycznosci pobudzeniowej.
Wywotywane przez AP zaburzenia funkcjonowania receptoréw NMDA przyczyniajg
sie do obserwowanych w AD zaburzen poznawczych oraz rozwoju zmian
patologicznych w synapsach glutaminanergicznych. Antagonista receptoréw NMDA
memantyna jest stosowana w terapii AD, co nie wyczerpuje zapotrzebowania na
skuteczniejsze leki z tej grupy. Obiecujgcg substancjg jest 1MeTIQ, endogenna
tetrahydroizochinolina o ztozonym mechanizmie dziatania neuroprotekcyjnego. Sg
przestanki do twierdzenia, ze jest to antagonista receptorow NMDA o dziataniu
przeciwrodnikowym.  Mimo  zachecajgcych  wynikébw  poprzednich  badan
wskazujgcych na dziatanie 1MeTlQ hamujgce ekscytotoksycznosé (Antkiewicz-
Michaluk i wsp. 2006), nie jest jasne jaki jest doktadny receptorowy mechanizm tego
hamowania. Poprzednio wykazano, ze 1MeTIQ hamuje wigzanie znakowanego MK-
801 do bton izolowanych z synaptoneurosomdéw, co wskazuje na bezposrednie
hamowanie aktywacji kanatu NMDA, jednakze nie jest znany doktadny mechanizm
tego efektu i miejsce dziatania 1MeTIQ na kompleks receptora NMDA. Poza lepszym
scharakteryzowaniem dziatania neuroprotekcyjnego 1MeTIQ in vitro, wymaga tez
zbadania potencjat neuroprotekcyjny 1MeTIQ in vivo w sytuacjach patologicznych
zwigzanych z ekscytotoksycznoscig, jak niedokrwienie i niedotlenienie modzgu.
Nastepnie konieczna jest weryfikacja w warunkach eksperymentu biologicznego
hipotezy o dziataniu przeciwrodnikowym 1MeTIQ. Wreszcie wstepne przetestowanie
ochronnego dziatania 1MeTIQ na synapsy glutaminianergiczne poddane
toksycznosci AR mogtoby otworzy¢ droge dla wykorzystania tego zwigzku jako
substancji modelowej do przysztych badan nad nowymi strategiami terapeutycznymi
w AD.

Stad tez celem niniejszej rozprawy byto okreslenie mozliwosci modulowania
wywotanej przez AP patologii synaps glutaminianergicznych z wykorzystaniem
peptydu AB12-28P, zwigzku zapobiegajgcego interakcji pomiedzy AB a apo E, oraz
1MeTIQ, przypuszczalnego antagonisty receptorow NMDA o sugerowanych

wiasciwosciach przeciwrodnikowych.

Dla realizacji tego zagadnienia zostaty wyznaczone nastepujgce cele czgstkowe:
a. Okreslenie wptywu mysiej apo E na wychwyt oraz nagromadzanie sie
syntetycznego AB w neuronach i zbadanie dziatania AB12-28P na ten proces.
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. Dokonanie oceny wptywu wewngtrzkomorkowego odkfadania sie AP na
zmiane ekspresji biatek postsynaptycznych oraz zbadanie, czy ABR12-28P
moze zapobiegac postepujacej utracie markerow synaps
glutaminianergicznych.

. Weryfikacja powinowactwa 1MeTIQ do wybranych Kkluczowych miejsc
wigzania dla ligandéw w kompleksie receptora NMDA, oraz zbadanie wptywu
1MeTIQ na aktywnos¢ tego receptora.

. Potwierdzenie witasciwosci antagonistycznych 1MeTIQ wobec receptoréw
NMDA  poprzez zbadanie jego zdolnosci do  przeciwdziatania
ekscytotoksycznosci in vitro i in vivo.

. Wykazanie w warunkach doswiadczenia biologicznego in vitro dziatania
przeciwrodnikowego 1MeTIQ.

Zbadanie, czy 1MeTIQ moze zapobiega¢ wywotanym przez AB zmianom w
poziomie wybranych biatek bedacych markerami synaps

glutaminianergicznych w neuronach.
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2. Materiatl i metody
2.1. Badania in vitro

2.1.1. Hodowla pierwotna mysich/szczurzych neuronoéw hipokampa

Badania wykonano na dojrzatych 15-dniowych (15DIV) mysich hodowlach
neurondw hipokampa zakfadanych z myszy dzikiego szczepu C57B16J lub na
niedojrzatych 8-dniowych (8DIV) hodowlach neuronéw hipokampa zakfadanych z
oseskow szczurzych szczepu Wistar uzyskanych w przeciggu 24 godz. od narodzin
oseskow wg metody opisanej przez Takahashi i wsp. (2004) z niewielkimi
modyfikacjami. Skore zwierzat (10-12 sztuk na doswiadczenie) odkazano przy uzyciu
alkoholu, a nastepnie dekapitowano i na lodzie preparowano hipokampy
umieszczane w zimnym buforze HBSS (Hank's balanced salt solution, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) bez jonéw Ca*" i Mg**. Wyizolowane hipokampy inkubowano
z 0,05% trypsyna (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) w HBSS przez 10 min. w 37° C
delikatnie wytrzgsajgc. Po dodaniu roztworu inhibitora trypsyny (0,1 %) oraz DNasy |
(0,05 %), zawiesing komorek poddawano wirowaniu (500 x g, 30 s.). Uzyskany osad
komorek zawieszano w ogrzanym Srodowisku wzrostowym MEM (Minimum Essential
Medium; Invitrogen, Carlsbad, CA) uzupetnionym inaktywowang (60° C, 60 min.) 10
% cielecg surowicg ptodowg (FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 0,5 mM glutaming
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), oraz streptomycyng (50 pg/ml) i penicyling (50 U/ml)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Tkanke rozdrabniano poprzez trituracje za pomocg 5
mL pipety (ok. 10 x uwazajgc przy tym, aby nie wprowadza¢ pecherzykow
powietrza), a nastepnie ponownie wirowano (500 x g, 5 min.), zawieszano w Swiezej
pozywce i rozdrabniano przy uzyciu 5 mL pipety, az do uzyskania zawiesiny
pojedynczych komorek. Zawiesine komorek przepuszczano nastepnie przez filtr o
wielkosci poréw 70 uM, barwiono 2 % roztworem btekitu trypanu i liczono uzywajgc
hematocytometru (Hausser Scientific, Horsham, PA). W =zaleznosci od typu
eksperymentu, komorki wysiewane byty na pokryte poli-L-lizyng powierzchnie w ilosci
2 x 10" / dotek ptytki 96-dotkowej (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) do testu
MTT; 5 x 10° / dotek ptytki 12-dotkowej (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) do
Western blot; 1 x 10° / szkietko nakrywkowe (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) do
immunocytochemii. Hodowle neuronéw umieszczano w inkubatorze na 4 godz., aby

umozliwi¢ komorkom przyczepienie sie do podtoza. Nastepnie zmieniano srodowisko
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wzrostowe na pozbawiony surowicy Neurobasal (Invitrogen, Carlsbad, CA)
uzupetniony w 2 % B27, 0,5 mM glutamine, oraz roztwor streptomycyny (50 pg/ml) i
penicyliny (50 U/ml) i powtornie umieszczano hodowle w inkubatorze. W 3. dniu
hodowli podawano do pozywki jednorazowo Ara C (arabinozyd cytozyny) do
koncowego stezenia 5 pM, aby zapobiec namnazaniu sie komoérek glejowych i
fibroblastéw. Hodowle prowadzono w inkubatorze w standardowych warunkach przy
37° C oraz 5 % zawartosci CO, w powietrzu o wilgotnoéci 95 %. Dwa razy w
tygodniu, 1/3 objetosci srodowiska hodowlanego byta zastepowana $wiezg pozywkg
Neurobasal/B27. Czystos¢ hodowli neuronéw, ktéra oznaczana byla na podstawie
analizy obrazu z mikroskopu fluorescencyjnego jako liczba wybarwionych jodkiem
propidyny jader komoérkowych z jednoczesnym barwieniem na marker neuronow
MAP2, wynosita ~ 97 %.

2.1.2. Hodowla astrocytarna

Hodowle astrocytow kory moézgu uzyskiwano z 1-dniowych oseskéw mysich
dzikiego szczepu C57B16J na podstawie protokotu Le Roux i Reh (1996). Uzywajac
mikroskopu stereoskopowego (AmScope, Chino, CA), przeprowadzano na lodzie
procedure usuwania z powierzchni mézgu widocznych naczyh krwionosnych oraz
bton, a nastepnie oczyszczone pdtkule mézgu krojono za pomocg skalpela na
niewielkie skrawki i umieszczano w zimnym buforze HBSS bez jonéw Ca®* i Mg*".
Tak rozdrobniong tkanke poddawano trituracji przy uzyciu 5 mL pipety az do
uzyskania homogennej zawiesiny komoérek, ktorg wirowano (500 x g, 5 min.) i
zawieszano w $wiezym Srodowisku wzrostowym MEM wzbogaconym o
inaktywowang 20 % cielecg surowicg ptodowg FBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 2
mM glutamine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), oraz roztwor streptomycyny (50 pg/ml)
i penicyliny (50 U/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Homogenat komorkowy
przesgczano nastepnie przez filtr o wielkosci porow 45 uM, barwiono 2 % roztworem
btekitu trypanu, a dalej liczono uzywajgc hematocytometru (Hausser Scientific,
Horsham, PA). Komérki o gestosci 1 x 10° wysiewano na buteleczki o powierzchni 25
cm? (Corning, Corning, NY). Hodowle prowadzono w inkubatorze w standardowych
warunkach przy 37° C oraz 5 % zawarto$ci CO, w powietrzu o wilgotnosci 95 %. Na
drugi dzien po wysianiu komorek, wymieniano 1/3 srodowiska wzrostowego MEM +

20 % FBS, a po 48 godz. srodowisko hodowlane zastepowano swiezg pozywkg i
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dodawano jednorazowo 5 uM Ara C. Po 6 dniach prowadzenia hodowli, wymieniano
Srodowisko hodowlane na MEM o zredukowanym stezeniu surowicy (10 % FBS, 2
mM glutamina, streptomycyna (50 pg/ml) i penicylina (50 U/ml) ) i w tych warunkach
komoérki utrzymywane byty do osiggniecia petnej konfluencji (12 DIV). Czystos$é
hodowli astrocytarnej wynosita > 95 %, jak oceniono na podstawie barwienia anty-
GFAP.

2.1.3. Wspoéit-hodowla neuronalno-astrocytarna

Hodowle astrocytarne (12 DIV) poddawano dziataniu 0,25 % trypsyny (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) i umieszczano ponownie w inkubatorze na 5 min. Po tym
czasie dodawano swieze Srodowisko wzrostowe (MEM + 10% FBS, 2 mM glutamina,
streptomycyna (50 pg/ml) i penicylina (50 U/ml) ) oraz dodatkowo 10 % FBS,
dziatajgcg jako stoper trypsyny. Nastepnie komorki wirowano przy 500 x g przez 5
min, zawieszano w sSwiezym Srodowisku wzrostowym, poddawano trituracji i
wysiewano w ilosci 1 x 10* na wktady Transwell® o wielkosci poréw 0,4 uM (Corning,
Corning, NY) (Carlson i wsp. 2009). W nastepnym dniu, srodowisko hodowlane w
gornym przedziale zawierajgcym astrocyty zmieniano na swieze srodowisko
wzrostowe, a po 48 godz. prowadzenia hodowli pozywke w obu przedziatach
wymieniano na Neurobasal uzupetniony w 2% B27, 0,5 mM glutamine, oraz roztwor
streptomycyny (50 ug/ml) i penicyliny (50 U/ml) i powtérnie umieszczano hodowle w
inkubatorze. W takich warunkach astrocyty hodowano przez kolejne 24 godz., a
nastepnie przenoszono wkitady z astrocytami do dojrzatej hodowli neuronow
hipokampa (Manelli i wsp. 2007). Przed wykonaniem doswiadczenia, wspét-hodowle
neuronalno-astrocytarne utrzymywane byly przez 24 godz. w inkubatorze w
standardowych warunkach przy 37° C oraz 5 % zawartosci CO, w powietrzu o

wilgotnosci 95 %.
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Schemat wspoét-hodowli neuronalno-astrocytarnej

anti-GFAP/DAPI

anti-MAP2/DAPI

wktady Transwell®

2.1.4. Ocena przezywalnosci neuronéw hipokampa w neurotoksycznosci
wywoftanej AB

Przed przystgpieniem do eksperymentu, syntetyczny AB40 oraz ApR42 (WM
Keck Laboratorium Yale Univ, USA), poddawano monomeryzacji poprzez liofilizacje
peptydu w = 99 % HFIP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Hodowle pierwotne
neuronow hipokampa myszy (15 DIV) inkubowano w obecnosci monomerow ApR40
lub AB42 w stezeniach 5, 10, 25 lub 50 uM. Peptydy podawane byty do srodowiska
wzrostowego na okres 24 lub 72 godz., po czym dokonywano oceny przezywalnosci
komoérek przy uzyciu testu MTT (Invitrogen, Carlsbad, CA) na podstawie protokotu
dostarczonego przez producenta. Po 24 godz. mierzono absorbancje przy
dtugosciach fal 570 nm oraz 630 nm przy uzyciu spektrofotometru Epoch Microplate
Spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc. Winooski, VT), a otrzymane dane
liczbowe wyrazano jako % wartosci kontrolnej. Przeprowadzono 3 niezalezne

eksperymenty, przy liczbie punktéw pomiarowych n=18.
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2.1.5. Oznaczanie wychwytu oraz nagromadzania sie peptydow AB w
neuronach hipokampa

Dojrzate hodowle neuronow hipokampa Ilub wspét-hodowle neuronalno-
astrocytarne byly poddawane dziataniu monomeréw 10 uM AB40 lub 10 uM Ap42 w
obecnosci AB12-28P (NH,-VHHQKLPFFAEDVGSNK-COOH) lub AB12-28P ) (NH-
QGKFSDHVNEPHFAVKL-COOH) przez okres 24 godz. W nastepnym dniu usuwano
wktady z astrocytami znad warstwy neuronow, a pozostate na ptytce czyste hodowle
neurondéw byty 3-krotnie przeptukiwane ogrzanym do 37° C PBS. Nastepnie komorki
poddawano trypsynizacji 0,01 % trypsyng przez 5 min., w celu usuniecia AR
zwigzanego z btong komorkowg (Lambert i wsp. 1998), i lizie przez 5 min. w 4° C w
buforze zawierajgcym 50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 %
nonidet-P40, 0,1 % SDS, 0,2 % diethylaming, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), 10 ug/ml Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN) i po 5 pg/ml leupeptyny, antypainy, pepstatyny. Komorki byty
zdrapywane z powierzchni ptytek, umieszczane w probéwkach typu Eppendorf i
homogenizowane 10-krotnie za pomocg teflonowego ttoka. Cata procedura zbierania
materiatlu wykonywana byta na lodzie. Uzyskany homogenat poddawano wirowaniu
przy 10 000 x g przez 20 min. w temperaturze 4° C. Zebrany nadsgcz stanowit
materiat do dalszych badan. Do oznaczenia poziomu NR1/NMDA, PSD-95 oraz
synaptofizyny prébek nie wirowano. Zawartos¢ biatka w nadsgczu z homogenatu
neuronodw hipokampa oznaczano testem BCA (The bicinchoninic acid assai; Pierce,
Rockford, IL), a nastepnie probki zawierajgce takg samg ilos¢ biatka tj. odpowiednio
10 pg biatka/studzienke dla oznaczenia ApR40/42, NR1/NMDA, PSD-95 oraz
synaptofizyny, 20 ug biatka/studzienke dla oznaczenia tau, ogrzewano przez 5 min.
w buforze redukujgcym Laemmli'ego. Rozdziatu biatek dokonywano na zelu
poliakrylamidowym o gestosci 15 % (do oceny AB, tau) lub 10 % (do oceny
NR1/NMDA, PSD-95, synaptofizyny oraz apo E) przy statym napieciu 100 V przez 2
godz. Nastepnie dokonywano transferu biatek na btone nitrocelulozowg (Towbin i
wsp. 1979) przy statym napieciu 100 V przez 2 godz. W celu zablokowania
niespecyficznego wigzania sie przeciwciata do innych biatek, btony nitrocelulozowe
inkubowano przez 1 godz. w 5 % roztworze odtluszczonego mleka w TBS-T.
Nastepnie btony nitrocelulozowe inkubowano z pierwszym przeciwciatem przez 1
godz. w temp. pokojowej (Tabela 1), dalej ptukano trzykrotnie po 10 min. w TBS-T,

po czym przeprowadzano inkubacje z drugim przeciwcialem sprzezonym z
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peroksydazg chrzanowg w rozcienczeniu 1:5000 (SAM-HRP; GE Healthcare Bio-
Sciences Corp., Piscataway, NJ) przez 1 godz. w temp. pokojowej. Nastepnie btony
ptukano trzykrotnie po 10 min. w TBS-T. Do detekcji biatka wykorzystywano metode
chemiluminescencji z uzyciem odczynnika ECL (SuperSignal; Pierce, Rockford, IL).
We wszystkich doswiadczeniach czas naswietlania filméw uzytych do analizy
densytometrycznej wynosit 30 s.. Analiza densytometryczna filméw byta
przeprowadzana z uzyciem skanera Epson Perfection 4990 (Epson America, Long
Beach, CA) oraz programu Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, San Jose, CA).
Intensywnos¢ immunoreakcji mierzona byta za pomocg NIH Image J software v 1.42i
(Bethesda, MD) (Pankiewicz i wsp. 2006, Sadowski i wsp. 2009). Ciezar
czgsteczkowy biatek byt oznaczany poprzez stosowanie odpowiednich standardow
biatkowych tj. biatek o okreslonym ciezarze czgsteczkowym (Bio Rad, Hercules, CA).
Kontrole ilosci materiatu naktadanego na studzienki zelu stanowity wyniki Western
blot z uzyciem przeciwciata przeciw [(-aktynie (42 kDa). Przeprowadzono 4

niezalezne eksperymenty.

2.1.6. Ocena zdolnosci neuronéw hipokampa do wewngatrzkomorkowej
degradacji AB

Do hodowli neuronéw hipokampa w 15DIV, prowadzonej w obecnosci lub pod
nieobecnos¢ astrocytow, podawano monomeryczny ABR40 o stezeniu 10 uM na czas
6 godz.. Nastepnie usuwano $rodowisko inkubacyjne, 3-krotnie przeptukiwano
komérki PBS ogrzanym do 37° C, po czym hodowle neuronéw badz wspét-hodowle
neuronalno-astrocytarne umieszczano w srodowisku hodowlanym pozbawionym Af3.
Komoérki pozostawiano w standardowych warunkach na czas 2, 6, 12, 24 lub 48
godz. Przed przystgpieniem do zebrania materialu w wyznaczonym punkcie
czasowym, hodowle 2-krotnie ptukano PBS, a nastepnie inkubowano z 0,01 %
trypsyng. Procedura zbierania materiatu oraz detekcji AB metodg Western blot byta
wykonywana zgodnie z protokotem umieszczonym w paragrafie 2.1.5.

Przeprowadzono 5 niezaleznych eksperymentow.
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2.1.7. Wplyw nagromadzania sie AB w neuronach hipokampa na proces
wewngatrzkomorkowej oligomeryzacji peptydu

Dojrzate hodowle neurondéw hipokampa oraz wspot-hodowle neuronalno-
astrocytarne byly poddawane dziataniu monomerycznego ABR40 lub AB42, oba w
stezeniu 10 uM, przez okres 24 godz. Nastepnego dnia usuwano wktady z
astrocytami znad warstwy neurondw, ktére przeptukiwano 3-krotnie ogrzanym PBS.
Po poddaniu neuronow przez 5 min. dziataniu 0,01 % trypsyny, komorki umieszczano
w buforze lizujgcym na & min.,, po czym zdrapywano z powierzchni ptytek i
homogenizowano 10-krotnie za pomocg tloka teflonowego. Procedura zbierania
materiatu wykonywana byta na lodzie. Uzyskany homogenat poddawano wirowaniu
przy 10 000 x g przez 20 min. w temperaturze 4°C. Uzyskany nadsgcz poddawano
analizie na obecnos¢ form oligomerycznych metodg Dot blot przy uzyciu aparatu Bio-
Dot SF Microfiltration Apparatus (Bio Rad, Hercules, CA). Do detekcji oligomerow AR
wykorzystano specyficzne przeciwciato A11 (Kayed i wsp. 2003) wigzgce sie do
oligomerow biatkowych (Invitrogen, Carlsbad, CA). Analiza densytometryczna filméw
byta przeprowadzana z uzyciem skanera Epson Perfection 4990 (Epson America,
Long Beach, CA) oraz programu Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, San Jose,
CA). Intensywno$¢ immunoreakcji mierzono za pomocg NIH Image J software v 1.42i
(Bethesda, MD). Do oceny specyficznosci reakcji jako kontroli pozytywnej uzyto
oligomerycznego AB40. Przeprowadzono 4 niezalezne eksperymenty.

Procedure oligomeryzacji AB przeprowadzono w oparciu 0 metode opisang
przez Chromy i wsp. (2003) oraz Chafekar i wsp. (2008). Monomeryczny ABR40
rozpuszczano w DMSO (1 %) i pozostawiano na 10 min. w temperaturze pokojowej.
Nastepnie stopniowo dodawano srodowisko DMEM (Dulbecco’s Modiefied Eagle
Medium; Invitrogen, Carlsbad, CA) nie zawierajace phenol red, za kazdym razem
mieszajgc probke na vortexie. W celu stworzenia warunkdw sprzyjajgcych
oligomeryzaciji, do mieszaniny dodawano 2 % SDS. AB (100 uM) pozostawiano na 24
godz. w 4° C. Nastepnego dnia probke wirowano (14 000 x g, 10 min.) przy uzyciu
filtrow  Microcon® YM-10 (Millipore, Billerica, MA), w celu usuniecia
niezagregowanych form Ap.

Inna zastosowana metoda pomiaru stezenia oligomerow AR w lizatach
komérkowych polegata na wykonaniu testu ELISA przy uzyciu fabrycznego pakietu

(Aggregated AB Human ELISA Kit; Invitrogen Carlsbad, CA). Pomiaru absorbanciji
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dokonano przy dtugosci fali 450 nm za pomocg spektrofotometru Epoch Microplate
Spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc. Winooski, VT). Przeprowadzono 4

niezalezne eksperymenty.

2.1.8. Wykrywanie fibryli AB wewnatrz komoérek nerwowych

Do oznaczenia poziomu fibryli AB wewnatrz komorek nerwowych
wykorzystano barwienie z uzyciem Tioflawiny S. Procedura barwienia Tioflawing S
polegata na pokryciu roztworem barwnika komorek rosngcych na szkietku
nakrywkowym na czas 6 min., a nastepnie preparat umieszczano w alkoholu
etylowym o stezeniu 80 % na 3 min., 50 % na 1 min. oraz w wodzie destylowanej na
30 sek. Otrzymane preparaty komoérkowe poddawano analizie w mikroskopie
fluorescencyjnym Nikon 80i wyposazonym w kolorowg kamere DS-Fi1 5 z pomocg
oprogramowania Nikon NIS Elements image analysis software (Nikon Corp. Tokyo,
Japan). Zdjecia neuronéw wykonywano pod powiekszeniem 100 x z uzyciem imersiji,

zapisywano w formacie TIF z rozdzielczoscig 600 dpi.

2.1.9. Ocena immunocytochemiczna wewnatrzkomorkowej lokalizacji AB

W 12 DIV, do hodowli neuronéw hipokampa dodawano mieszanine
monomerow AB40 sprzezonego ze znacznikiem fluorescencyjnym, FITC-AB40 (WM
Keck Laboratorium Yale Univ, USA) oraz nieznakowanego AB40 w stosunku 1:9 o
koncowym stezeniu 10 uM. Po 72 godz. inkubacji hodowli neuronéw bgdz wspot-
hodowli neuronalno-astrocytarnych z AR, neurony utrwalano 80 % metanolem przez
10 min., nastepnie komorki ptukano trzykrotnie PBS i poddawano dziataniu 0,25 %
Triton-X (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) przez 2 min. Badania immunocytochemiczne
przeprowadzano z wykorzystaniem kitu Mouse on Mouse (MOM; Vector
Laboratories, Ltd., Burlingame, CA) zgodnie z protokotem zatgczonym przez
producenta. Wyznakowane neurony oceniano w mikroskopie fluorescencyjnym Nikon
80i wyposazonym w kolorowg kamere DS-Fi1 5 oraz z pomocg oprogramowania
Nikon NIS Elements image analysis software (Nikon Corp. Tokyo, Japan). Zdjecia
neurondw wykonywano pod powiekszeniem 100 x z wykorzystaniem imersiji,
zapisywano w formacie TIF z rozdzielczoscig 600 dpi. Przeprowadzono 3 niezalezne
eksperymenty.
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2.1.10. Ocena ekspresji powierzchniowych markerow neuronalnych w
warunkach inkubacji komorek z AB

Dojrzate hodowle neuronéw hipokampa zostaly poddane dziataniu
monomerow 10 uM AB40 w obecnosci lub pod nieobecnos¢ apo E. Po 72 godz.
inkubacji, neurony utrwalano 80 % metanolem przez 10 min., nastepnie ptukano
trzykrotnie PBS i poddawano dziataniu 0,25 % Triton-X przez 2 min. Badania
immunocytochemiczne przeprowadzano 2z uzyciem pakietu M.O.M. (Vector
Laboratories, Ltd., Burlingame, CA) zgodnie z protokotem zatgczonym przez
producenta. Podjednostka NR1 receptora NMDA, PSD-95 oraz synaptofizyna byty
znakowane za pomocg specyficznych przeciwciat monoklonalnych (Tabela 1).
Inkubacje z przeciwciatem pierwszorzedowym prowadzono przez 2 godz.. Po
trzykrotnym przeptukaniu PBS, dodawano biotynylowane przeciwciato drugorzedowe
(Vector Laboratories, Ltd., Burlingame, CA) na 1 godz.. Nastepnie komorki
umieszczano w roztworze awidyna-Cy3 lub awidyna-Cy2 na 30 min, po czym
trzykrotnie ptukano PBS i naktadano DAPI. Wyznakowane neurony oceniano w
mikroskopie fluorescencyjnym Nikon 80i wyposazonym w kolorowg kamere DS-Fil 5
z uzyciem oprogramowania Nikon NIS Elements image analysis software (Nikon
Corp. Tokyo, Japan). Zdjecia neuronéw wykonywano pod powiekszeniem 100 x z
wykorzystaniem imersji, zapisywano w formacie TIF z rozdzielczo$cig 600 dpi.
Poziom ekspresji biatek postsynaptycznych oznaczano na podstawie losowo
wybranych pieciu miejsc pomiarowych zebranych z okreslonych neurytéw na odcinku
o dtugosci 20 uM i analizowano za pomocg NIH Image J software v 1.42i (Bethesda,
MD). Obszary testowe pobrano z 20 neuronéw przypadajgcych na jeden wiariant
eksperymentu, doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Wyniki
pomiaréw gestosci markerow synaptycznych wyrazono jako % wartosci kontrolnej.

W doswiadczeniach zaprojektowanych w celu uwidocznienia AB wchodzgcego
w sktad powierzchniowej lub wewngtrzkomoérkowej puli tego peptydu, neurony
poddano dziataniu FITC-AR40 oraz nieznakowanego AB40 w proporcji 1:9 do
uzyskania koncowego stezenia 10 yM. Obraz neuronéw MAP2-pozytywnych (Tabela
1) analizowano za pomocg mikroskopu konfokalnego (Bio-Rad Radiance 2000
confocal system; Hercules, CA) pod obiektywem immersyjnym 60 Xx.

