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Objasnienia skrotow stosowanych w pracy

A - dtugosé fali
3-AB - 3-aminobenzamid
4HNE - 4-hydroksynonenal
‘0, - anionorodnik ponadtlenkowy
AB - amyloid beta
AD - choroba Alzheimera (ang. Alzheimer Disease)
ADP - adenozynodifosforan
AIF - czynnik indukujacy apoptopze (ang. apoptosis inducing factor)
AIF-exB - izoforma AIF, ktéra w miejscu egzonu 2 zawiera alternatywny eg-
zon 2b
AIF-sh - izoforma AIF o krétszej budowie (ang. short AIF)
ALA - kwas a-linolenowy
APP - B-amyloid precursor protein - biatko prekursorowe amyloidu beta
APPsw - komorki transfekowane genem dla APP z mutacjg typu szwedzkiego
APPwt - komoérki transfekowane genem dla APP dzikiego typu
ATP - adenozynotrifosforan
BACE1 - [B-sekretaza
BER - naprawa przez wyciecie zasady (ang. base excision repair)
BSA - albumina bydleca surowicza
CsA - cyklosporyna A
DCF - 2", 7’-dichlorofluoresceina
DCFH - 2,7’-dichlorofluorescyna
DMEM - pozywka Dulbecco zmodyfikowana przez Eagle’a (ang. Dulbecco’s
modified Eagle medium)
DMSO - dimetylosulfotlenek
DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy
DSB - dwuniciowe uszkodzenie DNA (ang. base excision repair)
DTT - ditiotreitol
ECL - chemiluminescencja (ang. electrogenerated chemiluminescence)
EDTA - sél disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
EGTA - kwas etylenoglikol-0-0‘-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N* tetraoctowy
EPA - kwas ekozapentaenowy
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ERK - kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomoérkowym (ang. extracellu-
lar signal regulated kinase)
FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy
FCS - ptodowa surowica cieleca
g - przyspieszenie ziemskie (grawitacja)
H,DCF - 2"7-dwuchlorodwuhydrofluoresceina
H;DCF-DA - dwuoctan 2’,7-dichlorodwuhydrofluoresceiny
HS - surowica konska
HT22 - unie$Smiertelnione mysie komérki hipokampa
iNOS - indukowana izoforma syntazy tlenku azotu
KA - kwas arachidonowy
kpb - kilo par zasad (ang. kilo base pair)
kDa - kilo Daltony, jednostka masy czgsteczkowej biatka
MAPK - kinaza MAP
MDA - dialdehyd malonylowy
MLS - sekwencja lokalizacji mitochondrialnej (ang. mitochondrial localiza-
tion sequence)
MMS - sulfonian etylowy
MNNG - N-metyl-N-nitro-N-nitrozoguanidyna
MNU - metylonitrozomocznik
MOMP - zewnetrzna btona mitochondrialna
MPT - megakanat mitochondrialny (ang. mitochondrial permeability transi-
MTT - gl?:r)nek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy
NAD - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy
NADH - dinukleotyd nikotynoadeninowy, posta¢ zredukowana
NER - naprawa przez wycinanie nukleotydéw (ang. nucleotide excision re-
NFxB - ggyll’;l)nik jadrowy kappa B (ang. nuclear factor kappa B)
NGF - czynnik wzrostu neuronéw (ang. neuronal growth factor)
NLS - sekwencja lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization sequence)
NMDA - N-metylo-D-asparaginian
NO - tlenek azotu
NOS - syntaza tlenku azotu
NPDA1 - neuroprotektyna D1 - 10,17-dokozatrien
ONOO - - nadtlenoazotyn
OUN - o$rodkowy uktad nerwowy
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PAR
PARG
PARS-1

PBS
PC12
PCR
PCD
PI3-K
PJ-43

PKC
PKG
PVDF
RFA
RFT
SB
SDS
SEM
siRNA
SNP
SOD
TBS

TGS
TEMED
Tris

VDAC

Z-DEVD-FMK

polimery poli(ADP-rybozy)
glikohydrolaza poli(ADP-rybzy)

syntaza poli(ADP-rybozy) typul, znana réwniez jako polimeraza
(PARP-1)
bufor fosforanowy - buforowany roztwdr soli fizjologicznej

komorki chromochtonne guza nadnerczy (ang. Pheochromocytoma)
reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
programowana $Smier¢ komoérki (ang. programmed cell death )
kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

chlorowodorek N-(6-Okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)-(N,N-
dimetylamino)acetamidu

kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

kinaza biatkowa G (ang. protein kinase G)
polifluorek winylidenu

reaktywne formy azotu

reaktywne formy tlenu

odczynnik do denaturacji biatek (ang. sample buffer)
dodecylosiarczan sodowy

blad standardowy Sredniej

mate interferujgce RNA (ang. small interfering RNA)
nitroprusydek sodu

peroksydaza ponadtlenkowa

bufor o sktadzie 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH do-
prowadzone kwasem solnym do 7,6

tris-Glicyna-SDS
N,N,N°,N'tetrametylenodiamina
tris(hydroksymetylo)aminometan

kanat anionowy zalezny od napiecia (potencjatu) (ang. voltage de-
pendent anion channel)