48



Tabela 1. Spis uzytych przeciwciat

Rozciehczenie do

Klon Antygen Typ badan Rozcienczenie Pochodzenie
immunocyto- do Western
chemicznych blot
. Mysie . .
AC-15 N'gokg'/i; B- monoklonalne 1:1000 SSI?TguﬂdT\I/(Izg
Mysie Sigma-Aldrich,
3H2 GFAP monoklonalne 1:1000 St. Louis, MO
Otrzymane dzieki
uprzejmosci Richarda J.
4G8 AR Mysie Kascsaka, NYS Institute for
Reszta 17-24 | monoklonalne 1:5000 Basic Research, Staten
Island, NY
Otrzymane dzieki
uprzejmosci Richarda J.
6E10 AR Mysie Kascsaka, NYS Institute for
Reszta 1-16 monoklonalne 1:5000 Basic Research, Staten
Island, NY
Mysie
7E3-1B8 PSD-95 monoklonalne 1:500 1:2000 Millipore, Billerica, MA
Oligomery AR Krolicze
All poliklonalne 1:500 Invitrogen, Carlsbad, CA
C-koniec
C-20 podjednostki Kozie 1:500 Santa Cruz Biotechnology,
NMDAC1 poliklonalne Santa Cruz, CA
G-4 EEAl Mysie 1:100 Santa Cruz Biotechnology,
Reszta 1-300 | monoklonalne Santa Cruz, CA
GFAP/Alexa ® Mysie
GA5 488 monoklonalne 1:100 Cell Signaling Technology
H-8 SYP Mysie 1:200 1:5000 Santa Cruz Biotechnology,
Reszta 221- monoklonalne Santa Cruz, CA
313
Krélicze Santa Cruz Biotechnology,
H-50 Rab 7 poliklonalne 1:100 Santa Cruz, CA
Krélicze Santa Cruz Biotechnology,
H-75 Katepsyna D poliklonalne 1:100 Santa Cruz, CA
Mysie Sigma-Aldrich,
HM-2 MAP2 monoklonalne 1:1000 St. Louis, MO
HSP60 HSP60 Mysie 1:100 Stressgen Bioreagents,
Reszta 288- monoklonalne Ann Arbor, Ml
366
C-koniec Kozie 1:200 Santa Cruz Biotechnology,
M-20 mysiej apoE poliklonalne Santa Cruz, CA
NR1/ Mysie
NR-1, NMDA monoklonalne 1:100 Millipore, Billerica, MA
CT Reszta 834-
938
Fosfo- Krolicze 1:5000 Sigma-Aldrich,
Tau Ser199/202 poliklonalne St. Louis, MO
biatka Tau
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2.1.11. Hodowla pierwotna neuronéw ziarnistych moézdzku szczura

Komorki uzyskano z 8-dniowych szczuréw szczepu Wistar obu ptci wg metody
opisanej przez Schousboe i wsp. (1985). Skoére zwierzat (16 sztuk na jedno
doswiadczenie) poddawano sterylizacji alkoholem, a nastepnie wykonywano
dekapitacje. Ze zwierzat izolowano moézdzki, ktére krojono nastepnie na siekaczu
Mcllwaina na skrawki o wymiarach 400 x 400 ym. Uzyskany homogenat tkanki
poddawano trypsynizacji w buforze HIB o skfadzie: 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 25 mM
HEPES, 9,1 mM glukoza z dodatkiem 0,025 % trypsyny (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) i 0,05 % DNazy (Roche Applied Science, Indianapolis, IN), ktére dalej
wytrzgsano przez 15 min. w tazni wodnej. Nastepnie dodawano roztwor zawierajgcy
inhibitor trypsyny. Po zwirowaniu zawiesiny komorek, nadsgcz usuwano, a osad
zawieszano w cieptym srodowisku wzrostowym BME (Basal Medium Eagle) z
dodatkiem soli Earla (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) uzupetnionym 10 % cieleca
surowicg ptodowg (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 25 mM KCI oraz 0,5 % roztworem
penicyliny/streptomycyny  (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Osad komorek
rozdrabniano przy pomocy strzykawki z grubg igtg, a nastepnie wirowano przez 15
min. Uzyskany osad zawieszano w okreslonej objetosci BME i rozdrabniano w celu
uzyskania zawiesiny pojedynczych komorek. Do liczenia komoérek w komorze
BUrkera uzywano 2 % roztworu bitekitu trypanu. Gestosé wysiewanych komorek, w
zaleznosci od doswiadczenia, wynosita 2 min / dotek ptytki 12-dotkowej (NUNC,
USA) oraz 13 min / 25 cm? butelke (NUNC, USA). Po 72 godz. od zatozenia hodowli
dodawano 5 uyM AraC w celu ograniczenia namnazania sie fibroblastow oraz
komorek glejowych. Hodowla prowadzona byta w inkubatorze w warunkach
standardowych przy 37° C, 5 % zawartosci CO, i 95 % wilgotnosci powietrza.

Doswiadczenia przeprowadzanow 8 DIV.

2.1.12. Schemat podawania substancji farmakologicznie czynnych w modelu

ostrej neurotoksycznosci Glu

Do indukcji ekscytotoksycznosci, jak opisata uprzednio Ancarcrona i wsp.
(1995), wykorzystano 30 min. inkubacje komorek z glutaminianem sodu (Glu)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) rozpuszczonym w buforze LOCKE 25 o skfadzie: 134
mM NacCl, 25 mM KCI, 4 mM NaHCO3;, 5 mM HEPES, 2,3 mM CacCl,, 5 mM D-
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glukoza, 50 uM glicyna o pH 7,4. Po usunieciu srodowiska wzrostowego komorki
umieszczano w buforze LOCKE 25 z dodatkiem:

1. 250 pyM Glu oraz 0,5 pM MK-801; 5 yM MEM lub 1MeTIQ w stezeniach 100,
250, 500 uM. Inhibitory byly dodawane 5 min. przed podaniem Glu
(bezposrednia neuroprotekcja);

2. 250 yM Glu oraz 0,5 yM MK-801 lub 1MeTIQ w stezeniach 100, 250, 500 puM.
Inhibitory byly dodawane na okres 30 min., 24 lub 48 godz. przed podaniem
Glu (prekondycjonowanie);

3. 100 uM Glu oraz 0,5 yM MK-801; 5 yM MEM lub 1MeTIQ w stezeniach 100,
250, 500 pM. Inhibitory byty dodawane na okres 30 min., 30 min., 1 godz. lub
3 godz. po podaniu Glu (postkondycjonowanie).

Po inkubacji neurondw z badanymi substancjami, przywracano s$rodowisko
wzrostowe i prowadzono hodowle w warunkach standardowych przez kolejne 24
godz.. Nastepnie komorki utrwalono 80 % metanolem i barwiono 0,05 % jodkiem
propidyny. Oceny przezywalnosci neuronow, wyrazonej jako liczba zywych i
martwych komoérek, dokonywano przy uzyciu mikroskopu fluoroscencyjnego Zeiss
Axiovert 25. Przeprowadzono 3 niezalezne eksperymenty, przy liczbie punktow

pomiarowych n=18 (+ SD).

2.1.13. Wptyw 1MeTIQ na wigzanie znakowanych ligandow

Badanie powinowactwa 1MeTIQ do miejsc wigzania agonisty, ko-agonisty
oraz antagonisty na kompleksie receptora NMDA, przeprowadzono na frakciji
btonowej synaptoneurosomoéw izolowanej z mdzgoéw dorostych szczuréw szczepu
Wistar wg metody opisanej przez Wang i wsp. (1999a). Uzyskang frakcje bton
synaptosomalnych inkubowano w buforze 5 mM Tris-HCI o pH 7,4, w obecnosci 100
MM NMDA, 1MeTIQ w zakresie stezen 50-750 yM oraz znakowanych liganddw,
zaleznie od wariantu eksperymentu: 4 nM [°*H]MK-801, 12 nM [*H]D-seryny lub 12,5
UM [PH]Glu. W celu okreslenia wigzania niespecyficznego, do czesci probéwek
dodawano nieznakowany ligand odpowiednio dla poszczegodlnych wariantow
eksperymentu 10 yM MK-801, 10 uM D-seryne lub 1 mM Glu. Inkubacje prowadzono
w temperaturze 30° C przez 30 min. w fazni wodnej z mieszaniem. Po zakonczeniu
inkubaciji probki filtrowano stosujgc Cell Harwester MPR-24 (Brandel) i filtry Whatman

GF/B nasgczone medium inkubacyjnym, po czym prébki tgczono z mieszaning
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scyntylacyjng Bray'a. Radioaktywnos¢ probek mierzono w liczniku scyntylacyjnym
Wallac 1409 korzystajgc z programu pomiarowego dla trytu. Przeprowadzono 4

niezalezne eksperymenty, przy liczbie punktéw pomiarowych n=8 (+ SD).

2.1.14. Pobieranie **Ca przez komérki ziarniste mézdzku w obecnosci 1MeTIQ

Po usunieciu srodowiska wzrostowego, komoérki preinkubowano w buforze o
sktadzie: 154 mM NaCl, 5,6 mM KCI, 3,6 mM NaHCO3, 1,3 mM CaCl2, 5,6 mM
glukoza, 10 mM HEPES o pH 7,35, przez 10 min. w 37° C. Do oceny wplywu
1MeTIQ na aktywnosé receptora NMDA, do hodowli neuronéw podawano 500 uM
1MeTIQ oraz 5 pM glicyne na 5 min., po czym dodawano *°CaCl, (1 pCi/dotek)
jednoczesnie z 250 uM Glu lub 250 uM NMDA. Komorki w obecnosci badanych
substancji inkubowane byty przez 10 min.. Po usunieciu srodowiska radioaktywnego,
neurony ziarniste przeptukiwano zimnym buforem bez glukozy oraz CaCly,
zawierajgcym 2 mM EGTA. Nastepnie do kazdego dotka na ptytce dodawano zimny
roztwér 0,5 M NaOH i pozostawiano na 30 min. w 4° C. Uzyskany lizat komorkowy
taczono z mieszaning scyntylacyjng Bray a. Pomiaru radioaktywnosci dokonywano
za pomocg licznika scyntylacyjnego Wallac 1409. Przeprowadzono 3 niezalezne

eksperymenty, przy liczbie punktéw pomiarowych n=9 (+ SD).

2.1.15. Wptyw 1MeTIQ na poziom wapnia wewnatrzkomoérkowego w neuronach
ziarnistych mézdzku szczura

Komorki inkubowano w obecnosci wrazliwej na wapn sondy fluorescencyjnej
Calcium Orange/AM (Invitrogen, Carlsbad, CA) o stezeniu 14 pM w buforze
zawierajgcym 154 mM NaCl, 5,6 mM KCI, 2,3 mM CaCl2, 5,6 mM glukoze oraz 8,6
mM HEPES o pH 7,4, przez 30 min. w warunkach standardowych. Nadmiar barwnika
byt nastepnie 3-krotnie odptukiwany powyzszym buforem, po czym komoérki byty
umieszczane w buforze i inkubowane w obecnosci antagonistow receptora NMDA ;.
0,5 yM MK-801 lub 1MeTIQ w trzech stezeniach 100, 250, 500 uM przez 2 min. oraz
5 pM glicyny (Wahl i wsp. 1989, Berman i wsp. 2000, warunki nieznacznie
zmodyfikowano). Sygnat wapniowy generowano poprzez podanie 250 yM Glu.
Zmiany fluorescencji sondy Calcium Orange, odpowiadajgce fluktuacjom stezenia
wewnatrzkomérkowego wapnia [Ca®']i, rejestrowano przez 40 min. co 2 min. za
pomocg czytnika FLUOstar Omega BMG LABTECH GmbH (Germany) przy
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dtugosciach fal: dla swiatta wzbudzajgcego (ex) 530 nm i dla Swiatta emitowanego
(em) 580 nm. Wynik przedstawiono w postaci procentowych zmian intensywnosci
fluorescencji Calcium Orange po podaniu badanych substancji w stosunku do
poziomu fluorescencji wyjsciowej, mierzonej w tych samych komérkach przed

zadziataniem bodzca. Przeprowadzono 3 niezalezne eksperymenty, (+ SD).

2.1.16. Ocena wplywu 1MeTIQ na poziom produkcji wolnych rodnikéw
tlenowych

Neurony hipokampa w 8 DIV inkubowano w obecnosci 16 uM DCFH-DA (6-
carboxy-2°,7 -dichlorofluorescin diacetate; Molecular Probes Inc., USA) w buforze
Locke 25 przez 30 min. w warunkach standardowych wg metody opisanej przez
Wang i wsp. (1999b). Nadmiar barwnika 3-krotnie odptukiwano stosujgc bufor Locke
25, po czym komorki pozostawione w buforze poddawano dziataniu antagonistow
receptora NMDA tj. TMeTIQ w stezeniach 100 yM, 250 uyM oraz 500 pyM oraz 0,5 yM
MK-801 przez 2 min. w obecnosci 5 uM glicyny. Nastepnie do hodowli dodawano 10
MM H2O02 i po 5 min. mierzono poziom fluorescencji komorek przez 30 min. co 2 min.
przy uzyciu czytnika FLUOstar Omega BMG LABTECH GmbH (Germany). Do
pomiaru zastosowano filtry: dla swiatta wzbudzajgcego (ex) 485 nm i dla Swiatta

emitowanego (em) 538 nm. Przeprowadzono 3 niezalezne eksperymenty, (+ SD).

2.2. Badania in vivo

2.2.1. Okreslenie potencjatu neuroprotekcyjnego 1MeTIQ w modelu
odwracalnej ischemii przodomézgowia dorostych myszoskoczkow

Badania wykonano na dorostych myszoskoczkach mongolskich potocznie
zwanych gerbilami (Meriones unguiculatus), samcach o masie 60-80 g. Globalng

ischemie mozgu indukowano jak opisano przez Duszczyk i wsp. (2006).
Zwierzeta podzielono na trzy gtéwne grupy doswiadczalne:

1. Ischemia nieleczona (testowa): zwierzeta poddane operacji zacisniecia tetnic
szyjnych wspolnych na czas 3 min., n=10;
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2. Ischemia leczona: zwierzeta operowane jak w grupie 1, otrzymywaty 1MeTIQ

w iniekcji dootrzewnowej 60 min. przed indukcjg ischemii, n=10;

3. Grupa kontrolna (ang. sham): zwierzeta poddane pozorowanej operacji
polegajgcej na wypreparowaniu tetnic szyjnych wspoélnych bez ich zacisniecia,
n=10.

Przed wykonaniem zabiegu zwierzeta poddano narkozie wziewnej halotanem w
stezeniu 4 % w mieszaninie 30 % O, i 70 % N,O. Dwie minuty przed operacjg
poziom halotanu obnizano do 2 % i utrzymywano na tym poziomie podczas
przeprowadzania ischemii. Tetnice szyjne wspolne izolowano poprzez niewielkie
naciecie w linii Srodkowej szyi. Ischemia mdzgu byta indukowana poprzez zacisniecie
obu tetnic szyjnych wspolnych na czas 3 min. za pomocg atraumatycznych klipséw
(Fine Science Tools, Germany). Zwierzeta byty operowane na podgrzewanym stoliku

o temperaturze 37° C. Po opatrzeniu rany, zwierzeta wracaty do klatek.

Czternascie dni po ischemii myszoskoczki byty znieczulane letalng dawka
halotanu i poddawane perfuzji dosercowej 4 % roztworem formaliny (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Po wypreparowaniu mdzgow, przenoszono je do 4 % roztworu
formaliny na okres 1 tygodnia, po czym odwadniano we wzrastajgcych stezeniach
etanolu i umieszczano w parafinie. M6zgi krojono na kriostacie (Micron HM550).
Skrawki byty barwione fioletem krezylu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Dla kazdego
zwierzecia badano przynajmniej 5 fragmentéw ze Srodkowej czesci obu hipokampdw
za pomocg mikroskopu swietlnego (Zeiss Axiovert 25) w obiektywie 40 x. Liczbe
zachowanych neuronéw piramidowych w sektorze CA1 liczono w dziesieciu 0.1 mm
odcinkach w kazdym fragmencie hipokampa. Srednig liczbe neuronéw wyrazono jako
procentowg wartos¢ sredniej liczby neuronéw w sektorze CA1 u zwierzat poddanych
pozorowanej operacji (320 neuronéw na 1 mm). Dalej obliczano $redni ubytek
neuronow piramidowych hipokampa dla kazdej grupy zwierzgt (Duszczyk i wsp.
2005, 2006).
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2.2.2. Ocena neuroprotekcyjnego dziatania 1MeTIQ w modelu asfiksji
okofoporodowej u oseskoéw szczurzych

Hipoksje/ischemie indukowano wg zaadaptowanego do miodych zwierzat
modelu Levine’a opisanego przez Rice’a i wsp. (1981) w modyfikacji Andine i wsp.

(1990). Zwierzeta podzielono na nastepujgce grupy doswiadczalne:

1. Hipoksja/ischemia nieleczona: zwierzeta po operacji jednostronnego
podwigzania i przeciecia tetnicy szyjnej wspolnej poddano 65 min.

niedotlenieniu, n=10;

2. Hipoksja/ischemia leczona: zwierzeta poddane zabiegowi jak w grupie 1,
otrzymywaty dootrzewnowo mikroiniekcje 1MeTIQ (25 mg/kg lub 50 mg/kg
masy ciata), podang 30 min. 2 godz. i 4 godz. po hipoksji/ischemii, n=10;

3. Grupa kontrolna (ang. sham) poddana pozorowanej operacji polegajgcej
na wypreparowaniu tetnicy szyjnej wspolnej bez jej podwigzania i bez

hipoksji, n=10.

Przed przystgpieniem do wywotania hipoksji/ischemii, noworodki szczurze
poddawano znieczuleniu wziewnemu halotanem w stezeniu 4 % w czasie indukcji
narkozy i 1,5-2,0 % w czasie jej podtrzymywania, podawanym w mieszance gazowej
O, z N,O w stosunku 1:0,6. Operacja polegata na wypreparowaniu tetnicy szyjnej
wspolnej, ktorg podwigzywano w dwoch miejscach chirurgicznymi nicmi jedwabnymi
(7.0), a nastepnie przecinano miedzy podwigzkami, lub tylko wypreparowano (sham).
Po nasaczeniu rany anestetykiem miejscowym (lignokaing) rane zaszywano, a
zwierzeta odstawiano do klatki z matkg na okres jednej godziny. Po tym czasie
zwierzeta ponownie oddzielano od matki i poddawano hipoksji przez 65 min. w
termostatowanej kamerze (35-36° C) ze stalym przeptywem (3 I/min) mieszanki
gazowej zawierajacej 7,2 % O, W N, nawilzanej przez przedmuchiwanie przez

ptuczke z wodg destylowang. Nastepnie zwierzeta umieszczano w klatce z matka.

Dwa tygodnie po hipoksji/ischemii zwierzeta usypiano letalng dawkg vetbutalu,
dekapitowano, a wypreparowywane mozgi przecinano wzdtuz szczeliny podtuznej
mozgu (fissura longitudinalis) i kazdg z potkul wazono z doktadnoscig do 0,1 mg.
Uszkodzenie moézgowia po przebytej hipoksji/ischemii wyrazano jako procentowy

deficyt masy potkuli po stronie operowanej w stosunku do potkuli kontrolnej.
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3. Wyniki

3.1. Wplyw AB12-28P na toksycznos¢ A w hodowlach pierwotnych neuronéw

Woczesne zaburzenia przekaznictwa w synapsach glutaminianergicznych oraz
obnizenie funkcji poznawczych nalezg do grupy zjawisk scharakteryzowanych w
wielu modelach doswiadczalnych AD (Ashe i Zahs 2010), ktorym towarzyszy
odktadanie sie AB w komoérkach nerwowych. Odkad jeden z gtéwnych, uznanych
przez wielu badaczy, mechanizméw wewngtrzkomorkowego nagromadzania sie AR
uwzglednia udziat receptorow LRP w tym procesie (Oddo i wsp. 2003, Shankar i wsp.
2009), rola apo E w wychwycie oraz odktadaniu sie AR w neuronach wydaje sie byé
kluczowa. Stad tez, pomimo istotnych funkcji biologicznych, jakie apo E petni w OUN,
czgsteczka ta zaliczana jest do grupy czynnikbw nasilajgcych procesy
neurodegeneracyjne przyspieszajgce rozwoj AD. Na podstawie obserwaciji
przeprowadzonych przez Ma i wsp. (1996) wiadomo, iz miejscem wigzania apo E do
sekwencji AB jest motyw 12-28, co sugeruje, iz ten fragment peptydu odpowiada za
tworzenie komplekséw AB/apo E. Na tej podstawie mozna przypuszczag, iz zwigzki
hamujgce interakcje pomiedzy AB a apo E mogg zapobiegaC¢ zaburzeniom
neurotransmisji synaptycznej towarzyszgcym wczesnym stadiom choroby, a tym

samym by¢ rozpatrywane jako potencjalne terapeutyki w leczeniu AD.

3.1.1. Ocena neurotoksycznosci AB w pierwotnej hodowli neuronéw hipokampa

myszy

Na podstawie danych z literatury opisujgcych ekspresje poszczegdlnych
podjednostek receptora NMDA w hodowli neuronéw hipokampa w zaleznosci od
stopnia ich zréznicowania (Luo i wsp. 2002), do swoich badan wybratam 15-dniowe,
dojrzate hodowle neuronéw hipokampa, charakteryzujgcych sie wysokg ekspresjg
funkcjonalnych receptorow NMDA na powierzchni komorek. Przed przystgpieniem do
badan dotyczacych roli apo E w zjawiskach toksycznoéci AB, niezbedne byto
wyznaczenie odpowiedniego stezenia AR dodanego do sSrodowiska wzrostowego,
przy ktorym po pobraniu peptydu przez neurony, dosztoby do uposledzenia zdolnosci
jego wewnatrzkomorkowej degradaciji, a w efekcie odktadania sie AR w przedziatach

wewngtrzkomorkowych, bez wywofania $mierci komoérek. W tym celu, dojrzate
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hodowle neuronéw hipokampa poddane byty dziataniu roznych stezen
monomerycznego ABR40 lub Ap42 przez okres 24 godz. badz 72 godz.. Jak
wykazano, niskoczgsteczkowy AP jest sprawnie wychwytywany przez neurony,
podczas gdy AB w postaci zagregowanej ma tendencje do zalegania na powierzchni
komérkowej, lokalizujgc sie  przede  wszystkim w  okolicy  synaps
glutaminianergicznych (Gylys i wsp. 2003). Stgd, w moich badaniach wykorzystatam
AB, ktory w pierwszej kolejnosci zostat rozpuszczony w HFIP w celu uzyskania frakcji
monomerycznej, a nastepnie poddany liofilizacji. Wyniki przedstawione na Ryc. 1
pokazuja, iz trwajgca 24 godz. ekspozycja hodowli neuronalnéw na dziatanie AB40
nie wptywata na zywotnos¢ komoérek, a znamienny spadek przezywalnosci neuronow
zaznaczat sie dopiero po podaniu do hodowli wysokich stezen AB40 (50 uM) na
okres 72 godz.. Efekt neurotoksyczny nie byt obserwowany réwniez w przypadku
AB42, gdy neurony hipokampa poddane byly przez okres 24 godz. dziataniu niskich
stezen tego peptydu. Wydtuzenie czasu inkubacji do 72 godz. silnie potegowato
spadek zywotnosci neuronéw w hodowli, przy czym efekt neurotoksyczny AB42 byt

szczegolnie widoczny w przypadku stezen przekraczajgcych 10 uM.
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Ryc. 1. Wptyw AB na przezywalnos¢ hodowli pierwotnej neuronéw hipokampa. Inkubacja
neuronéw z monomerycznym AB40 (A,B) lub AB42 (C,D) w zakresie stezen (5-50 pM)
prowadzona byfa przez 24 godz. (A,C) lub 72 godz. (B,D). Ocena przezywalnosci komérek
byta dokonana przy uzyciu testu MTT. Wykresy przedstwiajg wartosci srednie £ SD; ANOVA
z testem post-hoc Dunnett’a. (D) * p<0,001 w stosunku do kontroli.

3.1.2. Astrocyty jako zrodfo lipidowanej postaci apo E

Badania poswiecone okresleniu roli apo E w wewngtrzkomorkowym
odktadaniu sie AR w neuronach wymagaty potwierdzenia wtasnosci astrocytow jako
komérek bedacych zrodiem lipidowanej apo E. W tym celu oznaczytam
immunoreaktywnos¢ apo E z uzyciem specyficznego przeciwciata w lizatach czyste;j

hodowli komérek nerwowych, neurondéw hipokampa hodowanych w obecnosci
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astrocytow oraz hodowli astrocytow. Wyniki (Ryc. 2) pokazujg wysoki poziom apo E
w lizatach astrocytéw potwierdzajgc zdolnos¢ tych komorek do produkcji apo E. Brak
detekcji tej glikoproteiny w lizatach komdrek nerwowych, przy jednoczesnej
znaczgcej immunoreaktywnosci apo E w lizatach neuronéw hipokampa
pochodzgcych ze wspdt-hodowli, Swiadczy o tym, iz obecnos¢ apo E w neuronach
jest  determinowana  przede  wszystkim pobieraniem  z  przestrzeni

zewnagtrzkomorkowej apo E produkowanej przez astrocyty.

ek neurony
a0V 7o wspokhodowli oo

R e

38KDa_,.

Ryc. 2. Oznaczenie poziomu apo E w roznych typach hodowli. Ocena poziomu ekspresji apo
E przeprowadzona zostata w prébkach uzyskanych z neuronéw hipokampa hodowanych w
obecnosci lub pod nieobecnosé astrocytow oraz w lizacie z hodowli astrocytéw (A). Rycina
przedstawia przyktadowy wynik badania Western blot.

3.1.3. Wychwyt oraz odkfadanie sie AB40 i AB42 w neuronach we wspof-

hodowli neuronalno-astrocytarnej: wptyw AB12-28P

Badania z wykorzystaniem wspét-hodowli neuronalno-astrocytarnych, ktére
stanowiga model doswiadczalny najlepiej odzwierciedlajgcy fizyczng interakcje
pomiedzy AR i apo E, miaty na celu okreslenie wptywu apo E na wychwyt oraz
wewngtrzkomérkowe nagromadzanie sie peptydow AB40 oraz ABR42, jak réwniez
sprawdzenie, czy zwigzki zapobiegajgce interakcji pomiedzy AB i apo E znoszag
cytotoksyczne dziatanie AB nagromadzonego w przedziatach
wewnatrzkomoérkowych. Na podstawie przedstawionych powyzej wynikdw badan
dotyczgcych neurotoksycznego dziatania AP, do tego cyklu eksperymentow
wybratam 24 godz. inkubacje czystych hodowli neuronéw oraz wspét-hodowli
neuronalno-astrocytarnych w obecnosci dwoéch izoform AB, AB40 oraz AB42, w
stezeniach 10 pM. Jak przedstawiono na Ryc. 3, podanie AB do neuronow
hipokampa hodowanych w obecnosci astrocytow, co zapewniato produkcje apo E,

prowadzito do wzrostu zawartosci AB40 we frakcji cytozolowej o 50,8 % (A,B) za$
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AB42 o 1271 % (C,D). Wzrost wyrazono wzgledem kontroli, jakg byt poziom A
oznaczony w materiale pochodzgcym z czystych hodowli neuronow. Eksperymenty z
zastosowaniem AB12-28P, antagonisty wigzania AB/apo E pokazaty, iz hamowanie
interakcji pomiedzy AB i apo E obniza wewnatrzkomdrkowy poziom AB40 o 102,5 %,
a AB42 o 144,5 %. Podanie AB12-28P wraz z AB do czystej hodowli neuronéw nie
miato wptywu na wychwyt AB przez komérki, co swiadczy o specyficznym dziataniu

tego peptydu na tworzenie komplekséw AB/apo E.
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Ryc. 3. Wychwyt oraz wewnatrzkomoérkowe odktadanie sie peptydow AR i jego hamowanie
przez blokowanie interakciji AB/apo E. Hodowle pierwotne neuronéw hipokampa oraz wspot-
hodowle neuronalno-astrocytarne poddane byly ekspozycji na dziatanie monomerycznych
form AB40 (A,B) lub AB42 (C,D). Poziom AB w lizatach komérkowych zebranych po 24 godz.
od podania AB40 oraz AB42 oznaczany byt poprzez analize densytometryczng uzyskanych
wynikow metodg Western blot (przyktadowe bloty — B,D); B-aktyna (42 kDa). Wykresy (A,C)
przedstawiajg wartosci Srednie £ SD; ANOVA z testem post-hoc Dunnett'a. * p<0,001 w
stosunku do ApB40/42; # p<0,001 w stosunku do AB40/42+apo E.

Podanie do  wspot-hodowli neuronalno-astrocytarnych ~ AB12-28s),
stanowigcego sekwencje AB12-28P o losowo przestawionym uktadzie aminokwaséw,

nie wptywato na poziom A w neuronach.
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3.1.4. Potwierdzenie wewnatrzkomérkowego nagromadzania sie AB40 w

hodowli neuronéw hipokampa: rola apo E i wplyw AB12-28P

Wiadomo, ze internalizacja AB jest poprzedzona zwigzaniem sie peptyddéw z
powierzchnig btony komorkowe;j. Interakcja ta warunkuje pojawienie sie sygnatu do
rozpoczecia procesu endocytozy. Podany AR tworzy dwie pule peptydow:
powierzchniowg oraz wewnagtrzkomorkowg. Z uwagi na mozliwos¢ pojawienia sie
watpliwosci dotyczgcych oznaczen wewngtrzkomorkowego poziomu AR uzyskanych
metodg Western blot, dla odréznienia puli AB zwigzanej z btong plazmatyczng od
nagromadzonej wewnatrz neurondw, przeprowadzitam dodatkowg weryfikacje
przedstawionych powyzej wynikow postugujac sie technikami fluorescencyjnymi i
immunocytochemii oraz mikroskopii konfokalnej. Wykorzystanie AR znakowanego
fluorescencyjnie FITC pozwolito na precyzyjne ustalenie lokalizacji AR z podziatem
na pule zwigzang z btong komorkowa (powierzchniowg) oraz wewngtrzkomorkowg w
neuronach MAP2-pozytywnych. Jak przedstawiono na Ryc. 4, jedynie niewielka pula
AB podanego do czystej hodowli neuronéw hipokampa ulegta wychwytowi i
nagromadzeniu wewnatrz komoérek (A Ill), podczas gdy znaczna ilos¢ peptydu
pozostata zwigzana z btong komorkowa, osadzajgc sie na powierzchni neurytow (A
[). Natomiast w przypadku neuronéw rosngcych w obecnosci astrocytow, a wiec z
zapewnionym dostepem do apo E, obserwowatam stabg fluorescencje AB na
powierzchni komoérki (B 1), zas silny sygnat FITC-AB odnotowatam wewnatrz
perikarionu (B Ill). Inkubacja wspét-hodowli neuronalno-astrocytarnych z AB12-28P
doprowadzita do znaczgcego obnizenia poziomu AB wewngtrz komérek nerwowych
(cm.
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Ryc. 4. Wplyw apo E na wychyt oraz wewngtrzkomérkowe odktadanie sie FITC-AB w
neuronach hipokampa: hamowanie przez ABR12-28P. AB40 znakowany domieszkg FITC
podany byt do wspdt-hodowli neuronalno-astrocytarnej na 72 godz. W 18 DIV, preparaty
wybarwione MAP2 (na kolor czerwony) =zostaly poddane analizie w mikroskopie
konfokalnym. Panel przedstawia skan preparatu o grubosci 1 pm. Strzatki wskazujg
lokalizacje AB-FITC (kolor zielony) w obrebie neuronu.

3.1.5. Udziat apo E w procesach wewnatrzkomoérkowej degradacji i agregacji AB

Dotychczasowe wyniki moich badan wskazujgce na istotny udziat apo E w
procesach pobierania oraz wewngtrzkomérkowego nagromadzania sie peptydow A
staty sie punktem wyjscia do rozwazenia roli apo E w wewnatrzneuronalnej agregac;ji
AB. Zagadnienie to jest stabo poznane. W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam
serie eksperymentéw, ktérych zatozeniem byta préoba wyjasnienia dalszych losow AR
nagromadzonego w neuronach w obecnosci apo E. W tym celu hodowle neuronéw
hipokampa oraz wspot-hodowle neuronalno-astrocytarne zostalty poddane 6-
godzinnej ekspozycji na dziatanie AB40, po czym oznaczytam poziom AR w lizatach
komérkowych w réznych punktach czasowych po usunieciu AR ze S$rodowiska

hodowlanego. Badanie immunochemiczne frakcji cytozolowej uzyskanej z czystej
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hodowli neuronéw pozwolito zaobserwowac¢ szybko postepujacy spadek zawartosci
AB w badanym materiale (Ryc. 5 B), a oznaczony okres poftrwania AB wynosit
t1/2=3,2 godz. (Ryc. 5 A). Natomiast analiza probek lizatbw komdrek nerwowych
pochodzgcych ze wspoét-hodowli wykazata diugo utrzymujgcy sie wysoki poziom AB
w neuronach, obecnos¢ AB w lizatach komérkowych byta wykrywalna nawet po 48
godz. (Ryc. 5 C). To przemawia za zachodzagcym w obecnosci apo E istotnym
zaburzeniem funkcji neurondw, jakg jest fizjologiczna degradacja biatka

amyloidowego.
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Ryc. 5. Ocena zdolnosci neuronéw hipokampa do wewnatrzkomérkowej degradacji AR w
obecnosci apo E. Do oznaczenia poziomu AB40 oraz ApP42 w lizatach komérkowych z
hodowli neuronéw oraz wspoét-hodowli neuronalno-astrocytarnych postuzyty prébki materialu
zebranego kolejno w przedziale czasowym 0-48 godz., gdzie za czas O przyjeto zmiane
$rodowiska inkubacyjnego na podifoze hodowlane pozbawione AB. Lizaty komodrek
nerwowych byty analizowane metodg Western blot (B,C); B-aktyna (42 kDa). Wykres (A)
przedstawia wyniki analizy densytometrycznej; wartosci $rednie £ SD.

Przedstawione powyzej wyniki Swiadczgce o obnizeniu w obecnosci apo E
zdolnosci neuronéw do degradacji AR sktonity mnie do zbadania wptywu apo E na
stan agregacji AB nagromadzanego w neuronach hipokampa. Lizaty komérkowe z
hodowli neurondow i wspot-hodowli neuronalno-astrocytarnych poddane byty badaniu
na obecnos¢ form oligomerycznych AB. Zaobserwowatam niewielkg zawartos¢
oligomeréw AB40 oraz stosunkowo wysoki poziom oligomerow AB42 w czystych

hodowlach neuronéw (Ryc. 6 A,B). We frakcji cytozolowej neuronéw hipokampa
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hodowanych w obecnosci astrocytow, zawarto$¢ form oligomerycznych zaréwno dla
AB40 jak i AB42 byta znaczgco zwiekszona, przy czym nie obserwowatam istotnych
réznic w poziomie oligomerow AR pomiedzy obiema formami tego peptydu (Ryc. 6
A,B.
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Ryc. 6. Tworzenie form oligomerycznych AR w neuronach w zaleznosci od dostepnosci apo
E i zwiekszonego wychwytu peptydu przez komorki nerwowe. Hodowle neuronéw oraz
wspot-hodowle neuronalno-astrocytarne poddane byly dziataniu monomerycznego AB40 lub
AB42 przez 24 godz. (A), po czym przeprowadzono analize frakcji cytozolowej na obecnos¢
oligomeréw AR wykorzystujgc metode Dot blot z uzyciem specyficznego przeciwciata A11
(B). Kontrole negatywng (A mono.) stanowit syntetyczny zmonomeryzowany AB42. Kontrole
pozytywng (AB oligo.) stanowit syntetyczny oligomeryczny Ap42. Wykres przedstawia
wartosci srednie £+ SD; ANOVA z testem post-hoc Tukey'a. * p<0,001 w stosunku do
AB40/42.

3.1.6. Zapobieganie przez AB12-28P wewnatrzkomoérkowej agregacji peptydow
AB

W oparciu o omoéwione powyzej wyniki wskazujgce na istotne obnizenie
pobierania oraz odktadania sie peptydow AB w neuronach we wspot-hodowli
neuronalno-astrocytarnej po zastosowaniu AB12-28P (Ryc. 3), jak rowniez kierujgc
sie obserwowanym przeze mnie nasileniem procesu oligomeryzacji AR w obecnosci
apo E (Ryc. 6), zbadatam wptyw AB12-28P na poziom oligomeréw w neuronach
hipokampa. Zgodnie z prezentowanymi powyzej wynikami, badania przy
wykorzystaniu testu ELISA potwierdzity brak réznic w wewngtrzkomdrkowe;j
zawartosci form oligomerycznych pomiedzy AB40 a APR42, ktéra wyniosta
odpowiednio 57,5 ng/ml oraz 57 ng/ml (Ryc. 7). Zaobserwowatam natomiast
znaczgce obnizenie poziomu oligomerow w neuronach po podaniu do hodowli

neuronalno-astrocytarnych  Ap12-28P. W tym wypadku zawartos¢ form
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oligomerycznych w neuronach inkubowanych z AB40 wynosita 30.0 ng/ml, zas$ z
AB42 wyniosta 40 ng/ml.
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Ryc. 7. Wptyw AB12-28P na oligomeryzacje AB w neuronach. Wspot-hodowle neuronalno-
astrocytarne prowadzone byly w obecnosci monomerycznego AB40 lub AB42. Do hodowli
podawano takze ABR12-28P. Po 24 godz. inkubacji neurondw z badanymi substancjami,
przeprowadzono analize materiatu stosujgc test ELISA przeznaczony do oszacowania
poziomu oligomerow w lizatach komoérkowych. Wykres przedstawia wartosci srednie £ SEM,;
ANOVA z testem post-hoc Tukey'a. * p<0,05 w stosunku do AB40+apo E lub AB42+apo E.

3.1.7. Ocena stopnia fibrylizacji wewnatrzneuronalnych agregatow AB

Uzyskane wyniki badan, wskazujgce na silny wzrost immunoreakcji z
przeciwciatem znakujgcym formy oligomeryczne AB w lizatach neuronéw uzyskanych
ze wspot-hodowli  neuronalno-astrocytarnych, nasunety pytanie czy AP
nagromadzany w komdérkach nerwowych w nastepstwie jego wychwytu z przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej moze ulega¢ kolejnemu po oligomeryzacji etapowi agregaciji
jakim jest tworzenie struktur fibrylarnych, znajdowanych m.in. w ptytkach starczych.
W wyniku analizy immunocytochemicznej uzyskatam negatywng reakcje na

obecnos¢ form fibrylarnych AB w agregatach wewnatrzkomérkowych (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Wplyw wewnagtrzkomoérkowego nagromadzania sie AB na fibrylogeneze. Ocena
preparatow hodowli neuronalnych oraz wspoét-hodowli neuronalno-astrocytarnych na
obecnos¢ struktur fibrylarnych zostata wykonana po 72 godz. inkubacji komoérek z
monomerycznym ABR40 na podstawie barwienia tioflawing S (kolor zielony). Do analizy
wykorzystano neurony PSD-95-pozytywne (kolor czerwony).

kontrola

AR40

AR40+apo E

3.1.8. Wpfyw apo E na rozmieszczenie peptydow AB w obrebie neuronu

Jak pokazujg zaprezentowane wyniki badan, w warunkach zapewniajgcych
dostepnos¢ apo E, podwyzszonemu stezeniu AR w przestrzeni zewnatrzkomaorkowej
towarzyszy sprawny wychwyt oraz wewngtrzkomoérkowe nagromadzanie sie i
agregacja peptydow AB w formy oligomeryczne. Bazujgc na powszechnie uznanym
twierdzeniu, iz pobieranie AR z przestrzeni zewnatrzkomorkowej zachodzi przede
wszystkim na drodze endocytozy, a gtownymi strukturami odpowiedzialnymi za
patologiczne nagromadzanie sie AB sg endosomy oraz lizosomy, dokfadniej
zbadatam lokalizacje AR w obrebie neuronu oraz wptyw AB12-28P na zmiany w
dystrybucji AB w przedziatach wewnatrzkomérkowych. Zaobserwowatam, iz

zwiekszonemu wychwytowi AR przez neurony hipokampa indukowanemu
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tworzeniem kompleksoéw z apo E towarzyszy wyrazny wzrost zawartosci peptydow
AB w poznych endosomach (B Ill) oraz lizosomach (C Ill), jak rowniez nieznaczne
podwyzszenie ilosci AB we wczesnych endosomach (A lll) oraz mitochondriach (D
[Il). Ponadto, wyniki pokazujg znaczgce obnizenie poziomu AR po zastosowaniu
AB12-28P we wszystkich czterech typach organelli komérkowych (A-D 1V),
potwierdzajgc unikalne wiasciwosci AB12-28P jako blokera wychwytu oraz zalegania
peptyddw AB  wewnatrz  neuronow. Pomimo  wyraznych  réznic w
wewngtrzkomorkowej lokalizacji AR w poszczegolnych wariantach eksperymentu,
znaczna pula tego peptydu nie wykazywata wspot-lokalizacji z zadnym z badanych
znacznikéw organelli komorkowych, co moze oznaczadé, iz Ap oprécz odktadania sie

w strukturach Sciezki endosomalno/lizosomalnej gromadzi sie rowniez w cytoplazmie.

kontrola AR40 AR40+apo E AR40+apo E+AR12-28P

marker marker marker marker
organelli kom. marker/AB40 organelli kom. AB40 marker/AR40 organelli kom. AR40 marker/AR40 organelli kom. AR40 marker/AR40
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Ryc. 9. Udziat szlaku endosomalno/lizosomalnego w transporcie oraz wewnatrzkomaorkowe;j
lokalizacji AB. Hodowle neuronéw hipokampa oraz wspot-hodowle neuronalno-astrocytarne
inkubowane byty przez 72 godz. w obecnos$ci monomeréw FITC-AB40 (kolor zielony). Po
inkubacji, preparaty zostaty wybarwione z uzyciem przeciwciat znakujgcych wczesne
endosomy (EEA1), p6zne endosomy (RAB7), lizosomy (katepsyna D) oraz mitochondria
(Hsp60) (kolor czerwony dla wszystkich markerow). Strzatki wskazujg wspot-lokalizacje
FITC-AB z poszczegdlnymi markerami struktur komoérkowych w obrebie periakrionu.

2

3.1.9. Wplyw toksyczny AB na synapsy glutaminianergiczne i jego modulacja
przez AB12-28P

Jednym z gtébwnych zagadnien badanych w tej rozprawie byta ocena wptywu
wewngtrzkomorkowego nagromadzania sie AP na indukcje zmian patologicznych w
neuronach towarzyszacych AD. Patogeneza AD jest w znacznym stopniu zwigzana z

postepujgca degeneracjg synaps, ktora zachodzi na wczesnym etapie choroby.
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Odnoszgc sie do tego zagadnienia, zbadatam wptyw wewnagtrzkomorkowego
nagromadzania sie¢ AP pobudzanego w obecnosci apo E na wzér ekspresji
powierzchniowych markeréw neuronalnych, takich jak lokalizacja podjednostki NR1
receptora NMDA, PSD-95 - biatka strukturalnie i funkcjonalnie zwigzanego z
receptorami NMDA oraz synaptofizyny- biatka synaps.

Aby ocenic wptyw AR na poziom ekspresji biatek synaptycznych,
wykorzystatam monomeryczny AB40, gdyz jak wykazano, rozpuszczalna forma AB40
w wiekszym stopniu zwigzana jest ze zmianami zachodzgcymi w obrebie synaps niz
AB42 (Lue i wsp. 1999). Ponadto do uzycia AB40 sktonity mnie wyniki poprzednich
badan, ktére pokazaty istotny spadek przezywalno$ci neuronéw hipokampa po 72-
godzinnej inkubacji komoérek z AB42 (Ryc. 1). Moim zatozeniem byta obserwacja
zmian towarzyszgcych poczatkowej fazie toksycznosci AB, nie zas koncowym
stadiom procesu neurodegeneracyjnego, w ktorych ma miejsce zaawansowana
dystrofia neurytow. Ryc. 10 przedstawia zmiany ekspresji trzech markerow synaps
glutaminianergicznych tj. NR1/NMDA, PSD-95 oraz synaptofizyny wywotane
inkubacjg z AB40, jak rowniez efekt jednoczesnego podania AR40 oraz AB12-28P do
wspot-hodowli neuronalno-astrocytarnych. Zaobserwowatam obnizenie
immunoreaktywnosci biatek postsynaptycznych na powierzchni neurytéw po inkubaciji
czystej hodowli neuronalnej z AB 40, do 53,7 % dla NR1/NMDA (A Ill, wykres A), 48
% dla PSD-95 (B lll, wykres B) oraz 45,6 % dla synaptofizyny (C lll, wykres C).
Podanie AB40 do wspot-hodowli neuronalno-astrocytarnej prowadzito do dalszego
spadku poziomu biatek synaptycznych do 24,2 % dla NR1/NMDA (A IV, wykres A),
19,6 % dla PSD-95 (B IV, wykres B) oraz 24,7 % dla synaptofizyny (C IV, wykres C),
co zwigzane bylo ze wzrostem detekcji AB wewnatrz neuronéw hipokampa.
Blokowanie interakcji pomiedzy AB oraz apo E poprzez zastosowanie Ap12-28P
skutecznie zapobiegato degeneracji synaps indukowanej AB, przywracajgc ekspresje
NR1/NMDA do 73 % (A V, wykres A), PSD-95 do 79,3 % (B V, wykres B) zas
synaptofizyny do 67,6 % (C V, wykres C), czemu towarzyszyto znaczace obnizenie
puli AB nagromadzonego w komérkach. Analiza preparatéw komoérek nerwowych
uzyskanych ze wspét-hodowli nie traktowanych AR, nie wykazata znaczgcych zmian

immunoreaktywnosci zadnego z badanych markeréw synaptycznych.

68



kontrola apo E AR40 AR40+apo E AR40+apo E

+AR12-28P
(A1) (AV)

<«
fa)
=
Z
=
%
z

I 20 M
T e WY R | Ly

(cm (CIV) (cV)
‘\

(A) (B) (©)

synaptofizyna

synaptofizyna

NR1/NMDA . PSD-95

% kontroli
% kontroli

Ryc. 10. Wptyw AB12-28P na spadek ekspresji powierzchniowych biatek synaptycznych
wywotany AB. Wzoér powierzchniowych markeréw neuronalnych okreslono na podstawie
barwienia z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat znakujgcych NR1/NMDA (A 1-V),
PSD-95 (B I-V) oraz synaptofizyne (C I-V) (kolor czerwony dla wszystkich markerow).
Analize preparatéw uzyskanych po 72 godz. ekspozycji czystych hodowli neuronéw bgdz
wspot-hodowli neuronalno-astrocytarnych na dziatanie monomerycznego FITC-AB40 (kolor
zielony) wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Wykresy (A,B,C)
przedstawiajg  wyniki  pomiaru  immunoreaktywnosci  poszczegolnych  markerow
synaptycznych. Kontrole stanowity czyste hodowle neuronéw hipokampa lub wspét-hodowle
neuronalno-astrocytarne nie traktowane AB. Strzatki wskazujg lokalizacje powierzchniowej
oraz wewnatrzkomorkowej puli FITC-AB. Wykres przedstawia wartosci Srednie + SD;
ANOVA z testem post-hoc Tukey a. * p<0,001 w stosunku do kontroli, # p<0,001 w stosunku
doAp40+apoE.
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Ryc. 11. Wptyw AB40 na catkowity poziom biatek synaptycznych w hodowli pierwotnej
neuronéw hipokampa. Analiza materialu uzyskanego po inkubacji czystych hodowli
neurondw hipokampa oraz wspoét-hodowli neuronalno-astrocytarnych w  obecnosci
monomeréw APR40 przez 72 godz. zostata przeprowadzona metodg Western blot
(przyktadowe bloty B,D,F); B-aktyna (42 kDa). Wykresy (A,C,E) przedstawiajg wyniki analizy
densytometrycznej; wartosci srednie + SD. ANOVA z testem post-hoc Tukey'a. Brak roznic
znamiennych statystycznie.
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W réwnolegtych doswiadczeniach postugujgc sie metodg Western bilot,
przeprowadzitam analize poziomu biatek synaptycznych w catej komorce tj. zarbwno
we frakcji bton komorkowych jak i frakcji cytozolowej. Wyniki badan pokazujg brak
réznic w catkowitym poziomie NR1/NMDA (Ryc. 11 A,B), PSD-95 (Ryc. 11 C,D) oraz
synaptofizyny (Ryc. 11 E,F) w hodowli neuronéw prowadzonej w obecnosci lub pod

nieobecnosc¢ astrocytow, jak rowniez bez wzgledu na obecnosc¢ peptydu AR12-28P.

3.1.10. Wptyw nagromadzania sie AB w neuronach na stopien ufosforylowania
biatka tau

Jednym z gtébwnych zjawisk patologicznych towarzyszgcych AD, bedgcym
przejawem toksycznosci AP, jest nadmierna fosforylacja biatka tau, ktora
zapoczatkowuje jego nagromadzanie sie i polimeryzacje w formie PHF w neurytach
komorek nerwowych, prowadzgc do ich zaawansowanej dystrofi. W moich
badaniach sprawdzitam wiec wptyw odktadania sie AB wewnatrz neuronow
hipokampa na stopien ufosforylowania biatka tau po 72 godz. inkubacji. W
poprzednio prezentowanych badaniach wykazatam, iz po takim czasie dochodzi do
rozlegtej utraty powierzchniowych biatek synaptycznych. Jak przedstawiono na Ryc.
12, inkubacja hodowli neuronéw oraz wspét-hodowli neuronalno-astrocytarnych z
AB40 nie powodowata zadnych istotnych zmian w immunoreaktywnosci
ufosforylowanego biatka tau (A,B), co moze sugerowaé, iz postulowany przez
badaczy wzrost fosforylacji biatka tau indukowany AB moze nie zachodzi¢ na
wczesnych etapach jego toksycznosci, lecz towarzyszy¢ daleko posunietym
procesom neurodegeneracyjnym. Uzyskane wyniki nie pozwalajg na wysnucie
jednoznacznych wnioskow, a jedynie stanowig podioze do rozwazan na ten temat.
Aby potwierdzi¢ zaproponowang przeze mnie teze nalezatoby przeprowadzi¢ szereg
badan uwzgledniajgcych mozliwosc wptywu AB40 na inne miejsca fosforylacji na
czagsteczce biatka tau, a takze okresli¢ wptyw AB42 na stan ufosforylowania tego
biatka.
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Ryc. 12. Efekt odktadania sie peptyddéw AB40 na stan fosforylacji biatka tau. Do oszacowania
stopnia ufosforylowania biatka tau wykorzystano frakcje cytozolowg uzyskang z neuronow
hipokampa poddanych dziataniu monomerycznego AB40 przez 72 godz.. Lizaty komérkowe
analizowano metodg Western blot z uzyciem przeciwciata rozpoznajgcego ufosforylowane
epitopy Ser199/202 biatka tau. Wykres (A) przedstawia wyniki analizy densytometrycznej;
wartosci srednie + SD. ANOVA z post-hoc testem Tukey'a. Brak roznic znamiennych
statystycznie. Panel (B) przedstawia przyktadowy wynik Western blot; B-aktyna (42 kDa).

3.2. Charakterystyka 1MeTIQ jako antagonisty receptorow NMDA o
wilasciwosciach przeciwrodnikowych i antyekscytotoksycznych oraz ocena
wplywu 1MeTIQ na zmiany patologiczne w synapsach glutaminianergicznych

wywotane przez AB

Inng niz uzycie peptydu AR12-28P strategig neuroprotekcyjng testowang w tej
pracy w warunkach doswiadczenia in vitro, nakierowang na ochrone synaps
glutaminianergicznych przed zmianami patologicznymi indukowanymi przez AB, byto
zastosowanie antagonisty receptorow NMDA wykazujgcego jednoczesnie
wiasciwosci przeciwrodnikowe. Wstepne wyniki badah przeprowadzonych w naszej
pracowni sugerowaty, ze substancjg moggcg cechowac sie obu tymi wiasciwosciami
jest 1MeTIQ (Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2006). Jednak przed podjeciem badan
zwigzanych z ochrong synaps przed toksycznoscig AP konieczne byto potwierdzenie
faktu hamowania przez 1MeTIQ receptorow NMDA, lepsze poznanie mechanizmu
tego efektu, wykazanie wiasciwosci przeciwrodnikowych 1MeTIQ w ukfadzie
biologicznym oraz scharakteryzowanie wifasciwosci neuroprotekcyjnych 1MeTIQ
poréwnywalnych do uznanych antagonistow receptora NMDA.

W tym celu badatam powinowactwo 1MeTIQ do wybranych miejsc wigzgcych

ligandy w kompleksie receptora NMDA na izolowanych btonach synaptycznych
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mozgu oraz wptyw tej substancji na aktywnos¢ receptora NMDA w hodowanych
neuronach oceniang na podstawie generacji sygnatu wapniowego. Wykorzystujgc
hodowle neuronéw badatam takze efekty przeciwrodnikowe 1MeTIQ. Nastepnie
poréwnatam potencjat neuroprotekcyjny 1MeTIQ i uznanych antagonistow receptora
NMDA w modelach ekscytotoksycznosci i niedokrwienia mdzgu in vitro i in vivo.
Dopiero po uzyskaniu tych danych podjetam badanie wptywu 1MeTIQ, w poréwnaniu
z klasycznym antagonistg receptora NMDA — MK-801, na wywotang przez AP

patologie synaps glutaminianergicznych.

3.2.1. Interakcje 1MeTIQ z wybranymi miejscami wigzania ligandéw receptora
NMDA

Przedstawione we wstepie informacje dotyczgce hamowania przez 1MeTIQ
zjawiska ekscytotoksyczno$ci oraz zatozenie, iz u podstaw tego dziatania lezy
antagonizm wobec receptorow NMDA (Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2006), skfonity
mnie do podjecia badan powinowactwa 1MeTIQ do receptora NMDA. Taktyka tych
badan polegata na probie zidentyfikowania miejsc na strukturze kompleksu receptora
NMDA kluczowych dla jego funkcjonowania, do ktérych 1MeTIQ moze wykazywaé
powinowactwo. Do badania wybratam miejsca w kanale receptora wigzgce z duzym
powinowactwem jego bezkompetycyjnego antagoniste MK-801 oraz miejsca wigzgce
ko-agoniste — D-seryne i agoniste — glutaminian. W tym celu wykorzystatam frakcje
bton synaptycznych izolowanych z kory mézgu szczura inkubowang z wymienionymi
powyzej ligandami znakowanymi trytem, a nastepnie badatam wypieranie izotopu w
zaleznosci od stezenia dodanego 1MeTIQ. Przeprowadzone badania wykazaty, iz
1MeTIQ w sposéb zalezny od stezenia hamuje wigzanie znakowanego [°H]MK-801.
IC50 dla 1MeTIQ wyniosto okoto 300 uM (Ryc. 13 A). Wyniki badan wskazujg
réwniez na zdolno$¢ tej tetrahydroizochinoliny do hamowania wigzania radioaktywnej
[*H]D-seryny do frakcji synaptosoméw, gdzie IC50 wyniosto 470 uM (Ryc. 13 B). Nie
obserwowatam natomiast istothnego wptywu 1MeTIQ na wigzanie znakowanego
kwasu glutaminowego ( [*H]Glu ) (Ryc. 13 C). Te wyniki s3 zgodne z koncepcja
przypisujgcg 1MeTIQ dziatanie hamujgce na aktywno$¢ receptora NMDA i wskazujg

na antagonizm miejsca glicynowego jako pierwotny mechanizm tego dziatania.
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Ryc. 13. Wplyw 1MeTIQ na wigzanie [*H]MK-801, [*H]D-seryny i [°H]Glu do frakcji
izolowanych bton synaptycznych. Btony synaptoneurosoméw kory moézgu szczura byty
inkubowane w obecnosci 1MeTIQ w zakresie stezen 50-750 yM oraz znakowanego
radioaktywnie 4 nM MK-801 (A), 12 nM D-seryny (B) lub 12,5 yM Glu (C) przez 30 min. w
temperaturze 30°C.

3.2.2. Wplyw 1MeTIQ na aktywnosé receptora NMDA oceniana przez indukcje

sygnatu wapniowego w neuronach

Jak wiadomo, zjawiskiem nieodtgcznie towarzyszgcym stymulacji receptorow i
aktywacji kanatu NMDA jest wzrost poziomu wapnia w komorkach nerwowych,
wynikajacy gtéwnie z naplywu jondéw Ca** z przestrzeni zewngtrzkomorkowej
(Bouchelouche i wsp. 1989). Opierajgc sie na tym zatozeniu, kolejny etap badan z
wykorzystaniem hodowli neuronéw ziarnistych mézdzku byt poswiecony okresleniu
wptywu  1MeTIQ na aktywowane przez NMDA i Glu pobieranie
zewnatrzkomérkowego Ca®*. Zastosowano przy tym metode z wykorzystaniem
radioaktywnego “°Ca do wyznakowania zewnatrzkomérkowej puli  wapnia.
Otrzymane wyniki pokazujg, iz 1MeTIQ w wysokim stezeniu 500 pM niemal
catkowicie znosi naptyw jonéw wapniowych do neuronéw indukowany przez NMDA
lub Glu (Ryc. 14). Wyniki te potwierdzaja, iz 1MeTIQ wykazuje cechy antagonisty
receptora NMDA.
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Ryc. 14. Wptyw 1MeTIQ na indukowane przez NMDA lub Glu pobieranie **Ca przez neurony
ziarniste mézdzku. Hodowle neurondéw poddane zostaty trwajgcej 10 min inkubacji w
$rodowisku jonowym w obecnoséci **CacCl, (0.1 uCi), 5 uM glicyny, 250 uM Glu lub 250 uM
NMDA wraz z 500 uM 1MeTIQ. Stezenie wapnia w komoérkach oznaczano metodg
izotopowg. Wykres przedstawia wartosci srednie £ SD; ANOVA z testem post-hoc Tukey a. *
p<0,001 w stosunku do dziatania samych agonistéw.

Dla petniejszego udokumentowania modulujgcego wptywu 1MeTIQ na
indukcje sygnatu wapniowego w neuronach poprzez hamowanie receptoréw NMDA,
przeprowadzitam takze badanie wzrostu poziomu jondw wapnia w cytozolu po
podaniu Glu i wplywu na ten efekt 1MeTIQ, w poréwnaniu do klasycznego
antagonisty receptora NMDA - MK-801. Jak przedstawiono na Ryc. 15, aktywacja
receptorow dla pobudzajgcych aminokwasow przez Glu prowadzi do wzrostu
fluorescencji wrazliwej na wapn sondy Calcium Orange, co jest odzwierciedleniem
wzrostu stezenia jondw wapnia w neuronach. Efekt ten byt silnie, ale nie catkowicie,
znoszony w obecnosci 0,5 yM MK-801, co swiadczy o dominujgcym w nim udziale
naptywu jonéw Ca®* przez kanaty receptoréw NMDA. Podanie 1MeTIQ w sposdb
zalezny od jego stezenia obnizato poziom Ca®" w cytozolu, przy czym efekt
znamienny statystycznie byt odnotowany jedynie w przypadku 500 pM 1MeTIQ.
Hamowanie przez 500 pM 1MeTIQ wzrostu stezenia wapnia w neuronach byto
stabsze w poréwnaniu do efektow uzyskanych po podaniu MK-801, co potwierdza
zaréwno antagonizm 1MeTIQ w stosunku do receptorow NMDA jak i jego stabe
powinowactwo do miejsc wigzania w kompleksie receptora. Wyniki te sg wiec zgodne
z danymi przedstawionymi na Ryc. 14 o hamujgcym wptywie 1MeTIQ na wywotane

przez Glu pobieranie wapnia znakowanego *°Ca z przestrzeni zewnatrzkomorkowej,
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a takze z wynikami badania wptywu 1MeTIQ na wigzanie [*H]MK-801 i [*H]D-seryny
(Ryc. 13).

2001

7 =@ Glu

% 0 Glu+1MeTIQ 100 uM
V- Glu+1MeTIQ 250 uM
- Glu+1MeTIQ 500 puM
¥~ Glu+MK-801

1754

1504

% kontroli

1254

100

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
czas [min]

Ryc. 15. Wplyw antagonistow receptora NMDA na wzrost wewngtrzkomérkowego stezenia
wapnia wywotany przez Glu. Poziom wapnia w neuronach ziarnistych mézdzku po podaniu
Glu (250 uM) oraz 1MeTIQ w stezeniach 100 yM, 250 pyM i 500 uyM lub 0,5 yM MK-801 w
obecnosci agonisty oznaczano metodg fluorymetryczng z uzyciem wrazliwej na wapn sondy
fluorescencyjnej Calcium Orange. Wykres przedstawia wartosci $rednie + SD; ANOVA z
testem post-hoc Tukey'a. * p<0,05 w stosunku do dziatania Glu.

3.2.3. Ochronny wplyw 1MeTIQ, w poréwnaniu do uznanych antagonistow
receptora NMDA, w modelu ostrej neurotoksycznosci wywofanej przez

glutaminian: bezposrednia neuroprotekcja, pre- i postkondycjonowanie

Dalszym etapem badan bylo sprawdzenie, c¢zy w warunkach
ekscytotoksycznosci 1MeTIQ wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne typowe dla innych
uznanych antagonistow receptora NMDA jak MK-801 lub memantyny (MEM).
Eksperymenty zostaty przeprowadzone na pierwotnych hodowlach neuronow
ziarnistych moézdzku poddanych przez 30 min. dziataniu na 250 pM Glu. Jak
przedstawiono na Ryc. 16, obecnos¢ Glu powodowata 47 % obnizenie liczby
przezywajgcych neurondéw. Dodanie do s$rodowiska inkubacyjnego 1MeTIQ
skutkowato zaleznym od stezenia wzrostem przezywalnosci neuronow.
Poréwnywalny efekt neuroprotekcyjny uzyskatam po podaniu do hodowli neuronow
0,5 uM MK-801, 5 yM MEM oraz 500 uM 1MeTIQ.
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Ryc. 16. Wptyw 1MeTIQ i wuznanych antagonistow receptora NMDA na ostrg
neurotoksycznos¢ indukowang przez Glu. Neurony ziarniste moézdzku poddane zostaty
jednoczesnej ekspozycji na dziatanie Glu (250 uM) oraz MK-801 (0,5 uM), MEM (5 uM) lub
1MeTIQ (100, 250, 500 uM) w obecnosci glicyny (5 uM). Ocena przezywalnosci neurondéw
dokonywana byta po 24 godz. na podstawie barwienia jodkiem propidyny. Wykres
przedstawia wartosci srednie + SD; ANOVA z testem post-hoc Tukey'a. * p<0,001 w
stosunku do kontroli; # p<0,001 w stosunku do Glu.

Mozna wiec sgdzi¢, iz obserwowana po zastosowaniu 1MeTIQ neuroprotekcja
byta w tym wypadku odbiciem typowego dla antagonistéw receptoréw NMDA efektu
hamowania toksycznosci Glu zwigzanego z blokowaniem aktywnosci tych
receptorow, przy czym efektywnos$¢ neuroprotekcji byta zalezna od powinowactwa
badanych substancji do odpowiednich miejsc wigzania w kompleksie receptora
NMDA.

W przedstawionych powyzej wynikach pokazatam, iz 1MeTIQ dziata
neuroprotekcyjnie gdy podany jest do hodowli neurondéw ziarnistych mézdzku
jednoczesnie z Glu, bezposrednio hamujgc jego interakcje z receptorem NMDA.
Moim kolejnym zadaniem byto sprawdzenie czy 1MeTIQ, podobnie jak MK-801 i
MEM, indukuje tolerancje na Glu, co mozna zakwalifikowa¢ do mechanizmoéw pre-
lub postkondycjonowania, zjawisk zaleznych od modulacji aktywnosci receptorow
NMDA. Efekt indukcji tolerancji neuronéw kory mézgu szczura w hodowli pierwotnej
przez prekondycjonowanie antagonistami receptoréw NMDA jest zjawiskiem mato
znanym, byt on poprzednio opisany w jednej publikacji autorstwa Tremblay i wsp.
(2000). Jak wykazaty badania tych autoréw, trwajgca 30 min. inkubacja komérek
nerwowych z antagonistami receptorow NMDA w okresie 24-96 godz. przed

ekspozycjg hodowli neurondéw na dziatanie zwigzkéw cytotoksycznych i indukujgcych
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apoptoze, m.in. Glu oraz AB, powodowato tolerancje na te toksyny. Wprowadzajgc
jedynie niewielkie modyfikacje, zastosowatam zblizony do zaproponowanego przez
Tremblay i wsp. protokot doswiadczenia do oceny zdolnosci 1MeTIQ do indukcji
tolerancji komoérek ziarnistych mozdzku w hodowli pierwotnej na ekscytotoksycznosc¢
in vitro. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, iz maksymalny poziom
neuroprotekcji zostat osiggniety po trwajgcej 30 min. ekspozycji komoérek na dziatanie
0,5 yM MK-801, 5 yM MEM, a takze 500 pM 1MeTIQ. Efekt tolerancji na
ekscytotoksycznos¢ Glu obserwowatam, gdy antagonistow receptorow NMDA
podano 24 godz. (Ryc. 17 A) lub 48 godz. (Ryc. 17 B) przed ekspozycjg na Glu i
wyrazat sie on wzrostem przezywalnosci neuronéw odpowiednio o 30 % oraz 36 %
w przypadku 500 uM 1MeTIQ, podczas gdy efekt neuroprotekcyjny po zastosowaniu

nizszych stezen tej tetrahydroizochinoliny byt stabiej zaznaczony.
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Ryc. 17. Wptyw prekondycjonowania z wykorzystaniem 1MeTIQ, MK-801 i MEM na
przezywalnos¢ neuronéw w warunkach ekscytotoksycznosci wywotanej przez Glu. Neurony
ziarniste mézdzku bylty inkubowane w obecnosci antagonistow receptora NMDA przez 30
min., po czym przywracano Ssrodowisko hodowlane. Po uptywie 24 godz. (A) lub 48 godz.
(B), do komorek podawany byt 250 uM Glu na okres 30 min. Badanie przezywalnosci
neuronéw przeprowadzano po 24 godz. na podstawie barwienia jodkiem propidyny. Wykresy
przedstawiajg wartosci srednie £+ SD; ANOVA z testem post-hoc Tukey'a. * p<0,001 w
stosunku do kontroli; # p<0,001 w stosunku do Glu.

Zachecona doniesieniami o mozliwosci indukcji tolerancji neurondéw na
czynniki uszkadzajgce przez postkondycjonowanie, a wiec ekspozycje na dziatanie
réznych stresoréw o intensywnos$ci nie powodujgcej uszkodzenia juz po zadziataniu
czynnikdw uszkadzajgcych (Prehn i wsp. 1995), podjetam probe zbadania tej
mozliwosci w odniesieniu do 1TMeTIQ jak i uznanych antagonistow receptora NMDA.
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Jak przedstawia Ryc. 18, zastosowanie 1MeTIQ w stezeniu 500 pM z opdznieniem
30 min., 1 godz. oraz 3 godz. po ostrej ekspozycji neurondw na dziatanie Glu,
zaowocowato znamiennym statystycznie obnizeniem Smiertelnosci komorek we
wszystkich badanych punktach czasowych. Zblizony efekt neuroprotekcji uzyskatam
réwniez po zastosowaniu MK-801 oraz MEM. Nie odnotowatam natomiast efektu
neuroprotekcyjnego stosujgc nizsze stezenia 1MeTIQ (100 uM oraz 250 yM). Nalezy
przypomnie¢, iz stezenie 1MeTIQ dajgce w tym doswiadczeniu efekt
neuroprotekcyjny siegato wysokich wartosci mikromolarnych (500 uM), zas inni
antagonisci podawani byli w stezeniach farmakologicznych (0,5 uM MK-801, 5 uM
MEM), co $wiadczy o bardzo niskim powinowactwie 1MeTIQ do receptora NMDA.
Pomimo stabiej wyrazonych wtasciwosci farmakologicznych 1MeTIQ w tym
eksperymencie, wyniki badan jednoznacznie wskazuja, iz substancja ta podana w
odpowiednio wysokich stezeniach zachowuje sie podobnie jak inni antagonisci

receptora NMDA, a w szczegolnosci wywotuje dtugo utrzymujgca sie tolerancje na

ekscytotoksycznosc.
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Ryc. 18. Wptyw postkondycjonowania przy wykorzystaniu antagonistow receptora NMDA na
indukcje tolerancji neuronéw na ostrg ekspozycje na Glu. Hodowle neuronéw ziarnistych
mozdzku poddane byly dziataniu 100 uM Glu przez okres 30 min., a nastepnie w réznych
punktach czasowych po usunieciu Glu, komaorki inkubowane byty przez 30 min. w obecno$ci
antagonistow receptorow NMDA. Ocena przezywalno$ci neuronéw odbywata sie po 24 godz.
od zakohczenia eksperymentu w oparciu o barwienie jodkiem propidyny. Wykres
przedstawia wartosci $rednie + SD; ANOVA z testem post-hoc Tukey'a. * p<0,001 w
stosunku do kontroli; # p<0,001 w stosunku do Glu.
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3.2.4. Neuroprotekcyjne dziatanie 1MeTIQ w modelach zwierzecych

niedokrwienia mézgu

Zgodnie z zatozeniami testowanej przeze mnie hipotezy roboczej, wyniki
badan in vitro zarébwno z wykorzystaniem frakcji izolowanych bton kory médzgu
szczura jak i hodowli pierwotnych neurondw ziarnistych mozdzku wykazaty zdolnos¢
1MeTIQ do hamowania aktywnos$ci receptora NMDA, a takze neuroprotekcyjne
wiasciwosci 1MeTIQ w neurotoksycznosci indukowanej przez Glu, naturalnego
agoniste receptora NMDA. Oczywiscie hamowanie receptora NMDA przez 1MeTIQ
odgrywa kluczowg role w ochronnym dziataniu tej tetrahydroizochinoliny w
ekscytotoksycznosci. Wskazuje to na potencjalng mozliwos¢ hamowania przez
1MeTIQ takze uszkodzen powstatych in vivo na skutek niedokrwienia mézgu. Z
licznych doniesien literaturowych wiadomo, iz antagonisci receptora NMDA wykazujg
dziatanie neuroprotekcyjne w réznych modelach niedokrwienia mézgu, zwtaszcza w
ischemii ogniskowej (prace przeglgdowe: tazarewicz 1996, Salinska i wsp. 2005). Sg
nieliczne doniesienia wskazujgce na zdolnos¢ niektorych syntetycznych pochodnych
TIQ do czesciowego obnizania uszkodzen poischemicznych w globalnym
niedokrwieniu mézgu (Nakanishi i wsp. 1994), jednak neuroprotekcyjne dziatanie
1MeTIQ w ischemii mézgu nie bylo dotgd badane. Stad, dla zebrania dalszych
dowodoéw potwierdzajgcych role hamowania receptoréow NMDA w neuroprotekcyjnym
dziataniu 1MeTIQ in vivo wykorzystaliSmy dwa zwierzece modele doswiadczalnego
niedokrwienia mdézgu.

Pierwszym z nich jest model odwracalnej ischemii przodomézgowia dorostych
myszoskoczkédw (gerbili mongolskich), powodujgcej ubytek neuronéw piramidowych
hipokampa, gtéwnie sektora CA1 (Duszczyk i wsp. 2005). Otrzymane wyniki
potwierdzity, iz globalne niedokrwienie przodomézgowia przez czas 3 min.
prowadzito do siegajgcego 90 % ubytku neurondéw piramidowych w sektorze CA1
hipokampa. Podanie 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg masy ciata 30 min. przed ischemig
powodowato wzrost przezywalnosci neuronéw CA1 hipokampa o 62 %, co

potwierdza jego ochronne dziatanie w tym modelu niedokrwienia mozgu (Ryc. 19).
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Ryc. 19. Wplyw 1MeTIQ na wywotany przez globalng ischemie ubytek neuronéw
piramidowych w sektorze CA1l hipokampa u myszoskoczka. 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg
masy ciata byt podawany dootrzewnowo 30 min. przed 3 min. ischemig. Materiat do badan
histologicznych pobierany byt 14 dni po przeprowadzonym eksperymencie. Uszkodzenia po-
ischemiczne oznaczane byly poprzez barwienie skrawkéw mézgu fioletem krezylu. Wykres
przedstawia wartosci srednie + SEM; ANOVA z testem post-hoc Tukey'a. * p<0,001 w
stosunku do wynikéw grupy ,Sham” ; # p<0,001 w stosunku do wynikéw grupy ,3 min.
ischemia”

W badaniach nad neuroprotekcyjnymi wiasciwosciami 1MeTIQ postuzyliSmy
sie takze modelem asfiksji okotoporodowej u szczurow. W tym mieszanym modelu z
elementami niedokrwienia ogniskowego i globalnego, w ktorym uszkodzenie potkuli
po stronie operowanej wyraza sie ubytkiem jej masy, dominuje obraz typu
ogniskowego niedokrwienia mdézgu. Poddajgc analizie potencjat neuroprotekcyjny
1MeTIQ wyrazajgcy sie zmniejszeniem ubytku masy uszkodzonej pétkuli mozgu
stwierdzilismy, iz trzykrotne dootrzewnowe podanie tej tertrahydroizochinoliny w
dawce 50 mg/kg po hipoksji/ischemii indukowato znamienng neuroprotekcje, podczas
gdy dawka 25 mg/kg okazata sie nieskuteczna (Ryc. 20). Otrzymane wyniki
potwierdzajg, iz 1MeTIQ zachowuje sie podobnie do innych antagonistow receptorow
NMDA, dziatajgc neuroprotekcyjnie w dwu modelach niedokrwienia mézgu u zwierzat

doswiadczalnych.
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Ryc. 20. Wplyw 1MeTIQ na uszkodzenie mézgu w modelu asfiksji okotoporodowej u
oseskow szczurzych. 1MeTIQ (25 lub 50 mg/kg) podawany byt dootrzewnowo 30 min., 2
godz. oraz 4 godz. po hipoksji/ischemii. Dla oceny uszkodzen mézgu, 14 dni po epizodzie
ischemii byt badany metodg wagowa ubytek masy pétkuli uszkodzonej. Wykres przedstawia
wartosci srednie + SEM; ANOVA z testem post-hoc Tukey'a. * p<0,05 w stosunku do
kontroli.

3.2.5. Ocena potencjatu przeciwrodnikowego 1MeTIQ

Przyjmuje sie, iz u podstaw procesow patologicznych zwigzanych z postepem
AD lezy stres oksydacyjny. Stwierdzono, iz wewnatrzkomérkowe nagromadzanie sie
peptydow AB obserwowane w tym schorzeniu, przyczynia sie do nasilenia reakc;ji
wolnorodnikowych oraz wzrostu produkcji ROS, skutkiem czego sg zaburzenia
neurotransmisji cholinergicznej oraz glutaminianergicznej (Reddy 2006, Guan 2008).
Na tej podstawie mozna przypuszczac, iz efektywno$¢ terapii AD, ktéra opiera sie
m.in. na stosowaniu antagonistow receptora NMDA, moze by¢ skutecznie
zwiekszona poprzez jednoczesne zastosowanie kombinacji antagonistéw receptorow
NMDA i antyoksydantéw lub tez podanie jednego zwigzku fgczgcego cechy
antagonisty  receptora NMDA oraz substancji wykazujgcej dziatanie
przeciwrodnikowe (Butterfield and Pocernich 2003). Istniejg dane, ze 1MeTIQ obniza
produkcje ROS w warunkach abiotycznych (Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2006). Stad,
przedmiotem moich dalszych badan byto  sprawdzenie potencjatu
przeciwrodnikowego 1MeTIQ 2z wykorzystaniem materiatu biologicznego. Aby
wykluczy¢ ewentualny efekt wtérnego wygaszania reakcji wolnorodnikowych przez

1MeTIQ na skutek hamowania receptorébw NMDA, do swoich eksperymentéw
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wybratam pierwotne hodowle szczurzych neuronow hipokampa we wczesnym
stadium rozwoju, charakteryzujgce sie brakiem ekspresji funkcjonalnych receptorow
NMDA. Hodowle neuronéw poddane byty dziataniu 10 yM nadtlenku wodoru (H205),
ktory jest zwigzkiem powszechnie stosowanym do indukcji stresu oksydacyjnego w
wielu modelach doswiadczalnych. Wyniki zaprezentowane na Ryc. 21 pokazuja, iz
zgodnie z oczekiwaniami podanie H,O; indukuje produkcje ROS a wysokie stezenia
1MeTIQ (250 uM, 500 uM) powodujg znamienne statystycznie obnizenie produkcji
wolnych rodnikow spowodowanej podaniem H,0;, za$ w nizszym stezeniu (100 yM)
1MeTIQ okazat sie nieskuteczny. Brak wptywu MK-801 na tworzenie ROS w
obecnosci H,O, potwierdza, iz efekt przeciwrodnikowy 1MeTIQ nie jest zwigzany z
blokowaniem receptorébw NMDA, a wynika ze specyficznych wiasciwosci tej

substancji do hamowania reakcji wolnorodnikowych.

350~
-@- kontrola

3007 -= H,0,
_ 250+ o H,0,+1MeTIQ 100uM
o
§200- V- H,O,+1MeTIQ 250uM
; 150+ &~ H,0,+1MeTIQ 500uM

100¢ ¢~ H,0,+MK-801

50-

0

0 4 8 12 16 20 24 28
czas [min]

Ryc. 21. Wptyw 1MeTIQ na produkcje ROS wywotang H,O, w hodowli neuronéw hipokampa.
8-dniowe hodowle neuronéw zostaty poddane dziataniu H,O, w obecnosci 1MeTIQ (100uM,
250 uM, 500 pM) oraz MK-801 (0,5 uM). Poziom wolnych rodnikéw oznaczano na podstawie
pomiaru fluorescencji z wykorzystaniem sondy DCF. Wykres przedstawia wartosci srednie +
SD; ANOVA z testem post-hoc Tukey a. *p<0,05 w stosunku do H,0,.

3.2.6. Ochronne dziatanie antagonistow receptora NMDA w indukowanej przez

AP patologii synaps glutaminianergicznych

Najnowsze doniesienia Swiadczg o tym, iz zaburzenia neurotransmisji

glutaminianergicznej towarzyszgce AD nie sg jedynie wynikiem wptywu tego peptydu
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na aktywnosc¢ receptorow NMDA, ale wigzg sie Scisle ze spadkiem ekspresji
podjednostek kompleksu receptorowego na powierzchni komoérek, jak rowniez ze
antagonisci receptora NMDA hamujg ten efekt (Lacor i wsp. 2007, Dong i wsp. 2008).
Po wykazaniu, iz 1MeTIQ jest antagonistg receptora NMDA o wtasciwosciach
przeciwrodnikowych, przystgpitam do przeprowadzenia nastepnych eksperymentow
z udziatem 1MeTIQ, testujgcych ochronne dziatanie tej substancji moggcej ostabia¢
toksyczne dziatanie AB na synapsy. Z uwagi na zaobserwowane przeze mnie zmiany
gestosci receptorow NMDA, biatka PSD-95 oraz synaptofizyny na powierzchni
neurondw wywotane nagromadzaniem sie AR w komorkach nerwowych, kolejny cykl
doswiadczen obejmowat sprawdzenie wptywu antagonistéw receptora NMDA, 500
MM 1MeTIQ oraz 0,5 yM MK-801, na zmiany ekspresji tych powierzchniowych
makromolekut wywotane przez AB. W tym celu do dojrzatej hodowli neuronow
hipokampa zostat podany AB40 jednoczesnie z badanymi antagonistami receptorow
NMDA na okres 3 dni. Wyniki zaprezentowane na Ryc. 21 pokazujag, iz 1MeTIQ
zapobiega utracie biatek synaptycznych, ktéra ma miejsce po podaniu AB40 do
hodowli pierwotnej neuronéw hipokampa, przywracajgc ekspresje NR1/NMDA o 37,1
% (A), PSD-95 0 48 % (B), oraz synaptofizyny o 48,4 % (C).

Podobny lub nieco silniejszy efekt ochronny na synapsy glutaminianergiczne zostat
uzyskany po podaniu MK-801, przemawiajgc za zdolnoscig antagonistow receptora
NMDA do modulowania efektu cytotoksycznego wywotanego przez AB. Nie
obserwowatam natomiast wptywu samych antagonistow receptora NMDA na wzor
powierzchniowych markerow neuronalnych. Nalezy podkresli¢, ze w poréwnaniu do
efektu MK-801, nie stwierdzitam wyraznych objawéw wigkszej skutecznosci 1MeTIQ
podanego w 1000 razy wyzszym stezeniu w ochronie synaps przed toksycznym
dziataniem APB. Nieco stabsze Ilub podobne do 0,5 uyM MK-801 dziatanie
neuroprotekcyjne 500 uM 1MeTIQ odnotowatam poprzednio w modelu
ekscytotoksycznosci indukowanej przez Glu. Te wyniki wskazujg wiec, ze
wiasciwosci przeciwrodnikowe 1MeTIQ nie wzmocnity potencjatu neuroprotekcyjnego

tej substancji w modelu neurotoksycznosci AB in vitro.
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Ryc. 21. Wptyw 1MeTIQ oraz MK-801 na wzor powierzchniowych biatek synaptycznych w
neuronach poddanych toksycznosci AB. Gestos¢ powierzchniowych markeréw neuronalnych
okreslano na podstawie barwienia z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat znakujgcych
NR1/NMDA (A), PSD-95 (B) oraz synaptofizyne (C). Analize preparatéw uzyskanych po 72-
godzinnej ekspozycji hodowli neuronéw hipokampa na dziatanie monomerycznego AB40
oraz blokeréw kanatu NMDA: 500 yM 1MeTIQ lub 0,5 yM MK-801, wykonano przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego na podstawie pomiaru immunoreaktywnosci poszczegdélnych
markeréw synaptycznych. Wykresy przedstawiajg wartosci srednie + SD; ANOVA z testem
post-hoc Tukey'a. * p<0,001 w stosunku do kontroli; # p<0,001 w stosunku do AB.
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4. Dyskusja

4.1. Ocena strony metodycznej

Uwaza sie, iz hipokamp nalezy do najbardziej wrazliwych obszaréw mozgu na
wczesne zjawiska patologiczne towarzyszgce AD (Hort i wsp. 2007). Ponadto,
badacze zwracajg uwage na rdéznice we wrazliwosci poszczegolnych rejonow
hipokampa na zmiany neurodegeneracyjne, ktorych skutkiem jest stopniowy zanik
funkcji poznawczych. Jak pokazujg badania zaprezentowane przez Bahr i wsp.
(1998), istnieje zréznicowanie zdolnosci komorek nerwowych do pobierania AR w
poszczegblnych obszarach hipokampa. | tak, neurony w sektorze CA1
charakteryzujg sie najwyzszym stopniem wychwytu egzogennego AR, a nastepnie
jego wewngtrzkomorkowego nagromadzania sie (Bahr i wsp. 1998). Na podstawie
doniesien literaturowych wiadomo, iz dojrzate hodowle pierwotne neurondw
hipokampa wykazujg wysoki poziom ekspresji receptorow NMDA, odgrywajgcych
decydujacg role w procesach uczenia sie i pamieci (Jarvis i wsp. 1987). Czyni to z
hodowli neuronéw hipokampa doskonaty model do badan nad biologig synaps
glutaminianergicznych (Boyer i wsp. 1998), jak réwniez nad wtérnymi efektami
patologicznego nagromadzaniem sie AR w neuronach. Nalezy pamietaé, ze w linii
ludzkich komoérek neuroblastoma SH-SY5Y wraz ze wzrostem stezenia AR w
srodowisku wzrostowym nie obserwowano spadku wychwytu AR przez komoérki (Ida i
wsp. 1996, Chafekar i wsp. 2008). Ponadto zaobserwowatam wysokg zdolnosc¢
komérek neuroblastoma SK-N-SH do degradacji AB w warunkach wysokich stezen
tego peptydu (Kuszczyk i Sadowski 2009). Natomiast neurony hipokampa wykazujg
ograniczony metabolizm AP, dzieki czemu utrzymywanie tego typu hodowli
pierwotnej w obecnosci wysokich stezen AR prowadzi do uposledzenia degradaciji
peptydu oraz spowolnienia procesu endocytozy na skutek zalegania Ap w p6znych
endosomach i lizosomach. Majgc na uwadze, iz transport AR w obecnosci apo E,
odbywajgcy sie z udziatem receptoréow dla apo E, angazuje struktury Sciezki
endosomalno/lizosomalnej, wykorzystanie hodowli pierwotnej neuronéw hipokampa o
niezwykle dobrze scharakteryzowanym systemie endosomalno/lizosomalnym,
dodatkowo przemawia za stusznoscig wyboru tego typu hodowli. Stgd, hodowle
pierwotne neurondw hipokampa stanowig szeroko stosowany na swiecie model

komérkowy do badan nad mechanizmami toksycznosci A.
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W swojej pracy wykorzystatam syntetyczny ApR40/42 wystepujacy w postaci
monomerycznej. Jak wiadomo z literatury, monomery AR sg tatwiej wychwytywane
przez neurony niz zagregowane formy tego peptydu, ktdre pozostajg zwigzane z
powierzchnig btony komoérkowej (Gylys i wsp. 2003). Ponadto, do eksperymentow
poswieconych okresleniu wplywu wewnatrzkomérkowego odktadania sie AB w
neuronach na patologie synaps glutaminianergicznych wybratam AB40, ktory w
odroznieniu od silnie hydrofobowych, tatwo agregujgcych form ApR42, wymaga
dluzszego czasu inkubacji w S$rodowisku wzrostowym do uzyskania form
oligomerycznych (Stine i wsp. 2003). Stad, zastosowanie AB40 pozowolito na
obserwacje wtornych zmian patologicznych, rozwijajgcych sie w odpowiedzi na
zwiekszony wychwyt monomerycznego APB40 i oligomeryzacje tego peptydu
wewnatrz neuronow.

Przewazajgca wiekszos¢ moich eksperymentéw in vitro przeprowadzona
zostata w oparciu o model wspét-hodowli neuronalno-astrocytarnej, gdzie zrodtem
natywnej postaci apo E byta hodowla pierwotna astrocytow, uzyskana z kory mozgu
myszy. Odwotujgc sie do literatury mozna stwierdzi¢, iz wiekszo$¢ badan in vitro
poswieconych tej tematyce, opiera sie na stosowaniu rekombinowanej,
nielipidowanej postaci apoE, ktéra to forma nie wystepuje w warunkach
fizjologicznych. Stad tez watpliwe wydaje sie odniesienie tych wynikow do warunkow
panujacych in vivo. Nalezy wspomnieé, iz natywna forma apo E, wchodzgca w sktad
kompleksow z lipidami, w poréwnaniu do formy nielipidowanej, wykazuje odmienng
konformacje, stabilno§¢ wewnetrzng oraz interakcje z receptorami btonowymi.
Ponadto sg zasadnicze réznice, zalezne od stopnia lipidacji apo E, w wigzaniu sie
apo E do czagsteczki AB oraz trwatosci kompleksow Ap/apo E. Decydujg one o
wiasciwosciach biologicznych apo E, o przewadze usuwania AB z mdzgu lub tez
nasilonym odkfadaniu sie AB w postaci ptytek starczych (Jiang i wsp. 2008).
Doniesienia z literatury podajg, iz jest Scista zalezno$¢ pomiedzy stopniem
zaawansowania AD a zawartoscig rozpuszczalnych form AB40. Ta zalezno$s¢ w
wiekszym stopniu zaznacza sie w przypadku AB40 niz AB42, co dodatkowo
uzasadnia wybor krotszej formy AR (McLean i wsp. 1999). Za tym wyborem
przemawiajg réwniez wyniki badan podkreslajgce istotnos¢ udziatu Ap40 w
potegowaniu zmian neurodegeneracyjnych w zaleznosci od ilosci allelu apo e4 u

chorych cierpigcych na sporadyczng posta¢ AD (Ishii i wsp. 1997) oraz obserwacje
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zaleznosci zmian struktury i funkcji synaps komérkowych od stezenia AB40 (Lue i
wsp. 1999).

Do badan porownawczych nad potencjatem neuroprotekcyjnym 1MeTIQ oraz
uznanych antagonistow receptora NMDA w ekscytotoksycznosci indukowanej Glu in
vitro oraz dla oceny wptywu 1MeTIlQ na indukowany przez Glu lub NMDA sygnat
wapniowy, zastosowatam pierwotne hodowle neurondw ziarnistych mozdzku szczura
(Schousboe i wsp. 1985, 1999, Contestabile 2002). Komorki ziarniste mdzdzku
stanowig najwiekszg, homogenng populacje neurondw w mozgu ssaka o dobrze
poznanym rozwoju. Poprzednio publikowane dane wykazaty, ze neurony ziarniste
mozdzku w 7 DIV wykazujg ekspresje funkcjonalnych receptorow jonotropowych i
metabotropowych dla Glu oraz wysokg wrazliwos¢ na toksyczne dziatanie agonistow
tych receptoréow glutaminianergicznych (Schousboe i wsp. 1985, Marini i wsp. 1999,
Schousboe i wsp. 1999, Contestabile 2002, Arundine i Tymianski 2003). Stad, ten
typ hodowli pierwotnej stanowi doskonaty model do badahn nad molekularnymi
mechanizmami prowadzgcymi do przezycia lub Smierci komérek, ze szczegbdlnym
uwzglednieniem procesow neurodegeneracji i neuroprotekcji.

Do badan in vivo wybratam dwa stosowane w pracowni zwierzece modele
niedokrwienia mozgu. Pierwszy z nich, model odwracalanej ischemii
przodomodzgowia, przeprowadzono na myszoskoczkach. Zwierzeta te charakteryzujg
sie unikalng architekturg kota Willisa, polegajgcg na stabym wyksztatceniu potgczen
pomiedzy rozgatezieniami tetnic kregowych i tetnic szyjnych wewnetrznych. W
odréznieniu od innych gatunkow zwierzat, gdzie do wywotania ischemii konieczna
jest dodatkowa koagulacja tetnic kregowych, u myszoskoczkéw obustronne
zaci$niecie tetnic szyjnych  wspolnych indukuje globalne niedokrwienie
przodomézgowia (Crockard i wsp. 1980), co czyni ten model tatwym do wykonania
pod wzgledem technicznym, dodatkowo cechujgcym sie siegajgcg niemal 100 %
przezywalnoscig zwierzat po wykonanym zabiegu. W swoich badaniach uzytam 3
min. ischemii przodomoézgowia, ktéra, jak opisali to Ohtsuki i wsp. (1996) oraz
tazarewicz i wsp. (1997), indukuje $mier¢ blisko 70 % neuronéw piramidowych w
sektorze CA1 hipokampa. Taka wysoka smiertelno§¢ komoérek nerwowych daje
mozliwos¢é badania potencjatu neuroprotekcyjnego antagonistow receptora NMDA,
ktérych ekspresja w tej strukturze moézgu jest szczegdlinie wysoka.

Drugim zwierzecym modelem niedokrwienia mozgu zastosowanym w moich

badaniach byt model asfiksji okotoporodowej u oseskéw szczurzych. W tym modelu,
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ekspozycji na warunki hipoksyjne poddawane sg siedmiodniowe szczury, po
uprzednim podwigzaniu tetnicy szyjnej wspolnej. Na podstawie poréwnania szeregu
parametréw opisujgcych i okreslajgcych stopieh rozwoju mozgu przyjmuje sie, ze
siedmiodniowy szczur odpowiada stopniem rozwoju mdzgu siedmiomiesiecznemu
ptodowi ludzkiemu. Symuluje to warunki, w jakich znajdujg sie noworodki
przedterminowo urodzone, ktérych nie w petni rozwiniete moézgi sg szczegdinie
narazone na procesy neurodegeneracyjne (Nyakas i wsp. 1996, Hagberg 1997).
Wybdér tego wtasnie modelu sposrdod kilku stosowanych sposobdéw indukowania
hipoksyjnego uszkodzenia mézgu u niedojrzatych szczuréow wynika z faktu, ze ma on
wiele zalet przy stosunkowo niewielkiej ilosci wad. Zabieg podwigzania tetnicy szyjne;j
wspolnej przeprowadza sie w przeciggu stosunkowo krotkiego czasu. Ponadto
zabieg ten jest zaliczany do mato inwazyjnych i daje duze mozliwosci pozyskiwania
materiatu do opracowan statystycznych. Model asfiksji okotoporodowej jest dobrze
scharakteryzowany pod wzgledem hemodynamiki, metabolizmu energetycznego,
przemian biatek (Gilland i Hagberg 1996, Hagberg 1997). Za korzystng ceche
stosowanego przeze mnie modelu nalezy uzna¢ réwniez to, ze pozwala on badac¢
odroczone skutki asfiksji okotoporodowej (Dell“Anna i wsp. 1991), nie powodujgc u
badanych zwierzgt zadnych ubocznych zaburzen zdrowotnych. Do istotnych zalet
tego modelu nalezy tez fakt, iz zapis EEG szczura poddanego eksperymentalnej
hipoksiji/ischemii jest zgodny ze wzorem otrzymanym w warunkach klinicznych po
przebytej asfiksji okotoporodowej (Hellstrom-Westas i wsp. 1995). Wszystkie podane
powyzej zalety powoduja, ze szczurzy model hipoksji/ischemii noworodkow jest
szeroko stosowany na Swiecie. Jedng z wad stosowania tego modelu niedokrwienia
mozgu, dotyczgcg takze modelu globalnej ischemii mézgu myszoskoczka, jest
uzyskanie jedynie wybiérczego uszkodzenia modzgowia, przy braku uszkodzenia
innych organdw, co nie przektada sie na zjawiska obserwowane w patologii ludzkie;j.
Z drugiej strony, w modelu asfiksji okotoporodowej noworodkdéw wykorzystanie
potkuli mézgu nie objetej uszkodzeniem jako kontroli wewnetrznej daje mozliwos¢

standaryzacji wynikow.
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4.2. Wplyw AB12-28P na wychwyt oraz wewnatrzkomoérkowe odktadanie sie
peptydow AB zalezne od apo E

Gtowng hipotezg nadajgcg kierunek badan tej rozprawy byto uznanie
kluczowej roli apo E w procesie wewngtrzkomorkowego nagromadzania sie AP,
prowadzgcym do rozwoju zjawisk o znaczeniu cytotoksycznym m. in. postepujgcej
degeneracji synaps, a takze mozliwos¢ modulacji tych proceséw przez substancje
blokujgcg wigzanie AB/apo E, AB12-28P, oraz antagoniste receptora NMDA,
1MeTIQ.

Prowadzone od wielu lat badania nad udziatem apo E w wychwycie,
wewnatrzkomorkowym odkfadaniu sie AB oraz mechanizmach jego toksycznosci,
stanowig nadal jeden z gtdwnych nurtow badawczych, mogacych przyczyni¢ sie do
lepszego poznania  patogenezy AD. Jak wczesniej wspomniano, stopniowa
agregacja AB w nierozpuszczalne witdkna prowadzi do tworzenia ptytek starczych o
udowodnionym dziataniu zaburzajgcym metabolizm AR, co prowadzi do zwigkszenia
jego czasu pottrwania w mozgu (Cirrito et al., 2003). Istniejg wiec warunki sprzyjajace
dalszemu odktadaniu sie AB w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej i tworzeniu wysoce
toksycznych struktur oligomerycznych i fibrylarnych. Wg niektérych doniesien,
postepujgcej utracie neurondw w mdzgu towarzyszy niskie stezenie AB w przestrzeni
zewngtrzkomoérkowej, niewystarczajgce do wystgpienia zaawansowanych zmian
neurodegeracyjnych (Harper and Lansbury 1997). Ponadto uwaza sie, iz
cytotoksyczne dziatanie AR moze dodatkowo opiera¢ sie na nagromadzaniu sie AR
wewnatrz neurondéw, gdzie peptyd ten moze osiggac¢ wysokie stezenie determinujgce
jego toksycznos¢. Moze to nastepowac na skutek zwiekszonej produkcji AR,
nasilonego wychwytu peptydu z przestrzeni zewnatrzkomérkowej oraz/bgdz
ostabienia mechanizméw jego wewnagtrzkomérkowej degradacji. Dane z literatury,
potwierdzone wynikami tej rozprawy wskazujg, ze wczesne etapy AD sg przede
wszystkim zwigzane z pobieraniem przez neurony monomerycznego AR, jego
wewnatrzkomoérkowym odkfadaniem sie i oligomeryzacjg. Potwierdzajg to liczne
wyniki badan wykazujgce, iz u myszy potrojnie transgenicznych (3xTQ)
wewngtrzkomorkowe stezenie AB Scisle koreluje z ostabieniem zjawiska LTP na
skutek zachodzacej pod wptywem AR dysfunkcji synaps, co przektada sie na istotne
pogorszenie pamieci oraz spadek funkcji poznawczych (Oddo i wsp. 2003, Shankar i
wsp. 2009).
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Tak wiec obecnie badacze skupiajg swojg uwage na toksycznosci
indukowanej przez rozpuszczalny, niskoczgsteczkowy AR (Chromy i wsp. 2003),
ktory zapoczatkowuje zjawiska patologiczne towarzyszgce wczesnym etapom
demencji (Glabe 2008). Badania pokazaty, iz zmiany behawioralne, degeneracja
synaps oraz zaburzenia transmisji synaptycznej poprzedzajg tworzenie ptytek
amyloidowych w mysich modelach AD (Chapman i wsp. 1999), wskazujac na
potrzebe poznania i zrozumienia mechanizméw lezgcych u podstaw zjawisk
zachodzgcych w odpowiedzi na dziatanie AP we wczesnych etapach jego
toksycznosci.

Produkowany przez neurony AR moze by¢ w dalszej kolejnosci uwalniany do
przestrzeni zewngtrzkomoérkowej, gdzie zasila on pule AR stanowigcg gtdwne zrodto
tego peptydu ulegajgcego agregacji w formy fibrylarne w tkance mézgu (McLean
1999). Innym przeznaczeniem AB uwolnionego przez komérki nerwowe do
przestrzeni pozakomaorkowej jest jego wychwyt przez neurony, a dalej odktadanie sie
AB w przedziatach wewnagtrzkomorkowych. Wydaje sie wiec, iz istnieje Scista
zaleznos¢ pomiedzy dwoma Zzrodtami AB: zewnatrzkomérkowym  oraz
wewngtrzkomorkowym, pomiedzy ktorymi istnieje swobodny przeptyw AR (Glabe
2001).

Zdolnosc¢ réznych typow komorek do pobierania AB jest zagadnieniem szeroko
opisywanym w literaturze. W konsekwenciji, nie tylko neurony, bedgce gtownym
zrodtem AB w OUN, ale takze fibroblasty (Knauer i wsp. 1992), mikroglej (Paresce i
wsp. 1996), komorki neuroblastoma ludzkie (Ida i wsp. 1996) czy tez komorki jajnika
chomika chinskiego (Yang i wsp. 1999) sg przez badaczy nierzadko stosowane jako
model do badan in vitro nad mechanizmami toksycznego dziatania peptydow Ap.
Nalezy jednak zaznaczy¢, iz mimo tak duzej réznorodnosci stosowanych modeli
komérkowych, wiele mechanizmow toksycznosci AB jak dotgd nie zostato dobrze
scharakteryzowanych. Opisywany rézny stopien wychwytu AB w odmiennych typach
komédrek w duzym stopniu zalezy od stanu agregacji peptydu (Shankar i wsp. 2007,
Chafekar i wsp. 2008). Wyniki uzyskane przez grupe badawczg Gylys'a pokazuja, iz
komorki grzbietowego zwoju nerwowego posiadajg zdolnos¢ pobierania AB w formie
oligomerycznej, a takze prefibrylarnej (Gylys i wsp. 2003), podczas gdy podanie form
zagregowanych do hodowli pierwotnej neurondéw hipokampa nie skutkuje wychwytem
AB, a jedynie powoduje wigzanie sie fibryli do btony plazmatycznej za posrednictwem
m.in. BAPP, receptorow RAGE czy receptorow NMDA. W efekcie dochodzi do
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miejscowego gromadzenia sie agregatow AB w obrebie aksonu i zmian
morfologicznych okreslanych jako obrzek aksonu. Z kolei neurony hipokampa
poddane dziataniu rozpuszczalnego AP wykazujg wysoki poziom Smierci
nekrotycznej wynikajgcej m.in. z zaburzenia funkcji mitochondriéw, a w efekcie
wzrostu produkcji ROS i nasilenia stresu oksydacyjnego. Sugeruje sie, iz daleko
posuniete procesy neurodegeneracyjne majgce miejsce po ekspozycji neuronéw na
dziatanie rozpuszczalnych form AB sg wynikiem odktadania sie AB wewnatrz
neurondw (Shah i wsp. 2009). Stad tez dobrze scharakteryzowana zdolnos¢
egzogennego AP do wywotania neurotoksycznosci in vitro (Yankner i wsp. 1989) i in
vivo (Geula i wsp. 1998) moze zachodzi¢ w gtdwnej mierze poprzez zasilanie
wewnatrzkomorkowej puli AB.

Istniejg doniesienia potwierdzajgce, iz zarowno AB40 jak i AB42 sg sprawnie
wychwytywane z przestrzeni pozakomorkowej przez wiele typow komorek, jednakze
autorzy zwracajg uwage, iz obie formy AB wykazujg odmienng tendencje do
gromadzenia sie w komorkach. Opisano bowiem wysokg odpornos¢ AB42 na
degradacje, co w efekcie prowadzi do zalegania tej formy AB w endosomach i
lizosomach. W przeciwienstwie do formy Ap42, AB40 po wniknieciu do komoérek
miatby ulega¢ natychmiastowej proteolizie (Knauer i wsp. 1992, Burdick i wsp. 1997).
W swoich badaniach, w ktérych wykorzystatam obie formy AB, odnotowatam wysokg
zdolnos¢ zaréwno APR40 jak i AP42 do nagromadzania sie w przedziatach
wewnatrzkomoérkowych neurondéw hipokampa. Niezgodno$¢ moich obserwacji z
wynikami innych badaczy moze by¢ zwigzana z wykorzystaniem przez autoréw
odmiennych typow komorek, tj. fibroblastow oraz komoérek PC12, ktére moga
charakteryzowac sie znacznie sprawniejszym metabolizmem AB40 niz ma to miejsce
w przypadku hodowli pierwotnej neurondéw. Ponadto, zastosowanie przeze mnie
wysokich stezen AB40 oraz AB42 przypuszczalnie uposledzito dziatanie
mechanizméw wewnagtrzkomérkowej degradacji, utatwiajgc odktadanie sie AR w
komorkach. Badane przeze mnie zagadnienie wewnatrzkomorkowej degradacji AB
zostanie poruszone w dalszej czesci rozprawy.

Istnieje wiele mechanizmoéw decydujgcych o wychwycie AR z przestrzeni
zewnatrzkomérkowej, jednakze podstawowg role w tym procesie wydaje sie
odgrywa¢ zjawisko endocytozy. Endocytoza jest procesem wieloetapowym.
Pierwszym etapem jest wgtebienie sie btony komorkowej w miejscu zwigzania sie

ligandu z receptorem, po czym nastepuje uformowanie pecherzyka wokot kompleksu
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ligand/receptor, optaszczanego biatkami adaptorowymi - klatryng i dynaming. Biatka
te sg niezbedne do utworzenia pecherzyka, jego odciecia od btony komorkowej i
dostarczenia jego =zawartosci do endosomow lub innych subkomorkowych
przedziatébw (Kumari i wsp. 2010). Obecnos¢ pewnych grup receptorow aktywnie
uczestniczacych w wychwycie AR sprawia, ze niektore miejsca btony komodrkowej
stajg sie bardziej wrazliwe na wigzanie sie peptydow A, a nastepnie na ich wychwyt
z przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Zastosowana przez Saavedra i wsp. (Saavedra i
wsp. 2007) innowacyjna technika hodowli polegajgca na oddzieleniu ciata komorki od
czesci aksonalnej  pozwolita zaobserwowac, iz pobieranie AB42 oraz jego
nagromadzanie sie wewnagtrz neuronu zachodzi znacznie wydajniej w dystalnej
czesci aksonu niz ma to miejsce w obszarze perikarionu. Autorzy sugerujg wiec, iz w
obrebie aksonu znajdujg sie kompleksy receptorow sprawiajgce, iz wychwyt AB przez
neurony w tej czesci komorki zachodzi niezwykle wydajnie. Inne badania poswiecone
okresleniu sktadu pecherzykédw endocytarnych, gdzie stwierdzono wysokg zawarto$é
cholesterolu oraz sfingolipidow sugerujg, iz wychwyt AB moze zachodzic w gtéwnej
mierze w obrebie tratw lipidowych. Jak pokazujg badania, w obecnosci btonowych
tratw lipidowych dochodzi do szybkiej oligomeryzacji AR na powierzchni btony, co
znacznie ostabia jego wychwyt przez neurony w miare wydtuzania czasu inkubacji z
AB (Williamsom i wsp. 2008). Stgd wydaje sie, iz endocytoza za posrednictwem tratw
lipidowych odgrywa wazng role w poczatkowych etapach internalizacji AR (Chafekar i
wsp. 2008).

Pomimo wielu spekulacji dotyczgcych wnikania AR do komoérek, za jeden z
gtdbwnych mechanizmdéw odpowiedzialnych za transport AR do neurondéw przyjeto sie
uwazac tworzenie kompleksow peptydu z czgsteczkami biatkowymi wsrod ktorych
nalezy wyrozni¢ apolipoproteing E (apo E). Wyniki badan in vitro potwierdzajg
wysokie powinowactwo wigzania sie apo E do AB, w efekcie czego obie czgsteczki
tworzg stabilne kompleksy (Wisniewski i wsp. 1993, Sadowski 2006).
Przeprowadzone przeze mnie badania nad rolg apo E w transporcie AB do neuronéw
sg zgodne z zaobserwowanym przez wielu badaczy wzrostem wychwytu AR w
warunkach dostepnosci apo E (Beffert i wsp. 1998, Gylys i wsp. 2003). Réwniez
badania in vivo prowadzone na myszach z nokautem genu dla apo E, gdzie
odnotowano drastyczny spadek zawartosci AR w komodrkach, potwierdzity istotny
udziat apo E w wychwycie oraz wewnatrzkomérkowym odktadaniu sie AB (Zerbinatti i
wsp. 2006). Nowym podejsciem do tego zagadnienia byto poréwnanie zdolnosci
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neurondéw hipokampa do zaleznego od apo E wychwytu oraz nagromadzania sie
dwoéch form A, tj. AB40 oraz AB42. Uzyskane przeze mnie wyniki pokazujg, iz
obecnos¢ apo E w wiekszym stopniu sprzyja wychwytowi AB42 niz AB40, co moze
Swiadczy¢ o wyzszym powinowactwie apo E do ApR42.

Zagadnienie ktéremu poswiecona jest ta rozprawa, a wiec patologiczne
odktadanie sie AB w komorkach z udziatem apo E i towarzyszgca temu zjawisku
kaskada cytotoksycznych zdarzen, dotyczy jednej z rdl jakg apo E petni w mozgu.
Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, iz zalezny od apo E wychwyt AB przez neurony jest
réwniez uznawany za jeden z mechanizméw usuwania peptydéw AR z przestrzeni
zewnatrzkomérkowej, co zapobiega odkfadaniu sie ztogéw amyloidowych w tkance i
naczyniach moézgu. Tak wiec mozna mowi¢ o dwukierunkowym dziataniu apo E w
OUN. W odpowiedzi na uszkodzenia moézgu lub schorzenia neurodegeneracyjne
dochodzi do wzrostu uwalniania apo E przez astrocyty, co pobudza dostarczenie
lipidow do uszkodzonych neurondw w celu regeneracji aksondow oraz utworzenia
nowych potgczen synaptycznych (Boyles i wsp. 1989, Rapp i wsp. 2006). Ponadto w
AD, spowodowany dziataniem peptydéw AR wzrost aktywacji astrocytow i
zaostrzenie reakcji zapalnej nasila uwalnianie apo E do przestrzeni
zewnatrzkomérkowej. Ten proces zwieksza wigzanie i usuwanie AB poprzez
wychwyt komplekséw AB/apo E przez otaczajgce neurony, co skutkuje
zmniejszeniem stanu aktywacji astrocytéw oraz ostabieniem reakcji zapalnej (Hu i
wsp. 1998). Z drugiej strony uwolniona przez astrocyty apo E zwieksza obrét
metaboliczny BAPP w obrebie neuronu nasilajgc produkcje AR, ktory uwolniony do
przestrzeni zewnatrzkomérkowej moze ulegaC agregacji w nierozpuszczalne
struktury fibrylarne. Proces ten moze zachodzi¢ znacznie szybciej w obecnosci apo E
z uwagi na zdolnos¢ tej czgsteczki do utatwiania zmian konformacyjnych AB w
strukture B-kartki, decydujgca o cytotoksycznych wiasciwoséciach tego peptydu (Ma i
wsp. 1994, Wisniewski i wsp. 1994). Jak pokazaty badania in vitro, apo E posiada
réwniez zdolnos¢ wigzania sie do biatka tau, co moze wskazywac¢ na bezposredni
udziat apo E w tworzeniu splotéw neurofibrylarnych w neuronach, zjawisku
nieodtgcznie towarzyszgcym neurotoksycznosci AR (Hu i wsp. 1998).

Pomimo licznych doniesien na temat udziatu apo E w zwiekszonym wychwycie
AB przez neurony i nasilaniu proceséw neurodegeneracyjnych, istniejg prace
Swiadczgce o fizjologicznej roli apo E w wewnatrzkomoérkowej degradacji AR oraz

wspomaganiu dziatania IDE (ang. insulin degradating enzyme), enzymu
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rozktadajgcego AB w przestrzeni zewngtrzkomorkowej (Jiang i wsp. 2008). Z drugiej
jednak strony, Fuentealba i wsp. (2010) zademonstrowali, iz w mysiej linii
komérkowej neuroblastoma (Neuro-2A) wykazujgcej zwiekszong ekspresje
receptorow LRP, ekspozycja hodowli na dziatanie AB42 prowadzi do zaleznego od
czasu wychwytu AP =z przestrzeni zewngtrzkomérkowej, ktorego detekcje
stwierdzono w strukturach szlaku endocytarnego. Autorzy zwracajg uwage na fakt, iz
po 48 godz. od rozpoczecia inkubacji hodowli z AR, w komorkach Neuro-2A
rozpoczyna sie proces nagromadzania sie peptydéw AP na skutek uposledzonej
zdolnosci neuroblastoma do zachodzgcej w lizosomach degradacji AB. Jednoczesnie
autorzy doniesienia spekuluja, iz jedynie ciggla ekspozycja neurondéw na dziatanie
wysokich stezen AR i towarzyszgcy temu wychwyt AR przez komorki, moze w
znacznym stopniu ogranicza¢ zdolnos¢ lizosomow do metabolizmu tak duzej puli
pobranego AB, co w konsekwencji bedzie prowadzito do zalegania AB w tych
strukturach, ich agregacji i neurodegeneracji. Nasuwa sie wiec pytanie czy
obserwowany przeze mnie zalezny od apo E wzrost odktadania sie AB w komdrkach
poddanych dziataniu wysokich stezen AB40 moze by¢ zwigzany z uposledzeniem
zdolnosci apo E do wspomagania wewngtrzkomorkowej degradacji AB. Jak pokazujg
wyniki moich badan, neurony hipokampa poddane 6 godz. ekspozycji na dziatanie
AB przy dostepnosci apo E charakteryzujg sie znacznie nizszym wskaznikiem
metabolizmu AP niz ma to miejsce pod nieobecnos¢ apo E. Tak wiec, obserwowany
przeze mnie wzrost nagromadzania sie AB w neuronach warunkowany nasilonym
wychwytem tego peptydu w obecnosci apo E wydaje sie korelowac z utratg przez tg
czgsteczke funkcji wspierania efektywnej degradacji AB. Na podstawie moich
obserwacji mozna wnioskowacé, iz w warunkach wysokich stezen AB wptyw apo E na
odktadanie sie AR w komorkach oraz ewentualne potegowanie jego cytotoksycznego
dziatania przewaza nad ochronnymi wiasciwosciami apo E jako czasteczki
zaangazowanej w metabolizm Ap.

Badania tej pracy potwierdzajg istotnos¢ udziatu mechanizméw angazujgcych
apo E w wewnatrzkomérkowym odktadaniu sie AB, a w konsekwencji mozliwosé
zastosowania zwigzkéw mogacych zapobiega¢ wychwytowi komplekséw AB/apo E.
Pionierami w tej dziedzinie byli Ma i wsp. (1996), ktérzy na podstawie opisane;j
poprzednio sekwencji aminokwasowej odpowiadajgcej za interakcie AB z apo E
(Strittmatter i wsp. 1993), zaprojektowali peptyd bedgcy homologiem motywu 12-28.
Peptyd ten okreslony mianem AB12-28 okazat sie by¢ skuteczny w hamowaniu
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wigzania sie AB do apo E, wynikiem czego byt obserwowany przez autoréw spadek
tworzenia struktur fibrylarnych przez AP oraz wzrost przezywalnosci komoérek w
hodowli pierwotnej neuronow (Ma i wsp. 1996). Istniato jednak podejrzenie, iz z
uwagi na decydujgcy wptyw sekwencji 14-21 w toksycznosci AB oraz udziat tego
fragmentu w odkfadaniu sie AR w mdzgu w formie plak amyloidowych, peptyd AB12-
28 moze przyczynia¢ sie do szybszego rozwoju zmian patologicznych
towarzyszgcych AD. Postep badan nad wiasciwosciami biologicznymi peptydu AR12-
28 doprowadzit do opracowania zwigzku wykazujgcego cechy inhibitora wigzania
AB/apo E charakteryzujgcego sie wydtuzonym okresem pottrwania in vivo, przy
jednoczesnym wykluczeniu jego cytotoksycznego dziatania (Sadowski i wsp. 2004,
2006). Pomimo niezwykle obiecujgcych wynikéw badan in vivo, ktére dostarczyty
dowodoéw na zdolnos¢ AB12-28P do zapobiegania odktadania sie AB w parenchymie
oraz w naczyniach moézgu, jak rowniez do redukcji juz istniejgcych plak
amyloidowych, niewiele wiadomo na temat potencjalnego dziatania ochronnego
AB12-28P na poziomie komorkowym. Zagadnienie to stato sie gtbwnym przedmiotem
moich badan, i wkasnie jemu w duzej czesci poswiecona jest ta rozprawa. Odnoszgc
sie do wynikow poprzednich badan na temat roli apo E w zwiekszonym wychwycie
AB przez neurony, w pierwszej kolejnosci niezbedne byto okreslenie roli hamowania
tworzenia kompleksow Ap/apo E przez AB12-28P na wychwyt oraz
wewngtrzkomorkowe odkfadanie sie ABR. Wyniki moich badan wskazujg, ze AB12-28P
ogranicza wychwyt zarowno APR40 jak i AB42 z przestrzeni pozakomorkowej, a
mechanizm tego dziatania polega na hamowaniu interakcji pomiedzy AB a apo E.
Ponadto, na skutek obnizenia transportu AR do neuronéw w obecnosci AB12-28P byt
obserwowany spadek nagromadzania sie AP wewngtrz komorek, co moze

sugerowac ochronne dziatanie AB12-28P w mechanizmach toksycznosci A.

4.3. Wptyw nagromadzania si¢ AB w neuronach na procesy oligomeryzacji oraz

fibrylizacji AB: modulacja przez AB12-28P

Na istotnos¢ zjawiska wewngtrzkomorkowe;j oligomeryzacji w
neurotoksycznosci AR zwrdcita uwage Walsh i wsp. (2000), ktérzy opowiedzieli sie za
tezg, iz wewnatrz komoérek proces oligomeryzacji AR zachodzi znacznie wczesniej i w
wiekszym stopniu niz ma to miejsce w przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Rowniez

grupa Takahashi zaobserwowata agregacje AR w formy oligomeryczne w obrebie
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synaps oraz zakonczen synaptycznych zaréwno w moézgach myszy transgenicznych
Tg2576 jak i wywodzacych sie od tych myszy pierwotnych hodowli neuronow
(Takahashi i wsp. 2004), ktoremu to zjawisku towarzyszyta postepujgca dysfunkcja
oraz degeneracja synaps, tak typowa dla wczesnych etapéw AD (Ingelsson i wsp.
2004). Z kolei badania in vivo pokazaty, iz jedynie wewngtrzkomorkowe oligomery A
indukujg ostre zaktécenia plastycznosci synaptycznej oraz wptywajg na przejsciowe
pogorszenie sie zdolnosci zapamietywania u zwierzat (Walsh i wsp. 2002, Cleary i
wsp. 2005).

W zaprezentowanych przeze mnie badaniach dowiodtam, iz w warunkach
dostepnosci apo E degradacja AR w neuronach jest ograniczona, wynikiem czego
jest nasilone odkfadanie sie peptydu wewnatrz komérek. Te obserwacje staty sie
podstawg do zbadania, czy uposledzona degradacja AR w obecnosci apo E moze
wynikac¢ jedynie z dysfunkcji apo E w kierunku efektywnego metabolizmu A, czy tez
apo E moze przyczynia¢ sie do wewngtrzkomorkowej agregaciji AB, co w znacznej
mierze utrudniatoby usuwanie peptydu z komérek. Jak dotad nie zostato wyjasnione
zagadnienie losow apo E po wniknieciu kompleksow AB/apo E do neuronéw. W
warunkach fizjologicznych, rola apo E sprowadza sie do transportu lipidow do
neurondw za posrednictwem receptorow LDLR, po czym apo E oddysocjowuje od
czgsteczki transportowanej i powraca do obiegu. Istnieje jednak mozliwos¢, iz na
skutek nasilonego wychwytu kompleksow AP/apo E przez neurony, jak réwniez
wzrostu zawartosci AB w komodrkach skutkujgcego zaburzeniami procesow
endocytozy/egzocytozy, apo E moze pozostawa¢ w komorce w postaci kompleksow
z AB, tworzac rdzen do przytgczania kolejnej puli peptydu. Zatozenie to wydaje sie
tym bardziej prawdopodobne, iz znana jest zdolno$¢ apo E do utatwiania zmiany
konformacji AB w strukture B-kartki, warunkujgcej tworzenie agregatow AB o
dziataniu cytotoksycznym. Ponadto, badania immunohistochemiczne wykazaty
obecno$¢ apo E w ptytkach amyloidowych utworzonych przez witdkienkowy AR
(Wisniewski i wsp. 2003), co mogtoby przemawia¢ za udziatem apo E w agregacji A
W nierozpuszczalne ztogi. Stad tez, za mojg hipoteze roboczg przyjetam twierdzenie,
iz w stanach patologicznego nagromadzania sie AR w neuronach, ktérym towarzyszy
zaburzenie proceséw usuwania AR z komoérek, dochodzi do wewngtrzkomdrkowe;j
agregacji AB w formy oligomeryczne oraz/bgdz fibrylarne. Aby to sprawdzié,
ocenitam poziom oligomeréw w neuronach hipokampa wystawionych na dziatanie

wysokich stezen AB w obecnosci apo E. Jak pokazujg wyniki moich badan, w
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warunkach statej dostepnosci AB40 lub AB42 w medium hodowlanym, dochodzi do
nagromadzania sie peptydu w czystej hodowli neuronéw hipokampa, co
koresponduje z tworzeniem form oligomerycznych. Postulowane przez wielu badaczy
réznice w tempie agregacji poszczegolnych form AR w zaleznosci od stopnia ich
hydrofobowosci zostaty potwierdzone w moich badaniach, gdzie poziom oligomeréw
AB42 w czystej hodowli neuronéw znacznie przewyzszat ilo$¢ oligomerow AB40
oznaczonych w komérkach po tym samym czasie inkubacji. Ponadto
zaobserwowatam, iz zapewnienie dostepnosci apo E, skutkujgce wzrostem wychwytu
AB przez neurony, prowadzi do nasilenia procesu wewngtrzkomorkowej
oligomeryzacji obu form AB, przy czym stezenie oligomeréw ABR40 oraz AB42 w
komorkach byto poréwnywalne. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, iz wysokie
stezenie AB w neuronach sprzyja jego wewngtrzkomoérkowej agregacji w formy
oligomeryczne. Co wazniejsze, wykazany w moich wczesniejszych badaniach
znacznie wyzszy stopien wychwytu AB42 w porownaniu do AB40 indukowany apo E,
nie przektada sie na proporcojnalny wzrost stezenia oligomerow w komaérkach co
sugeruje, iz rola apo E w procesie wewnatrzkomorkowej oligomeryzacji AR moze nie
ograniczac sie jedynie do nasilania transportu peptydu do komorek.

Odkad zaobserwowano obecnos¢ form oligomerycznych AB w tkance mozgu
os6b z AD (Gong i wsp. 2003) oraz w mdzgach myszy transgenicznych z objawami
tego schorzenia (Oddo i wsp. 2006), przyjat sie poglad, iz wewngtrzkomodrkowe
nagromadzanie sie AB i jego agregacja w formy oligomeryczne odporne na dziatanie
proteaz moze odgrywac istotng role w tworzeniu ziogow AP in vivo, zjawiska
nasilajgcego sie¢ w miare rozowju AD (Knauer i wsp. 1992). Stad, niezwykle istotne
wydaje sie podjecie proby blokowania procesu oligomeryzaciji AR w neuronach. Moje
badania pokazujg, iz hamowanie tworzenia komplekséw pomiedzy AR a apo E
poprzez zastosowanie inhibitora wigzania AB/apo E, AB12-28P, co przektada sie na
ostabienie wychwytu A przez neurony, prowadzi do znaczgcej redukcji stezenia
oligomerow AR w komoérkach. Wyniki te $wiadczg, iz gtdbwnym zrodiem AR
wchodzgcego w skfad wewnatrzkomoérkowych agregatow jest AR pobrany przez
neurony z przestrzeni pozakomoérkowej, a proces wewngtrzkomorkowej
oligomeryzacji AB moze by¢ efektywnie hamowany przez substancje zapobiegajgce
transportowi kompleksow AR/apo E do komoérek.

U pacjentéw cierpigcych na AD stwierdzono obecnos¢ form fibrylarnych w

mozgu wystepujgcych w postaci ptytek starczych. Przytoczone powyzej sugestie
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dotyczgce wptywu oligomeréw AP obecnych w neuronach na tworzenie form
fibrylarnych w przestrzeni zewngtrzkomoérkowej (Knauer i wsp. 1992), nasuwajg
pytanie o mozliwos¢ przechodzenia AB w kolejne stadia agregacji wewngtrz komorek
w miare wydtuzenia czasu inkubacji neuronéw z AB. Jednak wyniki moich badan nie
dostarczyty dowoddéw na istnienie struktur fibrylarnych AB w neuronach po 72 godz.
inkubacji co dowodzi, iz zwiekszony wychwyt AR w obecnosci apo E sprzyja
procesowi oligomeryzacji, lecz nie fibrylizacji AB. Stad tez mechanizmy
neurotoksycznosci AP rozwazane w dalszej czesci rozprawy mogg by¢ przypisane
odktadaniu sie AR w postaci form oligomerycznych w przedziatach

wewnatrzkomorkowych.

4.4. Subkomoérkowa Ilokalizacja AB w obecnosci inhibitora wychwytu i

nagromadzania sie peptydu, AB12-28P

Odkad za jeden z wczesnych markeréow rozwoju AD przyjeto sie uwazaé
wewngtrzneuronalne odktadanie sie peptydow AR, kidére zapoczatkowuje kaskade
patologicznych zdarzeh prowadzgcych do neurodegeneracji, badacze skupili swojg
uwage na doktadnym poznaniu mechanizmow uczestniczgcych w wychwycie AR
przez neurony oraz jego transporcie w obrebie komorek. Poprzednie prace wskazuja,
iz jednymi z podstawowych przedziatow wewngtrzkomorkowych odpowiadajgcych za
nagromadzanie sie BAPP, jak réwniez produktéw jego metabolizmu w neuronach sg
pozne endosomy i lizosomy (Wisniewski i wsp. 1991, Golde i wsp. 1992) Jedna z
grup badawczych (Takahashi i wsp. 2004), ktéra rowniez za miejsce
wewnatrzkomorkowej  lokalizacji  AB  przyjeta uwaza¢  struktury  Sciezki
endosomalno/lizosomalnej sugeruje, iz witasnie te organella przez wzglad na
panujgce w nich niskie pH (3,5-6,5) stwarzajg odpowiednie warunki do procesu
agregacji AB w formy oligomeryczne. Z kolei Gregori i wsp. (1995) dokonali
obserwacji, iz nagromadzony w neuronach oligomeryczny AB bezposrednio wptywa
na uposledzenie dziatania proteasomoéw, a wiec struktur odpowiedzialnych za
wewnatrzkomoérkowg degradacje peptydu, sprzyjajgc jego dalszemu nagromadzaniu
sie w komérkach. Jednym z efektow patologicznego nagromadzania sie A wewnatrz
pecherzykdw endocytarnych i wielopecherzykowych ciatek btonowych jest
zaburzenie obiegu pecherzykdéw transportujgcych w obrebie komérki, co prowadzi do
uposledzenia procesu endocytozy oraz transportu aksonalnego (LaFerla i wsp.
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1997). Zaobserwowano bowiem, iz dtugo utrzymujgce sie wysokie stezenie AB na
zewnatrz komorki prowadzi do spowolnienia wychwytu A na drodze endocytozy na
skutek zalegania peptydu w endosomach i lizosomach, co jest przyczyng
powiekszenia rozmiaru tych struktur oraz spowolnienia tworzenia nowych
pecherzykéw. Zjawisko to ma jednak miejsce jedynie wowczas gdy AB przyjmuje
forme monomerdéw lub niewielkich oligomerow, gdyz wieksze formy oligomeryczne
majg tendencje do zalegania i agregowania na powierzchni komorek, nie sg wiec
pobierane przez neurony (Almeida i wsp. 2006, Chafekar i wsp. 2008).
Przedstawione powyzej wyniki badan in vitro znalazty potwierdzenie w obrazach
mikroskopowych uzyskanych z moézgu pacjentow z AD, gdzie stwierdzono znaczne
powigkszenie rozmiaru endosomdéw oraz lizosomow (Cataldo i wsp. 2000). Wyniki te
wskazujg na potencjalny cel dla efektywnego zapobiegania nagromadzania sie i
oligomeryzacji AR w przedziatach wewnatrzkomérkowych.

Jak pokazaly moje wczesniejsze badania, podwyzszonemu stezeniu AB w
przestrzeni pozakomorkowej towarzyszy sprawny wychwyt AR przez neurony, przy
jednoczesnym ostabieniu proceséw jego wewnagtrzkomdrkowej degradacji na skutek
postepujgcej oligomeryzacji peptydu w komorkach. W dalszych badaniach
sprawdzitam, czy zalezny od apo E wzrost wychwytu monomerycznego ABR40 oraz
odktadania sie tego peptydu w formy oligomeryczne znajdzie odbicie we wzroscie
zawartosci A w wybranych strukturach komérkowych. Wykorzystanie specyficznych
markerow  znakujgcych  struktury Sciezki endosomalno/lizosomalnej oraz
mitochondria pozwolito mi zaobserwoac¢ wspot-lokalizacje AR z badanymi organellami
komérkowymi. Wzrost wychwytu AR spowodowany obecnoscig apo E przektadat sie
wyraznie na wzrost immunoreaktywnosci AB w obrebie p6znych endosomoéw (RAB7-
pozytywne) oraz lizosomow (katepsyna D-pozytywne), jak réwniez odnotowatam
stabiej zaznaczony wzrost zawartosci AR we wczesnych endosomach (EEA1-
pozytywne) oraz mitochondriach (Hsp60-pozytywne). Potwierdza to wskazywang
przez wielu badaczy istotno$¢ udziatu struktur szlaku endosomalno/lizosomalnego w
wewnatrzkomorkowym nagromadzaniu sie oraz oligomeryzacji AB. Wiedzac juz, iz
istnieje Scisty zwigzek pomiedzy nasileniem wychwytu AB z udziatem apo E a
odktadaniem sie peptydu w wybranych organellach komérkowych, dokonatam oceny
wptywu AB12-28P na gromadzenie sie AP w komponentach Sciezki
endosomalno/lizosomalnej oraz w mitochondriach. Zaobserwowatam, iz blokowanie

wigzania pomiedzy AB oraz apo E i wynikajagcy z tego ostabiony wychwyt
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kompleksow AB/apo E przez neurony prowadzi do istotnego spadku zawartosci A
we wszystkich badanych strukturach komérkowych. Na tej podstawie mozna sgdzic,
iz zalezne od apo E przenikanie AR do neuronow zachodzi przede wszystkim na
drodze endocytozy, efektem czego jest nagromadzanie sie AR w komponentach
Sciezki endosomalno/lizosomalnej, a zjawisko to jest skutecznie hamowane przez
inhibitora wigzania AB/apo E.

Drugim mechanizmem uznawanym przez wielu badaczy za gtéwny proces
pobierania AB przez komorki, jest przytgczanie sie AR do miejsc na btonie bogatych
w sfingolipidy oraz cholesterol, a dalej wychwyt AR w obrebie tratw lipidowych. W
odroznieniu od potwierdzonego przeze mnie mechanizmu wychwytu AB na drodze
endocytozy angazujgcej czasteczki biatkowe, endocytoza A zalezna od obecnosci
lipidéow btonowych wyklucza udziat koszyczkdéw klatrynowych, co przektada sie na
brak wspot-lokalizacji AR z markerem wczesnych endosomow- EEAL (Saavedra i
wsp. 2007). Wydaje sie wiec, iz przenikanie AR do komoérek moze angazowac
jednoczesnie wiele roznych mechanizméw, co niezwykle komplikuje mozliwosé
zastosowania inhibitorow  wewngtrzkomoérkowego nagromadzania sie AP
dziatajgcych selektywnie na poszczegdlne sciezki wychwytu.

Nalezy zaznaczyc, iz obok struktur tworzacych szlak
endosomalno/lizosomalny, obecnos¢ agregatow AR stwierdzono w mitochondriach
komérek moézgu myszy transgenicznych Tg2576 (Manczak i wsp. 2006) oraz w
izolowanych mitochondriach otrzymanych z modzgu pacjentéw z AD (Hirai i wsp.
2001). Zjawisko to obserwowatam takze w moich badaniach. Pochodzenie AR w
mitochondriach jak dotgd nie zostato wyjasnione. Sugeruje sig, iz peptyd ten moze
ulegac translokacji z cytozolu do mitochondriow, jednakze doktadny mechanizm
odpowiedzialny za nagromadzanie sie AB w cytozolu roéwniez jest nieznany.
Wiadomo, iz w AD ma miejsce zahamowanie aktywnosci kluczowych enzymow
mitochondrialnych, efektem czego jest wzrost produkcji wolnych rodnikow tlenowych
bedacych induktorami stresu oksydacyjnego, co w efekcie prowadzi do uwolnienia z
uszkodzonych strukturalnie mitochondriow cytochromu c, a w dalszej kolejnosci do
apoptotycznej Smierci komorek (Reddy i Beal 2008.) Stad tez moge przypuszczag, iz
obserwowany przeze mnie efekt zmniejszonego odktadania sie A w mitochondriach
w obecnosci AB12-28P moze w konsekwencji hamowac zalezne od ROS procesy

patologiczne prowadzgce do neurodegeneracji.
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Obok detekcji AB w badanych przeze mnie strukturach komoérkowych, moje
wyniki wskazujg na isnienie znacznej puli AB, nie wykazujgcej wspot-lokalizacji z
zadnym z uzytych znacznikow struktur sciezki endosomalno/lizosomalnej. Sugeruje
to, ze pobierany z przestrzeni zewnatrzkomérkowej AB, poza gromadzeniem sie w
badanych organellach komdérkowych, odktada sie takze w cytozolu, co moze
dodatkowo przyczyniaC sie do jego cytotoksycznosci. Takahashi i wsp. (2004),
badajagc przy pomocy mikroskopu elektronowego  wewngtrzkomorkowe
rozmieszczenie endogennego AR w pierwotnej hodowli neuronéw z myszy
transgenicznych Tg2576, wykazali obecnos¢ AR zaréwno w komponentach Sciezki
endosomalno/lizosomalnej, ze szczegodlnym uwzglednieniem ciatek
wielopecherzykowych, jak i w cytozolu. AR wykrywalny w cytozolu, gromadzit sie¢ w
duzej ilosci wzdtuz wigzki mikrotubul w wypustkach neuronalnych, co sugeruje, iz
moze on zaburzac transport aksonalny. Podobne wyniki uzyskali Shah i wsp. (2009),
ktorzy obserwowali skupianie sie wzdtuz mikrotubul agregatow AB podanych do
hodowli mysich komdrek neuroblastoma NZ2a, ktére w nastepstwie prowadzity do
ostabienia transportu aksonalnego. Zjawisko to byto ttumaczone tworzeniem przez
AB fizycznej blokady dla przemieszczania sie biatek motorycznych. Tak wiec
doniesienia literaturowe, podobnie jak wyniki przedstawione w tej rozprawie,
wskazujg na roznorodne rozmieszczenie AR w obrebie komorki, ktorego lokalizacja w
neuronach, w przypadku zaréwno egzogennego AP jak i endogennego peptydu

powstajgcego na drodze wewnatrzneuronalnej proteolizy BAPP, jest bardzo zblizona.

4.5. Wplyw hamowania wewnatrzkomérkowego nagromadzania sie¢ A na

synapsy glutaminianergiczne

Zaprezentowane przeze mnie wyniki badan wskazujgce na mozliwos$é
zapobiegania odktadania sie AP oraz jego oligomeryzacji w strukturach Sciezki
endosomalno/lizosomalnej poprzez zastosowanie ABR12-28P, skionity mnie do
sprawdzenia czy hamowanie procesu wewngtrzkomorkowego nagromadzania sie AR
moze wptywaé na zjawiska towarzyszgce wczesnej toksycznosci AB. Odkad
zaobserwowano, iz podanie rozpuszczalnego AR do hodowli organotypowej
hipokampa $cisle koreluje z odktadaniem sie tego peptydu w neuronach w obrebie
rejonu CA1, co z kolei wigze sie ze spadkiem ekspresji markera synaps -
synaptofizyny (Bahr i wsp. 1998), wielu badaczy za wczesny przejaw

103



neurotoksycznosci AB  uwaza  zmiany  struktury i  funkcji  synaps
glutaminianergicznych. Jednym z pierwszych widocznych sygnatow patologicznego
odktadania sie AB w komorkach jest istotne obnizenie poziomu biatka gestosci
postsynaptycznej, PSD-95, jakie odnotowano we frakcji izolowanych bton
synaptosomalnych (Almeida i wsp. 2005). PSD-95 jest biatkiem zaangazowanym w
regulacje plastycznosci synaptycznej poprzez udziat w dostarczaniu receptorow
NMDA na powierzchnie komoérek nerwowych podczas ksztattowania sie synaps na
powierzchni kolcow dendrytycznych, jak rowniez zakotwiczenie komplekséw
receptorowych w bfonie plazmatycznej (Ehrlich i Malinow 2004). Kolce dendrytyczne
sg strukturami plastycznymi odpowiedzialnymi za przechowywanie informaciji
synaptycznej oraz za procesy pamieci, gdzie zlokalizowane sg gtéwnie synapsy
glutaminianergiczne (Hering i Sheng 2001). Stad tez zmiany zachodzgce w obrebie
kolcow dendrytycznych indukowane peptydami AR stanowig gtéwny czynnik
odpowiedzialny za zaburzenia neurotransmisji synaptycznej. Wykazano, iz oligomery
AB wigzagc sie z biatkiem cytoszkieletu kolcéw dendrytycznych, drebryng, majg
tendencje do tworzenia skupisk w ich obrebie i tam wykazujg swoje dziatanie
toksyczne. Polega ono m.in. na zaktdceniu ekspresji biatka Arc, niezbednego w
procesach pamieci, ktére moze wptywaé na zaburzenie ekspresji oraz transportu
czgsteczek receptorowych (Takahashi i wsp. 2003, Lacor i wsp. 2004). Wigzanie sie
oligomerow AP w obrebie synaps glutaminianergicznych zostato potwierdzone
poprzez wykazanie wspot-lokalizacji oligomerycznego AB oraz PSD-95 i NR1/NMDA,
co moze wskazywac na istnienie fizycznej interakcji pomiedzy receptorem NMDA a
AB. Dodatkowo zaobserwowano, iz inkubacja dojrzatych neurondéw hipokampa z
frakcjg oligomeryczng AB40 lub AB42 juz po okresie 1 godz. prowadzi do znacznego
spadku poziomu podjednostki NR1 oraz NR2B na powierzchni dendrytow, bez
wptywu na catkowity poziom receptorow NMDA w komérkach (Lacor i wsp. 2007).
Zjawisku temu towarzyszy istotny spadek immunoreakcji drebryno-pozytywnych
wypustek, jak réwniez rozwdj znaczacych zmian morfologicznych kolcéw
dendrytycznych polegajacych na ich wydtuzaniu sie oraz zmniejszeniu ich gestosci
na powierzchni dendrytéw. Co istotne, efekt ten nie byt obserwowany w przypadku
monomerycznych form AB40 (Lacor i wsp. 2004). Na tej podstawie mozna sadzi¢, iz
monomeryczng posta¢ AR cechuje odmienny mechanizm obnizania puli receptorow
NMDA na powierzchni dendrytow niz ma to miejsce w przypadku form
zagregowanych. Wiadomo, iz oligomery AP skupiajg sie w obrebie synaps
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glutaminianergicznych i za posrednictwem receptoréow NMDA prowadzg do aktywacji
kaskady zdarzen w komorce, jak wspomniana przeze mnie zmiana ekspresji biatka
Arc, prowadzgcych do zaktécenia transportu wewngtrzkomorkowego. Z kolei w
przypadku monomerycznego AP mozna przypuszczac, iz zaburzenie struktury
synaps wymaga wczesniejszej internalizacji peptydu, a nastepnie jego
nagromadzania sie w organellach sciezki endosomalno/lizosomalnej, co wptywa
bezposrednio na uposledzenie transportu czgsteczek zaangazowanych w proces
endocytozy/egzocytozy, w tym réwniez podjednostek receptora NMDA oraz biatek
postsynaptycznych, na powierzchnie neurytow. Jak podaje Shah i wsp. (2009),
odktadanie sie AR w neuronach moze zaburzaé transport aksonalny na dwa sposoby.
Gromadzenie sie AB wzdtuz wigzki mikrotubul, stanowi fizyczng blokade dla
przemieszczania sie biatek motorycznych. Alternatywny mechanizm obejmuje
zasilanie puli agregujgcego w neuronach AP, ktory w takiej postaci indukuje kaskade
zdarzen prowadzgcg do =zatamania sie stabilnosci cytoszkieletu i ostabienia
transportu aksonalnego (Shah i wsp. 2009).

W moich badaniach odniostam sie do przedstawionych powyzej wynikow
innych grup badawczych na temat mechanizmu dziatania egzogennych oligomeréw
AB na poziom NR1/NMDA, jak réwniez do doniesien na temat udziatu A
nagromadzonego w neuronach w postepujgcej utracie biatek synaptycznych. Do
oceny wptywu nagromadzania sie AP w przedziatach wewngtrzkomorkowych na wzér
powierzchniowych markerow neuronalnych uzytam monomerycznego Ap40
sprzezonego ze znacznikiem fluorescencyjnym FITC. Wykorzystatam tez informacje
dostarczone przez Vazhappily i wsp. dotyczace czasu trwania petnego obrotu
podjednostki NR1 w komorce, ktory wynosi 16 godz. (Vazhappilly i Sucher 2002).
Pozwolito mi to na analize daleko posunietych proceséw degeneracji synaps
zwigzanych z obnizeniem puli receptorébw NMDA na powierzchni komérek po 72
godz. inkubacji neuronéw hipokampa z AB. Zaobserwowany przeze mnie znaczacy
spadek immunoreaktywnosci NR1/NMDA korespondowat z istotnym obnizeniem
detekcji dwodch pozostatych znacznikéw synaptycznych tj. PSD-95 oraz
synaptofizyny. Istniejg przestanki, iz spadek immunoreaktywnosci powierzchniowych
markerow neuronalnych moze sie wigzaC z zaburzeniem transportu
wewngtrzkomorkowego i uposledzeniem obiegu ciatek wielopecherzykowych. Jak
wskazuje praca Pigino i wsp. (2009), zaburzenie transportu aksonalnego przez
nagromadzone w neuronach peptydy AR ma miejsce jedynie wéwczas, gdy AP
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przyjmuje forme oligomerdéw, nie wystepuje natomiast w przypadku monomerow
badz fibryli AB. Guillaud i wsp (2003), utrate podjednostek NR1/NMDA w bfonie
plazmatycznej ttumaczg zaktdceniem transportu wzdtuz wigzki mikrotubul wypustek
dendrytycznych, za ktére wydaje sie odpowiadac biatko nalezgce do rodziny biatek
motorycznych, KIF17. Stwierdzono bowiem, iz KIF17 wigze sie specyficznie z
kompleksem biatek gestosci postsynaptycznej, w tym rowniez PSD-95, z ktérym to
zwigzana jest takze podjednostka NR2B receptora NMDA. Stosujac model hodowli
pierwotnej neurondw hipokampa wykazano, iz KIF17 odpowiada za transport
podjednostki NR2B do synaps glutaminianergicznych na powierzchni komorek
nerwowych. Z kolei wprowadzenie mutacji w domenie transportujgcej KIF17,
przejawiajgcej sie utratg funkcjonalnosci tego biatka, prowadzi do spadku w obrebie
synaps ilosci receptorow NMDA majgcych w swoim skfadzie podjednostkowym
NR2B, ktéremu to zjawisku towarzyszy nieznaczne gromadzenie sie tej podjednostKki
w ciele komoérki. Odnoszac sie do przywotanych przeze mnie doniesien
literaturowych, jak rowniez powotujgc sie na wyniki moich poprzednich badan, w
ktérych wykluczytam istnienie form fibrylarnych AB, natomiast dowiodtam obecnosci
oligomeréw AR w neuronach, moge wysnu¢ wniosek, iz zaobserwowany przeze mnie
spadek poziomu powierzchniowych biatek synaptycznych przy jednoczesnym
wzroscie zawartosci AR komorkach, jest Scisle zwigzany z zaleznym od oligomeréw
AB zatamaniem sie systemu transportujgcego zaréwno w dendrytach jak i wzdiuz
aksonu. Za tg tezg przemawiajg dodatkowo wyniki moich badan pokazujgce dalszy
spadek immunoreaktywnosci biatek synaptycznych na powierzchni komoérek, gdy AR
podawany byt w obecnosci apo E. Obnizenie gestosci markeréw neuronalnych w
warunkach dostepnosci apo E koresponduje wiec ze wzrostem poziomu oligomerow
AB w neuronach. Ta obserwacja skionita mnie do kontynuowania toku badan
testujgcych mozliwo$¢ zapobiegania utracie biatek synaptycznych poprzez
zastosowanie AB12-28P. Moje wyniki wskazujg, iz ograniczenie transportu AR do
komdrek nerwowych oraz spowolnienie procesu wewngtrzkomorkowej oligomeryzacji
AB poprzez uzycie specyficznego antagonisty wigzania AP/apoE, przywraca
ekspresje wszystkich badanych markeréw synaps. Za podstawowy mechanizm
dziatania monomerycznej formy AB na degeneracje synaps mozna wiec uznacé
stopniowe nagromadzanie sie AR w komodrkach, ktére sprzyja jego

wewnatrzkomorkowej agregacji w formy oligomeryczne powodujgce zaburzenia
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transportu komorkowego, ktore uniemozliwiajg dostarczanie biatek synaptycznych do
btony plazmatyczne;j.

Istnieje hipoteza zaproponowana przez Synder i wsp. (2005), iz odnotowany
przez badaczy brak zmian w catkowitym poziomie NR1 i NR2B w komorce w
obecnosci AR wynika z redystrybucji NR1/NMDA z okolic synaps do miejsc
pozasynaptycznych. Zjawisko to nie byto jednak wigzane ze spadek ekspresji NR1
na powierzchni komorki. W tej pracy zaobserwowatam drastyczny spadek poziomu
immunodetekcji NR1/NMDA, PSD-95 oraz synaptofizyny na powierzchni neuronéw
przy braku wptywu AR na catkowity poziom tych markeréow synaptycznych w lizatach
komérkowych. Podobne zjawisko zostato juz wcze$niej opisane przez Lacor i wsp.
(2007), ktérzy po podaniu oligomerycznego AR do hodowli neuronéw hipokampa nie
odnotowali zmian w catlkowitym poziomie podjednostki NR1/NMDA przy
jednoczesnym spadku detekcji tej podjednostki na powierzchni komorek. Jak
wiadomo, wiekszoS¢ biatek synaptycznych powstaje w ER, a nastepnie jest
transportowana na powierzchnie komorki. Tak wiec w przeciggu catego okresu zycia
komorki, biatka te wystepujg zarébwno w ciele komérki, dendrytach jak i w obrebie
synaps (Lacor i wsp. 2007). Stad, oznaczony przeze mnie staly poziom bialek
synaptycznych we wszystkich wariantach eksperymentu moze dodatkowo
przemawia¢ za zatamaniem sie transportu wewngtrzkomoérkowego, wynikiem czego
jest zahamowanie dostarczania biatek synaptycznych na powierzchnie komoérek i ich

gromadzenie sie wewngtrz neuronow.

4.6. Wptyw odktadania sie¢ AB w neuronach na stopien ufosforylowania biatka
tau

Istnieje przekonanie, iz jednym z bardziej powszechnych przejawow
neurotoksycznosci AR jest nieprawidtowa fosforylacja biatka tau a nastepnie jego
stopniowa agregacja w parzyste, spiralnie skrecone widkna w ramach cytoszkieletu
komorek nerwowych, tzw. filamenty helikalne (ang. paired helical filaments, PHFs) (
Busciglio i wsp. 1995). Podobnie jak oligomery AB, posrednie formy agregacji biatka
tau sg silnie cytotoksyczne, powodujgc zaburzenie transportu aksonalnego (
Khlistunova i wsp. 2006), a tym samym przyczyniajgc sie do szybszej Smierci
komoérek. Ponadto wykazano, iz zwiekszony poziom zaréwno ufosforylowanej formy
tau jak i catkowitego poziomu tego biatka w ptynie mézgowo-rdzeniowym prowadzi
do istotnego ostabienia funkcji poznawczych (Santacruz i wsp. 2005). Stad tez
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oznaczenie ilosci ufosforylowanych form bialka tau oraz jego catkowitego poziomu w
ptynie  mozgowo-rdzeniowym  stanowi jeden z podstawowych —markerow
wskazujgcych na stopien zaawansowania AD (Mattsson i wsp. 2009).

Dowiedziono, iz odktadanie sie AR w neuronach poprzedza tworzenie splotow
neurofibrylarnych i sprzyja agregacji biatka tau (Lewis i wsp. 2001). Z drugiej strony
stwierdzono, iz wywotana przez peptydy AR degeneracja komorek nerwowych w
pierwotnej hodowli neuronow korowych (Rapoport i wsp. 2002) oraz neuronow
mozgu myszy transgenicznych z objawami AD (Roberson i wsp. 2007) wymaga
obecnosci endogennych agregatow biatka tau. Proponowany model dziatania
egzogennego AP zaktada inaktywacje $ciezki PI3K, wynikiem czego jest
defosforylacja kinazy biatkowej GSK3B, a tym samym wzrost jej aktywnosci,
prowadzgcy do nasilenia zmian patologicznych obserwowanych w AD. Nie jest znany
mechanizm receptorowy za posrednictwem ktérego zachodzi ten proces (Alvarez i
wsp. 2002). Badania post mortem tkanek mozgu pacjentdow z AD wykazaty, iz
rozmieszczenie kinazy GSK3B w komdrce pokrywa sie z miejscami wystepowania
nadmiernie ufosforylowanego biatka tau podczas wszystkich etapéw rozwoju AD, co
Swiadczy o istotnej roli tego enzymu w patogenezie tego schorzenia (Habas i wsp.
2006). Poza GSK3p, do grupy biatek odpowiedzialnych za stopieh ufosforylowania
biatka tau nalezg takze kinazy, ktorych aktywnos$¢ jest $ciSle zwigzana z
homeostazg jonéw wapnia jak zalezna od kalmoduliny kinaza CaMKIl. Wykazano, iz
do aktywacji tego enzymu dochodzi na skutek wzrostu stezenia wapnia wewnatrz
komédrek na skutek naptywu jondédw wapnia z przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Tak
wiec mozna spodziewac sie wzrostu aktywnosci kinazy CaMKIl w odpowiedzi na
pobudzenie receptorow NMDA, a w efekcie wzrostu fosforylacji biatka tau zaréwno
poprzez nasilenie aktywnosci kinaz biatkowych jak i w wyniku towarzyszgcego mu
spadku aktywnosci fosfataz biatkowych (Liu i wsp. 2002). Wptyw receptoréw NMDA
na stan fosforylacji biatka tau zostat potwierdzony badaniami z zastosowaniem
antagonisty NMDA, memantyny (MEM). Li i wsp. (2004) w swoich badaniach
wykazali, ze MEM zapobiega nadmiernej fosforylacji biatka tau indukowanej
wzrostem aktywnosci kinaz biatkowych i spadkiem aktywnosci fosfatazy 2A (PP2A),
co dowodzi kluczowej roli receptorow NMDA w tym procesie. Wydaje sie wiec, iz A
moduluje stan ufosforylowania biatka tau poprzez wigzanie sie z biatkami receptora
NMDA i regulacje zaleznej od aktywnosci receptorow NMDA kaskady kinaz/fosfataz
biatkowych (Li i wsp. 2004).
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Powotujgc sie na dane literaturowe wskazujgce na istotny udziat receptoréw
NMDA w zmianach stanu ufosforylowania biatka tau wywotanych AB, a takze
odwotujgc sie do wynikow moich poprzednich badan o silnej toksycznosci
wewngtrzkomorkowych oligomeréw  AB  wobec synaps glutaminianergicznych,
przeprowadzitam serie eksperymentow z zachowaniem protokotu doswiadczen
stosowanego przy badaniu wptywu hamowania  wewnagtrzkomoérkowego
nagromadzania sie AB na synapsy glutaminianergiczne, w celu sprawdzenia czy
zaawansowanej degeneracji synaps bedg towarzyszyly zmiany stopnia
ufosforylowania biatka tau. Jak pokazaty wyniki badan, zarébwno w warunkach
zaleznego jak i niezaleznego od apo E nagromadzania sie oraz oligomeryzacji Ap nie
obserwowatam zmian w stanie ufosforylowania biatka tau. Odnotowany przeze mnie
brak wptywu AB na stan ufosforylowania tau moze swiadczy¢ o tym, iz postulowany
przez wielu badaczy wzrost fosforylacji tau w odpowiedzi na egzogenny AR moze nie
zachodzi¢ na wczesnych etapach toksycznos$ci AB, nawet wéwczas gdy przyjmuje on
forme wysoce toksycznych agregatow wewnatrzkomérkowych. By¢ moze
hiperfosforylacja tau towarzyszy dopiero daleko posunietym procesom

neurodegeneracyjnym.

4.7. 1MeTIQ, antagonista receptora NMDA o  wiasciwosciach
przeciwrodnikowych, wywiera dziatanie neuroprotekcyjne w

ekscytotoksycznosci, niedokrwieniu mézgu i toksycznosci AB

W nastepnej czesci bedg oméwione wyniki, w ktérych wykazatam, ze 1MeTIQ
hamuje aktywnos$¢ receptora NMDA i Ze mechanizmem tego efektu jest antagonizm
1MeTIQ wobec miejsca glicynowego receptora NMDA. Dalsze wyniki mojej pracy
wskazaty, ze 1MeTIQ, podobnie jak uznani antagonisci receptorow NMDA, dziata
neuroprotekcyjnie w warunkach ekscytotoksycznosci oraz w zwierzecych modelach
niedokrwienia mézgu. Ponadto w eksperymentach biologicznych ujawnitam dziatanie
przeciwrodnikowe 1MeTIQ. To doprowadzito do realizacji gltdwnego celu tej czesci
badan, to jest weryfikacje hipotezy, ze 1MeTIQ moze dziata¢ ochronnie na synapsy
glutaminianergiczne poddane toksycznemu dziataniu A.

4.7.1. Hamowanie przez 1MeTIQ aktywnosci receptora NMDA
Wyniki poprzednich badan naszej pracowni wykazaty, ze 1MeTIQ w sposob

zalezny od stezenia obniza wigzanie [°H]MK-801 do bton synaptycznych, co byto
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interpretowane jako wynik wypierania znakowanego ligandu z jego miejsca wigzania i
odbicie specyficznego powinowactwa 1MeTlIQ do kanatu receptora NMDA
(Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2006). Takie rozumienie typu powinowactwa 1MeTIQ do
receptora NMDA i mechanizmu jego dziatania polegajgcego na hamowaniu jego
kanatu jonowego byto takze wynikiem przeniesienia na badany przez nas zwigzek
informacji z literatury o blokowaniu kanatu NMDA przez inne syntetyczne pochodne
TIQ (Gray i wsp. 1989, Ludwig i wsp. 2006). Wyniki moich obecnych badan
potwierdzity fakt hamowania przez 1MeTIQ w wysokich stezeniach mikromolarnych
specyficznego wigzania [*H]MK-801 do bton kory mézgu. Nalezy jednak pamietaé, ze
aktywacja kanatu jonowego receptora NMDA jest m.in. uzalezniona od
jednoczesnego pobudzenia miejsc wigzgcych agoniste (glutaminian) i ko-agoniste
(glicyne lub D-seryne). W zwigzku z tym, zalezne od stezenia hamowanie wigzania
znakowanego MK-801 mogg takze wywota¢ substancje wypierajgce agoniste i ko-
agoniste. Wiadomo z literatury, iz pochodne amidowe tetrahydrochinolin wykazujg
powinowactwo do miejsca wigzania glicyny, ko-agonisty w kompleksie receptora
NMDA (Carling i wsp. 1992, Leeson i wsp. 1992). Cho¢ nie znalaztam w literaturze
informacji o powinowactwie TIQ lub zwigzkéw pochodnych do réznego typu miejsc
wigzgcych glutaminian, uznatam za celowe zbadanie czy za hamowanie przez
1MeTIQ aktywnosci receptora NMDA moze odpowiadac wigzanie sie tego zwigzku, a
tym samym blokowanie miejsc wigzania zaréwno dla glicyny jak i/lub glutaminianu w
kompleksie receptora NMDA. Oceny interakcji 1MeTIQ 2z tymi miejscami
decydujagcymi o aktywnosci receptora NMDA dokonatam poprzez wykorzystanie
znakowanego agonisty [*H]Glu i ko-agonisty [*H]D-seryny. Uzyskane wyniki wykazaty
brak wptywu 1MeTIQ na wigzanie agonisty receptora NMDA, glutaminianu (Glu).
Natomiast uzyskatam dowdd na powinowactwo 1MeTIQ do miejsca wigzania dla
glicyny. Co wiecej, IC50 dla hamowania przez 1MeTIQ wigzania do bton [*H]MK-801
i [°H]D-seryny okazaly sie by¢ bardzo zblizone, na poziomie odpowiednio 300 uM i
470 uM. To przemawia za wskazaniem na blokowanie przez 1MeTIQ miejsca
wigzania glicyny jako na pierwotne miejsce hamowania aktywnosci receptora NMDA,
natomiast hamowanie wigzania MK-801 jest efektem wtéornym, wynikiem
dezaktywacji kanatu jonowego receptora NMDA. Wiadomo bowiem, iz wigzanie
[*H]MK-801 w kanale receptora NMDA zalezy od spetnienia warunkéw do aktywacji
receptora i otwarcia kanatu, a pochodne kwasu kynureninowego silnie blokujgce

miejsce wigzgce dla glicyny (receptor glicynowy,) hamujg aktywacje kanatu
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jonowego tego receptora i wigzanie znakowanego MK-801 (Foster i wsp. 1992).
Chociaz szczegétowe okreslenie charakterystyki wigzania sie 1MeTIQ do miejsca
glicynowego receptora NMDA wymaga dalszych badan wykraczajgcych poza ramy
tej rozprawy, uzyskana w tej pracy oryginalna obserwacja stanowi postep w
rozumieniu mechanizmu dziatania 1MeTIQ na receptor NMDA. Wyjasnia ona takze
przyczyny wystepujgcych w literaturze pozornie sprzecznych ze sobg informaciji
dotyczgcych interakcji 1MeTIQ z receptorem NMDA, 2z jednej strony
udokumentowanego hamowania aktywnosci tego receptora i efektéw tego zjawiska
identycznych z dziataniem MK-801 (Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2006, Kuszczyk i
wsp. 2010), a z drugiej strony zapobiegania przez 1MeTIQ niepozgdanym efektom
behawioralnym podania MK-801 (Pietraszek i wsp. 2009). 1MeTIQ jako antagonista
miejsca glicynowego receptora NMDA obnizajgc aktywnosc¢ tego receptora zmniejsza
prawdopodobienstwo zwigzania sie MK-801 z kanatem jonowym i jego diugotrwatej
inaktywacji, dajgcej dziatania niepozgdane.

Przedstawione powyzej wyniki uzyskane z eksperymentéw postugujgcych sie
technikg badania znakowanych ligandéw, ktére ujawnity ze receptor glicynowyy, jest
prawdopodobnie pierwotnym miejscem dziatania 1MeTIQ na kompleks receptora
NMDA, nie uwzglednialy jednak aspektéw czynnosciowych. Dla bezposredniego
okreslenia funkcjonalnych skutkéw tych interakcji i dla zebrania dalszych dowodow
potwierdzajgcych role hamowania receptorow NMDA w neuroprotekcyjnym dziataniu
1MeTIQ, kluczowe byto zbadanie wptywu 1MeTIQ na indukcje sygnatu wapniowego
w neuronach poddanych dziataniu agonistéw receptora NMDA. W warunkach
fizjologicznych zasadnicza rola jondw wapnia polega na aktywacji zaleznych od
wapnia szlakéw transdukcji sygnatu, czynigc wapn kluczowym przekaznikiem
wewnagtrzkomorkowym w neurotransmisji  glutaminianergicznej (Gleichmann i
Mattson 2011). Z kolei w neuronach poddanych ostrej neurotoksycznosci Glu,
patologicznie wysoki naptyw jonéw wapnia do komorek, ktéremu towarzyszy silny
wzrost jego stezenia wewngtrzkomorkowego, nieodtgcznie wigze sie z aktywacjg
kaskady zdarzen skutkujgcych uszkodzeniem oraz $miercig neuronow (Arundine i
Tymianski 2003, Zundorf i Reiser 2010). Pomiary naptywu do neuronéw wapnia
znakowanego izotopem “°Ca, w potaczeniu z badaniem wzrostu stezenia jondw
wapnia wewnatrz komoérek w odpowiedzi na podanie agonistéw receptora NMDA,
kolektywnie charakteryzujg zaréwno generacje sygnatu wapniowego jak i

potencjalnie neurotoksyczne obcigzenie komorek wapniem.
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W tej pracy, zastosowatam pierwotne hodowle neurondw ziarnistych mézdzku
szczura dla oceny wptywu 1MeTIQ na indukowane przez Glu lub NMDA pobieranie
wapnia zewnatrzkomoérkowego i wzrost wewnagtrzkomoérkowego stezenia jondéw
wapnia. Uzytam takze tego samego modelu komoérkowego w omawianym dalej
badaniu neuroprotekcyjnego potencjatu 1MeTIQ in vitro. Jest to powszechnie
stosowany model neuronéw glutaminianergicznych (Schousboe i wsp. 1985, 1999,
Contestabile 2002). Poprzednio publikowane dane wykazaty, ze te komorki w 7 dniu
hodowli in vitro wykazujg dojrzaty fenotyp glutaminianergiczny, a ekspresjonowane
przez nie receptory NMDA sg w petni funkcjonalne, co stanowi warunek dla
wykazania indukowanych przez Glu intensywnych przeptywéw jonowych i efektu
ekscytotoksycznosci (Marini i wsp. 1999, Arundine i Tymianski 2003). Uzyskane
przeze mnie wyniki jednoznacznie wykazaty, ze 1MeTIQ istotnie hamuje aktywno$¢é
receptorow NMDA. Wykazatam bowiem kompletng inhibicje przez 500 uM 1MeTIQ
pobierania *°Ca w obecnoséci NMDA i niemal petng inhibicje tego efektu wywotanego
przez Glu. Ta obserwacja jest zgodna z poprzednimi danymi z naszej pracowni
(Antkiewicz-Michaluk i wsp. 2006). Odnotowatam takze znaczace obnizenie przez
500 uM 1MeTIQ, a takze przez 0,5 yM MK-801, wywotanego przez Glu wzrostu
stezenia jondw wapnia w komdrkach, mierzonego przez pomiar fluorescenciji
wskaznika Calcium Orange. To hamowanie nie byto kompletne, co mozna przypisac
udziatowi dodatkowych mechanizméw, niezaleznych od aktywacji receptorow NMDA,
w indukowanym Glu wzroscie stezenia wapnia w neuronach. Wiadomo bowiem, ze
pula wewnagtrzkomdrkowego wapnia moze by¢ zasilana nie tylko w wyniku naptywu
jonow wapnia do neurondw z przestrzeni zewnatrzkomorkowej poprzez aktywne
kanaty receptorow NMDA i wtdérnie aktywowane napieciowozalezne kanaty
wapniowe, ale réwniez poprzez zachodzgcg za posrednictwem receptorow
metabotropowych mobilizacje wapnia z zasobéw wewngtrzkomorkowych w retikulum
endoplazmatycznym. Wplyw na homeostaze wapniowg majg réwniez jony wapnia
naptywajgce do komorki w odpowiedzi na aktywacje receptorow AMPA i na skutek
dziatania systemow wymiany jonowej tj. pompy wapniowo-sodowej (Lazarewicz i
Salinska 2005).
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4.7.2. Potencjal neuroprotekcyjny 1MeTIQ w warunkach ekscytotoksycznosci in

vitro i w zwierzecych modelach niedokrwienia mézgu

Po wykazaniu w eksperymentach prowadzonych na poziomie frakcji
wzbogaconej w btony synaptyczne i na hodowlach komérkowych, ze 1MeTIQ hamuje
aktywnos¢ receptorow NMDA, strategia dalszych badan tej czesci rozprawy
obejmowata wykazanie, ze ta substancja wykazuje wiasciwosci neuroprotekcyjne w
komérkowych oraz zwierzecych modelach doswiadczalnych obejmujgcych
ekscytotoksycznosc¢ i niedokrwienie mézgu. Takie witasciwosci majg bowiem uznani
antagonisci receptorow NMDA.

Przedstawione w tej rozprawie badanie wptywu 1MeTIQ na przezycie hodowli
pierwotnych neurondéw ziarnistych modzku poddanych dziataniu Glu w ostrym
eksperymencie, wykazato zalezne od stezenia neuroprotekcyjne dziatanie badanej
substancji. Jest to zgodne z omowionymi powyzej danymi wykazujgcymi dziatanie
1MeTIQ jako antagonisty receptora NMDA i substancji blokujgcej indukowany przez
ekscytotoksyny nadmierny naptyw wapnia do neuronéw. Na podstawie rezultatéw
badan otrzymanych przez niezalezne grupy badawcze (Kim i wsp. 1996, Lipton i
wsp. 1997) mozna postulowaé, ze zjawisko ekscytotoksycznosci jest przede
wszystkim wynikiem nadmiernego pobudzenia receptorow NMDA i nasilonego
naptywu wapnia do komérek. Wykazano, iz aktywacji receptorow NMDA przez ich
selektywnych agonistéw w wysokich stezeniach towarzyszy znaczny wzrost poziomu
wapnia w komorkach i generacja patologicznego sygnatu wapniowego
prowadzgcego do degeneracji neuronéw (Choi 1994, Kim i wsp. 1996, Berridge i
wsp. 1998, Leist i wsp. 1998). Natomiast fluktuacje stezenia wapnia
wewngtrzkomorkowego w wyniku aktywacji innych grup receptoréw niz NMDA, nie sg
wigzane z wystgpieniem zjawiska ekscytotoksycznosci. Oznacza to, iz patologiczny
sygnat wapniowy powstaje przede wszystkim w odpowiedzi na aktywacje receptoréow
NMDA i jest cechg charakterystyczng tych receptorow (Lynch i Guttmann 2002).
Mechanizm, za posrednictwem ktérego dochodzi do neurodegneracji na skutek
naptywu jondw wapnia do neurondow jest ztozony i obejmuje szereg procesow, za
ktére odpowiedzialne sg m.in. szlaki sygnalne z udziatem NO i kaskady
kinaz/fosfataz biatkowych o aktywnosci $cisle zaleznej od Ca?*. Badania po$wiecone
roli wapnia w neurodegeneracji z udziatem receptorow dla aminokwasow

pobudzajgcych dowodzg ponadto, iz o degeneracji komorek decyduje nie tyle wzrost
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stezenia wapnia w cytozolu, co catkowity poziom nagromadzonych jonéw wapnia w
komoérce (Hartley i wsp. 1993, Eimerl i Schramm 1994).

Poza 1MeTIQ, w tych badaniach zastosowatam jako substancje referencyjne
uznanych bezkompetycyjnych antagonistow receptora NMDA, MK-801 i MEM. MK-
801 wigze sie z miejscem w kanale NMDA z duzym powinowactwem, podczas gdy
powinowactwo MEM jest okreslane jako umiarkowane (Lipton 2005). Z kolei, jak
wynika z podanych powyzej danych, powinowactwo 1MeTIQ do miejsca glicynowego
receptora NMDA jest niskie, ICsy dla wypierania przez te substancje D-seryny jest
bliskie 500 uM. Zabserwowatam neuroprotekcyjne dziatanie wszystkich trzech
badanych antagonistow receptora NMDA, przy czym dla uzyskania zblizonego efektu
neuroprotekcyjnego konieczne byto zastosowanie MEM w stezeniu 10 razy wyzszym
niz MK-801, oraz 1MeTIQ w stezeniu 1000 razy wyzszym. Jest wiec wyrazny
zwigzek miedzy neuroprotekcjg i powinowactwem badanych antagonistéw do
receptora NMDA, i w te zaleznos¢ wpisuje sie takze 1MeTIQ. Uzyskane dane
potwierdzajg, ze 1MeTIQ wykazuje cechy antagonisty receptora NMDA, poniewaz
podobnie jak substancje referencyjne wykazuje bezposrednie dziatanie
neuroprotekcyjne w ekscytotoksycznosci wywotanej przez Glu.

Potwierdzenie neuroprotekcyjnych wtasciwosci 1MeTIQ w warunkach
ekscytotoksycznosci przejawiajgce sie m.in. wyraznym ostabieniem sygnatu
wapniowego, wskazujg na kluczowg role hamowania aktywnosci receptorow NMDA
w mechanizmach ochronnego dziatania tej tetrahydroizochinoliny. Ten wynik stat sie
podstawg do szerszego spojrzenia na podobienstwo dziatania 1MeTIQ i uznanych
antagonistéw receptora NMDA, z uwzglednieniem mato poznanego zjawiska indukciji
przez antagonistow receptora NMDA tolerancji na toksyczne dziatanie aminokwasow
pobudzajgcych.

Prekondycjonowanie (hartowanie) to sposéb indukcji tolerancji na czynniki
uszkadzajgce, takie jak ischemia modozgu czy ekscytotoksycznosé, ktére zostato
wykazane w eksperymentach prowadzonych zaréwno w warunkach in vitro jak i in
vivo (Kitagawa i wsp. 1990, Obrenovitch 2008, Dirnagl i wsp. 2009). Zjawisko to
polega na poddaniu mézgu lub neuronéw warunkom umiarkowanego stresu, nie
prowadzgcego do zauwazalnych uszkodzen, natomiast powodujgcego synteze
nowych biatek i pojawienie sie fenotypu warunkujgcego zwiekszong odpornosc. Do
grupy stresorow indukujgcych tolerancje nalezg zaréwno fagodna ischemia, hipoksja,

hipertermia jak i roznorodne substancje farmakologiczne, w tym agonisci receptorow
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NMDA stosowani krétko i w niskich stezeniach (Obrenovitch 2008). Dla przyktadu,
wykazano ze krétkotrwata ekspozycja hodowli neuronow hipokampa na dziatanie
NMDA Ilub Glu, prowadzita do zmiany wrazliwosci neurondéw na dziatanie tych
samych ekscytotoksyn po osiggnieciu przez te neurony dojrzatosci rozumianej
ekspresjg funkcjonalnych receptoréw NMDA. Uzyskana w ten sposob neuroprotekcija
byta ttumaczona istnieniem zjawiska tolerancji wywoftanego wysokimi stezeniami
zwigzkow pobudzajgcych receptory glutaminianergiczne (Friedman i Segal 2010).
Istnieje szereg innych doniesien dokumentujgcych mozliwos¢ indukcji tolerancii
mozgu na ischemie i ekscytotoksycznos¢ poprzez podanie subletalnych dawek
agonistéw receptora NMDA (Miao i wsp. 2005, Yin i wsp. 2005, Marini i wsp. 2006).
Sg tez dane pochodzace z eksperymentéw in vivo podwazajgce kluczowg role
pobudzenia receptoréw NMDA i metabotropowych receptoréw glutaminianergicznych
grupy | w czasie ischemii prekondycjonujgcej w indukcji tolerancji na ischemie
(Duszczyk i wsp. 2005, 2006, Makarewicz i wsp. 2006).

Nowe i pozornie sprzeczne z podanymi powyzej danymi wyniki uzyskali
Tremblay i wsp (2000), ktérzy wykazali, iz krotkotrwata ekspozycja hodowli
pierwotnych neuronéw kory mozgu szczura na dziatanie antagonistow receptora
NMDA indukuje w tych neuronach dlugotrwatg tolerancje na roézne czynniki
uszkadzajgce, w tym na ekscytotoksycznos¢ indukowang Glu i neurotoksyczne
dziatanie AB. Efekt ten wydaje sie by¢ zalezny od syntezy nowych biatek, spetniajgc
tym samym kryteria prekondycjonowania. W zgodzie z wynikami badan in vitro
pozostajg liczne badania in vivo pokazujace, iz zahamowanie aktywnosci receptorow
NMDA przez podanie selektywnych antagonistéw tych receptoréw indukuje w
neuronach odpowiedz na stres (Olney i wsp. 1991). Cho¢ praca Tremblay i wsp.
(2000) nie znalazta kontynuatoréw, postanowitam wykorzysta¢ zaobserwowang
przez tych autoréw nowg wtasciwos¢ antagonistow receptorow NMDA dla dalszego
charakteryzowania 1MeTIQ. Uzyskane przeze mnie wyniki pokazujg, iz podobnie jak
MK-801 i MEM, krétkotrwata preinkubacja neurondw ziarnistych moézdzku w
obecnosci 1MeTIQ wywotuje znamienng tolerancje na ekscytotoksycznosc,
obserwowang nawet 48 godz. po preinkubacji. Dyskutowane powyzej zaleznosci od
stezenia bezposrednich efektdw neuroprotekcyjnych 1MeTIQ i substanciji
referencyjnych, odnoszg sie takze do eksperymentow  dotyczgcych
prekondycjonowania. Sg to wyniki, w ktérych po raz pierwszy wykazatam indukcje
tolerancji na ekscytotoksycznoS¢ przez antagonistow receptora NMDA, ze
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szczegolnym uwzglednieniem 1MeTIQ, w hodowlach pierwotnych komorek
ziarnistych mozdzku.

Nowe doniesienia wskazujg, ze tolerancja na ischemiczne uszkodzenie
mozgu, jak rowniez na uszkodzenia neuronow w warunkach in vitro indukowane
dziataniem silnych stresoréw, moze sie rozwing¢ takze po zakonczeniu dziatania
czynnika uszkadzajgcego w procesie zwanym postkondycjonowaniem (Burda i wsp.
2006, Pignataro i wsp. 2008, Xing i wsp. 2008). Poniewaz uwaza sig, ze mechanizmy
pre- i postkondycjonowania sg zbiezne, postanowitam rozciggng¢ takze na
postkondycjonowanie badanie wiasciwosci 1MeTIQ w poréwnaniu z innymi
antagonistami receptorow NMDA. Zaobserwowatam, ze ekspozycja neuronéw na
krotkotrwate dziatanie 1MeTIQ, podobnie jak MK-801 oraz MEM, w okresie nawet do
3 godz. po zadziataniu ekscytotoksyny, w znaczacy sposob zwieksza przezywalnos¢
neurondw. Nalezy podkresli¢, iz sg to pierwsze obserwacje wskazujgce na mozliwosc¢
postkondycjonowania przy uzyciu antagonistow receptoréow NMDA. Co prawda
poprzednio wykazano, iz inaktywacja receptorébw NMDA za pomocg MK-801
podanego do 2 godz. po zadziataniu ekscytotoksyn prowadzi do znaczgcej
neuroprotekcji neuronéw hipokampa, jednak w tych eksperymentach substancja
neuroprotekcyjna byta obecna w S$rodowisku hodowlanym az do zakohczenia
doswiadczenia, a uzyskany efekt wigzano z hamowaniem przedtuzonej nadmiernej
aktywnosci receptorow NMDA (Prehn i wsp. 1995). W moich doswiadczeniach
postkondycjonowanie obejmowato zaledwie 30 min. inkubacje z antagonistami
receptorow NMDA, co wskazuje na odrebny mechanizm uzyskanej neuroprotekc;ji.
Mechanizmy tolerancji indukowanej przez pre- i postkondycjonownie wydajg sie byé
ztlozone, niejasne i wcigz pozostajg przedmiotem badan (Heurteaux i wsp. 1995,
Jiang i wsp. 2003, Meller i wsp. 2008, Liu i wsp. 2009, Navon i wsp. 2011, Yuan i
wsp. 2011, Zhang i wsp. 2011).

To zagadnienie, ze szczegdélnym uwzglednieniem  mechanizméw
komorkowych i molekularnych tolerancji indukowanej przez antagonistow receptoréw
NMDA, w tym 1MeTIQ, wykracza poza ramy mojej rozprawy doktorskiej. Natomiast
uzyskane przeze mnie wyniki przemawiajgce za zdolnoscig 1MeTIQ, podobnie jak i
uznanych antagonistéw receptoréw NMDA, do wywofania tolerancji na toksycznos¢
indukowang przez Glu, zarébwno poprzez pre- jak i postkondycjonowanie, po raz
kolejny dowodzg, ze antagonizm wobec receptorow NMDA jest wiasciwoscig
1MeTIQ warunkujgcg neuroprotekcyjne dziatanie tej tetrahydroizochinoliny.
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Juz w pierwszej potowie lat 80' ubiegtego wieku utrwalita sie hipoteza
wskazujgca na ekscytotoksycznosc¢ jako na kluczowy mechanizm odpowiedzialny za
uszkodzenie mézgu w wyniku niedokrwienia (Benveniste i wsp. 1984, Simon i wsp.
1984, Hagberg i wsp. 1985, Rothman i Olney 1986). Zgodnie z tg hipotezg, wiadomo
z bardzo licznych publikaciji, iz antagonisci receptora NMDA podane zarowno przed
jak i przez okres kilku godz. po indukcji niedokrwienia, wykazujg dziatanie
neuroprotekcyjne w roznych modelach ischemicznych (Foster i wsp. 1988, Prehn i
wsp. 1995, Lipton 2004, Nakamura i Lipton 2008). Niezaleznie od sugerowanego
mechanizmu tego dziatania, tj. bezposredniej ochrony neurondéw w potcieniu
ischemicznym wokot ogniska niedokrwiennego, lub tez indukowania umiarkowanej
hipotermii moggcej odgrywac istotng role w neuroprotekcji neuronéw piramidowych
sektora CA1 hipokampa w globalnej ischemii moézgu, sg to efekty przypisywane
hamowaniu przez tych antagonistow aktywnosci receptorow NMDA (Olney i wsp.
1991). Dlatego, kontynuujgc testowanie hipotezy, ze 1MeTIQ ma witasciwosci
antagonisty receptora NMDA, i wykazuje je w warunkach doswiadczenia in vivo, w tej
pracy zbadatam neuroprotekcyjne dziatanie 1MeTIQ w dwu modelach zwierzecych
niedokrwienia mozgu stosowanych szeroko w naszej pracowni. Krotkotrwate
obustronne niedokrwienie przodomodzgowia u myszoskoczka mongolskiego (gerbila)
odpowiada globalnej ischemii moézgu (Duszczyk i wsp. 2006), natomiast
hipoksja/ischemia mdzgu 7-dniowych szczuréw jest uznanym modelem asfiks;ji
okotoporodowej (Makarewicz i wsp. 2006). Wiadomo z literatury, ze MK-801 i MEM,
substancje stosowane w moich badaniach jako referencyjne dla 1MeTIQ, a takze
testowani antagonisci miejsca glicynowego receptora NMDA, dziatajg
neuroprotekcyjnie w tych modelach niedokrwienia moézgu (Lazarewicz i wsp. 1994,
Salinska i wsp. 2005, Ltazarewicz i wsp. 1997, Gilland i Hagberg 1997). Co prawda
wykazano zdolnos$¢ niektorych syntetycznych pochodnych TIQ majgcych wiasciwosci
bezkompetycyjnych antagonistow receptora NMDA blokujgcych kanat do
czeSciowego zapobiegania uszkodzeniom poischemicznych w globalnym
niedokrwieniu mézgu (Nakanishi i wsp. 1994), jednak neuroprotekcyjne dziatanie w
ischemii mézgu substancji endogennej, jakg jest 1MeTIQ, nie bylo dotgd opisane.
Uzyskane w tej pracy wyniki badania metodg histologiczng ubytku neuronéw
piramidowych sektora CA1 hipokampa gerbila ujawnity ochronny wptyw 1MeTIQ
podanego na 30 min. przed ischemig. Nasze nieprzedstawione w rozprawie dane

wykazaty umiarkowane obnizenie temperatury mézgu gerbila rozwijajgce sie po
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ischemii w grupie zwierzat ktére otrzymaty 1MeTIQ. Jest to typowy efekt podania
antagonistéw receptoréw NMDA, obserwowany po ischemii (Buchan i wsp. 1990,
Corbett i wsp. 1990). Potwierdzeniem neuroprotekcyjnych wiasciwosci 1MeTIQ w
niedokrwienu mézgu sg tez wyniki uzyskane w modelu asfiksji okotoporodowej u
szczurow. Na podstawie obserwacji polegajgcej na ocenie uszkodzenia wyrazonego
ubytkiem masy pétkuli po stronie operowanej mozna stwierdzic, iz 1MeTIQ wykazuje
wyrazne dziatanie ochronne, przeciwdziatajgc skutkom niedokrwienia i niedotlenienia
tej potkuli. Tak wiec, badania na modelach zwierzecych niedokrwienia mozgu, w
ktérych wykazano poprzednio neuroprotekcyjne dziatanie antagonistéw receptoréw
NMDA udowodnity, ze 1MeTIQ chroni mozg przed uszkodzeniem spowodowanym
przez niedokrwienie.

Reasumujgc ten fragment rozprawy mozna stwierdzi¢, ze badania in vitro na
hodowlach pierwotnych neuronow oraz wyniki eksperymentow in vivo na modelach
niedokrwienia mézgu dostarczyty dowodow na neuroprotekcyjne dziatanie 1MeTIQ, a
cechy charakterystyczne tych efektow wskazujg, Zze hamowanie aktywnosci
receptora NMDA odgrywa w nich kluczowg role. Tym samym uzyskane dane
wykazaty, ze wtasciwosci farmakologiczne 1MeTIQ uzasadniajg zakwalifikowanie tej

substancji do grupy antagonistéw receptora NMDA.

4.7.3. Przeciwrodnikowe dziatanie 1MeTIQ

Jednym ze szczegdtowych celdw badan objetych tg rozprawg byto
sprawdzenie hipotezy zaktadajgcej, ze do wtasciwosci farmakologicznych 1MeTIQ,
obok hamowania aktywnosci receptorow NMDA, mozna zaliczy¢ dziatanie
przeciwrodnikowe. Wiadomo z poprzednich badan, ze w uktadzie abiotycznym
1MeTIQ hamuje reakcje Fentona, oraz ze ta substancja catkowicie znosi nasilong
produkcje wolnych rodnikow indukowang w obecnosci dopaminy (Antkiewicz-
Michaluk i wsp. 2006). To drugie zjawisko mozna ttumaczy¢ faktem, ze 1MeTIQ jest
inhibitorem MAQO (Patsenka i Antkiewicz-Michaluk 2004), co moze przesuwac
metabolizm dopaminy w kierunku O-metylacji zaleznej od COMT. Natomiast
bezposrednie dziatanie przeciwrodnikowe 1MeTIQ wymagato potwierdzenia w
biologicznym uktadzie doswiadczalnym. Komplikacjig w tych badaniach byta

koniecznos¢ wykluczenia udzialu w mechanizmie badanych efektéw hamowania
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przez 1MeTIQ aktywnosci receptorébw NMDA. Wiadomo bowiem, Zze stres
oksydacyjny i produkcja wolnych rodnikbw sg nieodtgcznymi elementami
ekscytotoksycznosci indukowanej za posrednictwem receptorow NMDA i jonow
wapnia. Masowe pobieranie wapnia przez mitochondria skutkuje drastycznym
spadkiem produkcji ATP i uposledzeniem dziatania fancucha oddechowego, efektem
czego jest wzrost tworzenia ROS, w tym wysoce toksycznego rodnika
hydroksylowego (OH’) (Greene i Greenemyre 1996). Ta sekwencja zdarzen
zachodzgca w odpowiedzi na zaburzenie rownowagi wapniowej w komoérce dowodzi,
iz aktywacja receptorow NMDA bezposrednio przyczynia sie do zwiekszenia
produkcji ROS i nasilenia reakcji wolnorodnikowych poprzez zaburzenie funkcji i
struktury mitochondriéw (Lynch i Guttmann 2002). Moje badania pokazaty, iz w
niedojrzatych  hodowlach neuronoéw hipokampa, ktore jak potwierdzitam
doswiadczalnie, cechujg sie brakiem ekspresji funkcjonalnych receptoréw NMDA,
1MeTIQ w wysokich stezeniach mikromolarnych istotnie obniza poziom produkciji
rodnikbw tlenowych pochodzacych z katabolizmu H,0,. Dalszych badan,
wychodzgcych poza ramy obecnej rozprawy, wymaga okreslenie mechanizmu
przeciwrodnikowego dziatania 1MeTIQ, a w szczegdlnosci okreslenie jego zwigzku z
budowg chemiczng tej substancji. Jednak dane uzyskane w tej rozprawie pozwalajg
na zakwalifikownie 1MeTIQ do nowego typu antagonistéw receptora NMDA

cechujgcych sie jednoczesnie znaczgcym dziataniem przeciwrodnikowym.

4.7.4. Wplyw 1MeTIQ na wywolane przez AR obnizenie ekspresji

powierzchniowych biatek synaptycznych

Poniewaz wyniki przedstawione w tej rozprawie wykazaty, iz 1MeTIQ spetnia
kryteria umozliwiajgce zakwalifikowanie go do antagonistéw receptora NMDA i
wykazuje tez dziatanie przeciwrodnikowe, przesztam do badan nad mozliwoscig
modulacji przez 1MeTIQ patologii synaps glutaminianergicznych wywotanej przez
AB. Punktem wyjscia do tych badan byly obserwacje, pokazujgce ze receptory
NMDA odgrywajg szczegolng i bardzo ztozong role w tym procesie, a ich antagonisci
wykazujg dziatanie ochronne. Celem badan byto sprawdzenie czy takze 1MeTIQ
cechuje sie porownywalnym potencjatem neuroprotekcyjnym. Z moich obserwacji
wynika, iz w obecnosci zarébwno 1MeTIQ, jak i referencyjnego antagonisty receptora
NMDA - MK-801, ulega zahamowaniu spadek ekspresji NR1/NMDA, a takze innych
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powierzchniowych biatek synaptycznych, PSD-95 i synaptofizyny, wywotany przez
AB w warunkach sprzyjajgcych pobieraniu, oligomeryzacji i zaleganiu tego peptydu w
neuronach. Nie zaobserwowatam jednak uchwytnego przetozenia
przeciwrodnikowego dziatania 1MeTIQ na zwiekszenie potencjatu
neuroprotekcyjnego tej substancji.

Ochronne dziatanie antagonistow receptorébw NMDA na synapsy
glutaminianergiczne bylo juz poprzednio opisywane. Miedzy innymi, w
eksperymentach in vivo wykazano, ze przewlekte podawanie memantyny w mysim
modelu AD zwieksza gestos¢ synaps w hipokampie (Dong i wsp. 2008). W innej
pracy przeprowadzono badania na dojrzatych hodowlach hipokampa poddanych
dziataniu oligomeréw AR, w ktérych obserwowano ochronny wptyw memantyny na
poziom immunoreaktywnosci drebryny, biatka markerowego dla kolcéw
dendrytycznych, co swiadczy o zapobieganiu przez memantyne uszkodzeniu synaps
(Lacor i wsp. 2007). Mniej jasna jest wymowa wynikéw opisanych przez Roselli i wsp.
(2005), ktérzy prowadzili badania na 7 dniowych hodowlach korowych, w ktérych jak
wynika m. in. z moich obserwacji, ekspresja funkcjonalnych receptorow NMDA jest
watpliwa. Ci badacze wykazali jednak, ze podanie rozpuszczalnego AB prowadzi do
spadku poziomu biatka PSD-95, a podanie MK-801 lub ifenprodilu, antagonisty
miejsca wigzgcego poliaminy w strukturze receptora NMDA, hamowato toksyczne
dziatanie AB. Opisano jednak takze ochronne dziatanie kompetycyjnego antagonisty
receptora NMDA, CPP na wywotany przez oligomeryczny AR spadek gestosci kolcow
dendrytycznych w organotypowej hodowli hipokampa (Shankar i wsp. 2007).
Uzyskane przeze mnie wyniki dobrze wpisujg sie w te réznorodne doniesienia.
Wnoszg one nowg informacje, wazng dla interpretacji i zrozumienia mechanizmu
ochronnego efektu antagonistow receptora NMDA w toksycznosci AB. Pokazujg
bowiem po raz pierwszy Zze antagonista receptora glicynowego, jakim jest 1MeTIQ,
takze wykazuje te witasciwo$¢, co dowodzi, ze réznorodni antagonisci receptora
NMDA, bez wzgledu na miejsce wigzania z receptorem i mechanizm dziatania
hamujgcego na jego aktywno$¢, wywierajg podobny ochronny efekt. Ta kwestia
bedzie dyskutowana ponizej w kontekscie postulowanego mechanizmu omawianego
efektu protekcyjnego.

Nie ulega watpliwosci, iz rozwazania dotyczgce potencjalnych mechanizmow
toksycznego dziatania AB na synapsy i ochronnego dziatania antagonistow
receptorow NMDA powinny uwzgledniac interakcje pomiedzy AB i tymi receptorami.
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Omawiajgc  wyniki moich badan dotyczagcych wplywu AB na synapsy
glutaminianergiczne przedstawitam dane swiadczgce o uposledzeniu wzoru ekspres;ji
powierzchniowych biatek synaptycznych zaleznym od nagromadzania sie AR w
neuronach, przy czym poziom immunoreaktywnosci biatka receptora NMDA byt
jednym z markeréw zmian w synapsach. Jednak udziat tych receptoréw w wywotanej
przez AB patologii synaps wydaje sie by¢ znacznie bardziej ztozony i specyficzny.
Jeden z aktywniejszych obecnie nurtow badan wskazuje na mozliwos¢
wzajemnych oddziatywan czgsteczek AB z receptorem NMDA i bezposredniego
udziatu receptorow NMDA w mechanizmach toksycznosci AB. Grupa badawcza
Lacor i wsp. (2007) odnotowata, iz miejsce wigzania oligomeréw AB do btony
komérkowej pokrywa sie $cisle z rejonami wystepowania podjednostki NR1/NMDA
oraz PSD-95, co moze wskazywaé¢ na istnienie fizycznej interakcji pomiedzy
receptorem NMDA a peptydami AB (Lacor i wsp. 2007). W zgodzie z tym zatozeniem
pozostajg wyniki badan Alberdi i wsp. (2010), ktorzy dowiedli, iz oligomeryczny AR
wigze sie w okolicach synaps glutaminianergicznych, prowadzgc do aktywacji
receptorbw NMDA oraz zaleznego od tego procesu naptywu jondw wapnia do
neuronow, indukujgcego kaskade patologicznych zdarzen (Alberdi i wsp. 2010).
Jednym z lepiej poznanych efektéw toksycznego dziatania AR jest defosforylacja
podjednostki NR2B/NMDA na Tyr **’?, odpowiadajgcej za wigzanie sie receptora do
biatek kotwiczgcych m. in. PSD-95, co w konsekwencji prowadzi do endocytozy
kompleksu receptorowego z powierzchni komorki (Venkitaramani i wsp. 2007). Nie
podwazajgc tych obserwacji, trudno zaakceptowac ich interpretacje, wigzgcag ochrone
przez antagonistow receptora NMDA synaps glutaminianergicznych poddanych
dziataniu AR z mozliwym zablokowaniem przez tych antagonistéw konkretnego
miejsca wigzania sie AB z kompleksem receptora NMDA. Jak omawiano powyzej,
wykazano ochronne dziatanie na synapsy roéznorodnych typow antagonistéw
receptora NMDA, o réznych punktach uchwytu w podjednostkach receptora, w tym
blokeréw kanatu MK-801 i memantyny (Lacor i wsp. 2007, Dong i wsp. 2008, wyniki
tej rozprawy), antagonisty kompetycyjnego CPP (Shankar i wsp. 2007), antagonisty
miejsca dla poliamin ifenprodilu (Roselli i wsp. 2005), a takze antagonisty miejsca
glicynowego, 1MeTIQ (wyniki tej rozprawy). Wydaje sie wiec, ze kluczowg role w
mechanizmie ochronnego dziatania antagonistow receptora NMDA odgrywa nie tyle
fizyczne blokowanie interakcji AR z receptorem NMDA, ile raczej fakt zahamowania

mechanizmdw transdukcji sygnatu w tym receptorze.
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Niezwykle istotnym, a wcigz niejasnym zagadnieniem, dotyczgcym
oddziatywania AP na synapsy, jest natura i miejsce dziatania czgstek AP
indukujgcych patologiczne zmiany w synapsach glutaminianergicznych. Na
podstawie obserwacji przeprowadzonych przez Shankar i wsp. (2007) wiadomo, iz
poddanie organotypowych hodowli hipokampa dziataniu naturalnych oligomeréw AR
powoduje znaczgcy spadek gestosci kolcow dendrytycznych, bedgcych miejscem
wystepowania synaps glutaminianergicznych. Jak juz wspomniano powyzej, efekt ten
byt hamowany przez blokowanie receptora NMDA. Nalezy zaznaczy¢, iz ekspozycja
tych samych hodowli organotypowych na dziatanie monomerycznego AR nie
wptywata na gestos¢ kolcéw dendrytycznych neurondw piramidowych hipokampa, co
potwierdza, iz degeneracja synaps jest zalezna od stanu agregacji AB jak réwniez, iz
mechanizmy odpowiedzialne za cytotoksyczne dziatanie peptydédw mogg sie
zasadniczo rozni¢ (Shankar i wsp. 2007). Sg tez inne doniesienia swiadczace o tym,
iz ekspozycja hodowli pierwotnych neuronéw na oligomeryczny AR sprzyja
endocytozie receptorow NMDA a takze zaburzeniu mechanizmow odpowiedzialnych
za transport podjednostek receptora NMDA na powierzchnie komorki (Guillaud i wsp.
2003, Tang 2009). Inne obserwacje wskazujg jednak na potencjalng role
monomerycznego AB w indukcji endocytozy receptora NMDA w synapsach i na
interesujgce przetozenie tych interakcji na zjawiska neurotoksycznosci i
neuroprotekcji. Wykazano, ze poddanie hodowli neuronéw hipokampa 3 godz.
ekspozycji na dziatanie Ap42 niepoddanego fibrylizacji, co mozna uznac¢ za forme
prekondycjonowania, skutkowato wzrostem przezywalnosci tych komoérek, jesli byty
one nastepnie inkubowane w obecnosci Glu (Goto i wsp. 2006). Zaobserwowano
réwniez w tych komaorkach brak wzrostu stezenia wapnia wewngtrzkomorkowego po
podaniu Glu. Tolerancja na neurotoksyczne dziatanie Glu indukowana przez A byta
ttumaczona endocytozg receptorow NMDA z powierzchni komérek.

Badanie, ktérych znane z literatury wyniki zostaty omowione powyzej, nie
zawsze lub nie w petni uwzgledniaty realne warunki spotykane in vivo w mézgu, ze
szczegolnym uwzglednieniem patologii AD. Dane z literatury wskazujg na istotnosc
korelacji wewnatrzkomdérkowego odktadania sie AR na dysfunkcje synaps oraz
ostabienie zjawiska LTP, co przektada sie na istotne pogorszenie pamieci oraz
spadek funkcji poznawczych (Oddo i wsp. 2003, Shankar i wsp. 2009). Nalezy
podkresli¢, iz AB wplywa hamujgco na plastycznos¢ synaptyczng i zjawiska
dtugotrwatych zmian aktywnosci synaptycznej jedynie w przypadku, gdy te zdarzenia
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zachodzg w synapsach glutaminianergicznych i sg zalezne od aktywnosci
receptorow NMDA. Wykazano bowiem, iz w DG oraz CA1 hipokampa zjawisko
dtugotrwatego ostabienia synaptycznego (LTD), zachodzgce bez udziatu receptoréow
NMDA, nie jest zaburzane przez peptydy AB (Wang i wsp. 2002). Wydaje sie wiec,
ze zaleganie AB w neuronach jest zjawiskiem prowadzgcym do zmian w skfadzie
biatek synaptycznych, w tym receptora NMDA, oraz do spadku ich ekspresji na
powierzchni komérek, co w efekcie doprowadza do zaburzenia przekaznictwa
synaptycznego, zachodzgcego za posrednictwem receptorow NMDA. Te biatka
btonowe cechujg sie wysokg ekspresjg w obrebie synaps (Bi i wsp. 2002). Nalezy
podkresli¢, ze badania przedstawione w tej rozprawie uwzgledniajg podane wyzej
realia, poniewaz hodowle pierwotne neuronow korowych byly prowadzone w
warunkach umozliwiajgcych dostep do apo E, a w konsekwencji pobieranie,
oligomeryzacje i zaleganie AR w neuronach. Ostatecznie, takiej interpretacji
mechanizmu toksycznego dziatania AP nalezy podporzadkowa¢ proponowane
mechanizmy ochronnego dziatania antagonistow receptora NMDA.

Mozna roboczo ograniczy¢ rozwazania do zmian ekspresji receptora NMDA w
synapsach glutaminianergicznych poddanych dziataniu AB i antagonistéw receptoréw
NMDA. Dynamika zmian struktury receptoréw NMDA oraz ich lokalizacji w obrebie
btony postsynaptycznej, indukowanych réznymi czynnikami, zostata opisana przez
Fong i wsp. (2002). Badacze ci wykazali, iz w hodowli szczurzych neuronow
hipokampa, aktywacja kinazy biatkowej C (PKC) przez selektywnego agoniste tej
kinazy, TPA, prowadzi do gwattownej translokacji receptorow NMDA zlokalizowanych
w synapsach do okolic pozasynaptycznych, zmniejszajgc wrazliwo$¢ neurondéw na
dziatanie czynnikdw ekscytotoksycznych. W nastepstwie hamowania zjawiska
ekscytotoksycznosci dochodzito do zmniejszenia utraty podjednostki NR1 receptora
NMDA oraz biatka synaps - synapsyny. Wyniki otrzymane przez Fong i wsp. (2002)
wskazujg wiec, iz mechanizm neuroprotekcyjny, a w szczegdlnosci zapobiegania
degeneracji synaps, moze opiera¢ sie na relokalizacji receptorbw NMDA do
pozasynaptycznych obszaréw btony. Mozna sie pokusi¢ o wniosek, iz obserwowane
przeze mnie zjawisko oddziatywania AB na powierzchniowe biatka synaptyczne, w
tym na receptor NMDA, moze by¢ ttumaczone translokacjg receptoréow NMDA w
obrebie synapsy, co moze stanowi¢ mechanizm obronny komoérek przed
toksycznoscia AB (Rao i Craig 1997). Z kolei jeden z prawdopodobnych
mechanizméw ochronnego dziatania antagonistow receptora NMDA wobec synaps
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glutaminianergicznych poddanych toksycznemu dziataniu AB moze polega¢ na
znanym zjawisku (Follesa i Ticku 1996) kompensacyjnego wzrostu ekspresji
podjednostek receptora NMDA na skutek dtugo utrzymujgcej sie ekspozycji komorek
na dziatanie antagonistbtw NMDA. Z uwagi na to, iz w swoich doswiadczeniach
zapewnitam dtugotrwate dziatanie antagonistow receptorow NMDA na hodowle
pierwotne neuronow podczas ich inkubacji z AR, obserwowany przeze mnie efekt
ochronny 1MeTIQ oraz MK-801 moze wynika¢ z nasilenia ekspresji podjednostki
NR1/NMDA, co mogtoby powodowaé przywrécenie normalnej gestosci receptorow
NMDA w obrebie synaps w neuronach eksponowanych na dziatanie AR.

Specyficzng cechg, wyrdzniajgcg 1MeTIQ na tle innych antagonistow
receptorow NMDA, jest zdolnos¢ tej substancji do hamowania tworzenia wolnych
rodnikéw tlenowych. Zgodnie z postulowanym przez Butterfield i Pocernich (2003)
zatozeniem, efektywnos$¢ terapii AD moze by¢ w znacznym stopniu zwiekszona
poprzez jednoczesne zastosowanie antagonisty receptorow NMDA oraz zwigzku o
wiasciwosciach przeciwrodnikowych. Nakazuje to zwrdcenie szczegdlnej uwagi na
ewentualny udziat aktywnosci przeciwrodnikowej 1MeTIQ w mechanizmie
ochronnego dziatania tej substancji na synapsy glutaminianergiczne poddane
dziataniu toksycznemu AB. Jesli uwzglednimy dyskutowane powyzej roznice w
powinowactwie stosowanych w tej pracy antagonistéw receptora NMDA do
odpowiednich miejsc wigzgcych, wyniki moich badan nie ujawnity szczegdlnych
korzysci zastosowania 1MeTIQ, w poréwnaniu do MK-801, dla ochrony synaps
glutaminianergicznych przed toksycznoscig AB. Nalezy jednak zachowac ostroznosé
przy wycigganiu daleko idgcych wnioskow z wynikéw tego doswiadczenia. Co
prawda w doswiadczeniach prowadzonych na hodowlach neuronéw obserwowatam
bardzo zblizone relacje pomiedzy efektywnoscig 500 uM 1MeTIQ i 0,5 yM MK-801 w
hamowaniu ekscytotoksycznosci wywotanej przez Glu i indukowanego przez AP
ubytku ekspresji powierzchniowych biatek synaptycznych, co moze nasuwaé
przypuszczenie, ze w obu przypadkach neuroprotekcja jest wytgcznie zalezna od sity
hamownia receptorow NMDA. Z drugiej strony wiadomo, ze stres oksydacyjny jest
statym elementem mechanizmu ekscytotoksycznosci (Lynch i Guttmann 2002),
trudno wiec oceni¢ w jakim stopniu dziatanie przeciwrodnikowe 1MeTIQ przyczynia
sie do ochrony neurondéw przed neurotoksycznym dziataniem Glu, a wiec czy takie
poréwnanie jest uprawnione. Ponadto, nie znalaztam w dostepne;j literaturze danych

na temat udziatu stresu oksydacyjnego w mechanizmie wywotanej przez AP
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endocytozy powierzchniowych biatek synaptycznych. Wymaga wiec zastanowienia,
czy zastosowane w tej pracy badanie poziomu immunoreaktywnosci biatek
NR1/NMDA, PSD-95 oraz synaptofizyny jest dobrym markerem dla oceny
neuroprotekcyjnego dziatania jakiejkolwiek substancji przeciwrodnikowej. Wydaje sie,
ze zbadanie tej kwestii wymaga zastosowania modeli doswiadczalnych innych, niz
byty uzyte w tej rozprawie.

Reasumujgc wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan, majgcych na celu
ocene ochronnego przed toksycznoscia AP dziatania 1MeTlIQ na synapsy
glutaminianergiczne, uwzgledniajgcych jednoczesne dziatanie antagonistyczne tej
substancji na miejsce glicynowe, receptora NMDA oraz hamowanie tworzenia
wolnych rodnikow tlenowych nalezy stwierdzi¢, ze wykazaty one, iz 1MeTIQ,
podobnie jak inni uznani antagonisci receptorow NMDA o réznych mechanizmach
hamowania aktywnosci tego receptora, ma dziatanie ochronne. Dalszych badan
wymaga jednak ocena udzialu w tym zjawisku aktywnosci przeciwrodnikowej
1MeTIQ.
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5. Podsumowanie i wnioski

W tej rozprawie scharakteryzowatam pobieranie, nagromadzanie oraz
oligomeryzacje AB w neuronach i zbadatam wptyw tych zjawisk na poziom ekspresiji
biatek synaptycznych w neuronach glutaminianergicznych, a takze testowatam
mozliwos¢ zapobiegania zmianom patologicznym w synapsach przy wykorzystaniu
dwu réznych strategii farmakologicznych. Pierwsza z nich polegata na hamowaniu
wigzania sie apo E z AB, druga na obnizeniu aktywnosci receptoréw NMDA.

Badania pierwszej czesci rozprawy skupity sie na okresleniu wptywu apo E na
wychwyt oraz odkfadanie sie AB w neuronach oraz zbadaniu mozliwosci
zapobiegania tym procesom przez zastosowanie AB12-28P, syntetycznego peptydu
hamujgcego tworzenie komplekséw AB/apo E. Uzyskane przeze mnie wyniki
pokazujgce zdolnos¢ neuronéw hipokampa do pobierania zarowno AB40 jak i Ap42
sg zgodne z danymi literaturowymi. Ponadto wykazatam, iz apo E ma zdolnosé
wigzania sie do sekwencji AB, co znacznie usprawnia jego wychwyt z przestrzeni
zewngtrzkomoérkowej, oraz ze w warunkach dostepnosci apo E dochodzi do
nasilonego odktadania sie peptydu w przedziatach wewnatrzkomérkowych. Dalsze
badania pokazaty, iz zaleznemu od apo E nagromadzaniu sie¢ AR w komorkach
towarzyszy agregacja peptydu w formy oligomeryczne, a proces ten jest efektywnie
hamowany przez AB12-28P. Nalezy zaznaczy¢, iz w przeciwienstwie do dobrze
scharakteryzowanego zagadnienia wptywu apo E na zwiekszong fibrylizacie AR w
warunkach in vitro i in vivo, moje badania wskazujgce na udziat apo E w procesie
oligomeryzacji AB dotyczyly kwestii stabo poznanych. Na podstawie uzyskanych
obserwacji powstato przypuszczenie, iz oligomeryzacja AR w neuronach moze
utrudnia¢ usuwanie peptydu z komorek, a tym samym by¢ przyczyng odnotowanego
przeze mnie zalegania AP w strukturach $ciezki endosomalno/lizosomalnej. To
zatozenie potwierdzity wyniki badan wskazujgce na upos$ledzenie degradacji AR w
neuronach hodowanych w obecnosci astrocytow, a wiec przy dostepnosci apo E.
Swiadczy to o przewadze witasciwosci apo E promujgcych usprawnianie wychwytu
oraz odktadania sie AB w neuronach w postaci oligomeréw, maskujgcych jej
fizjologiczng funkcje wspomagania metabolizmu AB. Uwaza sig, iz jednym z
pierwszych widocznych skutkéw patologicznego odktadania sie Ap w neuronach oraz
jego wewngtrzkomorkowej oligomeryzjacji jest istotne obnizenie poziomu ekspres;i

biatek synaptycznych oraz rozlegta degeneracja synaps, zachodzgce na wczesnych
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etapach AD. Dlatego kolejny etap moich badan obejmowat okreslenie wptywu AB12-
28P na wywofane przez AP zmiany patologiczne w  synapsach
glutaminianergicznych. Z moich obserwacji wynika, iz odktadanie sie AR w
neuronach powoduje istotny spadek ekspresji markerow synaptycznych takich jak
NR1/NMDA, PSD-95 oraz synaptofizyna, a efekt ten jest nasilony w obecnosci apo
E. Zastosowanie AB12-28P skutecznie hamuje ten proces, Swiadczgc o ochronnym
wplywie tego peptydu na synapsy glutaminianergiczne. Innym powszechnie uznanym
przejawem toksycznosci AB jest hiperfosforylacja biatka tau. Stad za celowe uznatam
sprawdzenie, czy patologicznemu nagromadzaniu sie AB40 w neuronach hipokampa
bedg towarzyszyly zmiany stopnia ufosforylowania biatka tau. Wyniki moich
wstepnych badan, nie wykazaty wptywu odktadania sie AB40 w neuronach oraz jego
wewngtrzkomorkowej oligomeryzacji na stan ufosforylowania tau. Te wyniki nie
pozwalajg na wysuniecie daleko idgcych wnioskow. Wymaga sprawdzenia jaki wptyw
na stan ufosforylowania biatka tau bedzie miato zastosowanie AB42, z ktérym w
wiekszym stopniu wigzane jest tworzenie splotow neurofibrylarnych, a takze
uwzglednienie innych epitopéow ufosforylowanej postaci biatka tau po inkubacji
neuronow z obiema formami AR.

W drugiej czes¢ tej rozprawy testowatam wiasciwosci farmakologiczne i
neuroprotekcyjne 1MeTIQ, w tym ochronne dziatanie tej substancji na synapsy
glutaminianergiczne poddane dziataniu AB. 1MeTIQ jest zwigzkiem o wymagajgcych
potwierdzenia i scharakteryzowania cechach antagonisty receptora NMDA o
wiasciwosciach przeciwrodnikowych. Wykazatam po raz pierwszy, ze 1MeTIQ
hamuje wigzanie znakowanej D-seryny do bton synaptycznych. Ten wynik, tgcznie z
potwierdzonym przeze mnie obnizaniem przez 1MeTIQ wigzania znakowanego MK-
801, wskazuje na blokowanie miejsca glicynowegoy, receptora NMDA, co drastycznie
obniza aktywacje kanatu jonowego tego receptora. Dalsze badania z uzyciem
pierwotnych hodowli neuronoéw glutaminianergicznych potwierdzity, ze 1MeTIQ
hamuje takze wywotany przez Glu i NMDA naptyw wapnia do neuronéw i wzrost
wewngtrzkomorkowego stezenia tych jonow, co jest odbiciem hamowania aktywnosci
receptorow NMDA. Zaobserwowatam takze inne witasciwosci 1MeTIQ typowe dla
antagonisty receptora NMDA, a wiec bezposrednie hamowanie neurotoksyczno$ci
wywotanej przez Glu, a takze po raz pierwszy wykazatam zdolnosc¢ tej substancji do
indukcji tolerancji neurondéw na ekscytotoksycznos¢. Jest to jednak dziatanie
Swiadczgce o niskim powinowactwie do receptora NMDA, poniewaz efekty
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porownywalne do dziatania uznanego antagonisty receptora NMDA - MK-801 w
stezeniu 0,5 uyM obserwowatam przy zastosowaniu 0,5 mM 1MeTIQ. Do cech
typowych dla antagonisty receptora NMDA, ktére jak ustalitam posiada 1MeTIQ,
nalezy neuroprotekcja w wybranych modelach zwierzecych niedokrwienia mozgu.
Opisane poprzednio w warunkach eksperymentu chemicznego dziatanie
przeciwrodnikowe 1MeTIQ znalazto potwierdzenie w moich doswiadczeniach in vitro
na hodowlach pierwotnych neurondéw modzgu, przy czym wykazatam, ze jest to
wtasciwos¢  niezalezna od  hamownia  aktywnosci  receptora  NMDA.
Scharakteryzowanie 1MeTIQ jako antagonisty receptora NMDA o niezaleznym
dziataniu przeciwrodnikowym uzasadnito podjecie badania nad ochrong przez
1MeTIQ synaps glutaminianergicznych przed dziataniem toksycznym A. Badanie to
wykazato, ze 0,5 mM 1MeTIQ, podobnie jak 0,5 uM MK-801, hamuje w hodowlach
pierwotnych neuronéw hipokampa wywotane przez AP obnizenie ekspresji
powierzchniowych markerow synaps glutaminianergicznych, w tym biatka
podjednostki NR1 receptora NMDA. Tym samym potwierdzitam skuteczno$¢ ochrony
przez 1MeTIQ synaps neuronéw glutaminianergicznych przed toksycznym

dziataniem AB.

Wyniki uzyskane w toku badan pozwalajg na wysuniecie nastepujacych wnioskow:

= ApoE odgrywa kluczowg role w wychwycie oraz patologicznym
nagromadzaniu sie AB w komorkach, czego potwierdzeniem jest hamowanie
tego procesu przez antagoniste wigzania A/apo E, AB12-28P.

» Odkfadanie sie AB w strukturach Sciezki endosomalno/lizosomalnej powoduje
stopniowg agregacje peptydu w formy oligomeryczne o silnym dziataniu
cytotoksycznym. Tworzenie oligomerow AB, wyraznie uposledzajgcych jego
wewngtrzkomorkowg degradacje, prowadzi do rozlegtej utraty markerow
synaps glutaminianergicznych na powierzchni komorek.

= AB12-28P efektywnie hamuje proces oligomeryzacji w neuronach oraz
przywraca ekspresje biatek synaptycznych, co swiadczy o jego dziataniu
ochronnym w indukowanej przez AB degeneracji synaps
glutaminianergicznych.

= 1MeTIQ blokuje miejsce wigzace glicyne w kompleksie receptora NMDA i

hamuje indukcje sygnatu wapniowego w tym receptorze, ma wiec wlasciwosci
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antagonisty receptora NMDA. Dalszym potwierdzeniem tych wiasciwosci
1MeTIQ jest jego potencjat  neuroprotekcyjny ~w  warunkach
ekscytotoksycznosci in vitro oraz w zwierzecych modelach niedokrwienia
mozgu.

= Niezaleznie od hamowania aktywnosci receptorow NMDA, 1MeTIQ wykazuje
w warunkach doswiadczenia biologicznego dziatanie przeciwrodnikowe.

= 1MeTIQ, podobnie jak uznany antagonista receptoréw NMDA - MK-801, znosi
cytotoksyczne dziatanie AP, przejawiajgce sie obnizeniem ekspresji biatek
synaptycznych, co wskazuje na mozliwos¢ zastosowania antagonistow
receptora NMDA w hamowaniu obserwowanych w AD, wywotanych przez A

zmian patologicznych w synapsach glutaminianergicznych.
Wyniki tej pracy wykazaty wiec hamowanie toksycznego dziatania Ap na synapsy

glutaminianergiczne przy wykorzystaniu AR12-28P, peptydu blokujgcego wigzanie A
z apo E, oraz 1MeTIQ, antagonisty receptorow NMDA.
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