- keton Z-Asp(0-Me)-Glu(0-Me)-Val-Asp(O-
Me)fluorometylowy
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Czynnik indukujacy apoptoze AIF - informacje ogoélne

W prowadzonych na szeroka skale badaniach nad programowang $mier-
cia komérki PCD (ang. Programmed Cell Death) grupa Guido Kroemera
(Susin i wsp.,, 1999) zidentyfikowata czynnik indukujacy apoptoze AIF
(ang. apoptosis inducig factor), kluczowe biatko pro-apoptotyczne w szlaku sy-

gnatowym apoptozy niezaleznej od kaspaz.

Kolejne prace wykazaty, ze AIF to mitochondrialna flawoproteina bardzo
silnie konserwowana filogenetycznie, ktéra przyczynia sie zar6wno do przezy-
cia jak i Smierci komoérki (Susin i wsp., 1999; Boujard i wsp., 2007; Krantic
i wsp., 2007). W warunkach fizjologicznych AIF odgrywa istotng role w fosfory-
lacji oksydacyjnej (Joza i wsp., 2001, 2005), a w odpowiedzi na procesy patolo-
giczne moze prowadzi¢ do kaspazo-niezaleznej $mierci komorki, poprzez trans-
lokacje do jadra, kondensacje chromatyny i fragmentacje DNA (Susin i wsp.,
1999). Doktadny mechanizm $mierci komorki zaleznej od AIF pozostaje jednak

nadal niejasny.

AIF zakotwiczony jest w wewnetrznej btonie mitochondrialnej,
jego N-terminalny koniec skierowany jest do macierzy mitochondrialnej,
a C-terminalny region znajduje sie w przestrzeni miedzybtonowej (Otera
i wsp., 2005). W budowie AIF mozna wyrdznic¢ trzy funkcjonalne domeny: do-
mene wigzaca FAD, domene wigzagca NADH oraz domene C-konicowa. Dwie
pierwsze z nich wykazujg wiasciwosci oksydoreduktazy NADH i w fizjologicz-
nych warunkach biorg udziat w transporcie elektronéw jako sktadowe kom-
pleksu I i prawdopodobnie takze Il kompleksu tancucha oddechowego. Nato-
miast domena C-koncowa wykazuje wtasciwosci proapopotyczne. Dodatkowo
struktura krystaliczna AIF pokazata, ze na powierzchni biatka znajduja sie do-

datnio natadowane aminokwasy, ktére oddziatuja elektrostatycznie z DNA.
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Wiagzanie DNA i jego kondensacja przez AIF wymaga obecno$ci jono6w Mg2+i jest
stymulowane przez NADP* (Modjtahedi i wsp., 2006; Vahsen i wsp., 2004). Wy-
daje sie, ze AIF jest gléwnym czynnikiem prowadzacym do $mierci komérki
w szlaku przekaznictwa zwigzanego z syntaza poli(ADP-rybozy) (PARS-1). Wy-
suwane sg hipotezy jakoby $mier¢ ta roznita sie od innych rodzajéw programo-
wanej $mierci komorki, takich jak apoptoza, nekroza czy autofagia (Wang
i wsp., 2009a, b). Wobec powyzszego zaproponowana zostata osobna nazwa dla
$mierci komoérki zaleznej od AIF/PARS-1 - partanatos. Nazwa ta wywodzi sie od
poli(ADP-rybozy) (PAR) i imienia greckiego boga $mierci Tanatosa. Ten rodzaj
$mierci charakteryzuje sie zaleznym od PAR uwalnianiem AIF z mitochondrium
do jadra komorki (Andrabi i wsp., 2008; Wang i wsp., 20093, b; David i wsp.,
2009).

Budowa biatka AIF

Gen ludzkiego AIF jest ulokowany na chromosomie X i sktada sie z 16 ek-
soné6w. W wyniku translacji w cytoplazmie powstaje biatko prekursorowe
o dtugosci 613 aminokwasow (67 kDa). Nastepnie, dzieki zlokalizowanej na
N-koncu sekwencji MLS (ang. mitochondrial localization sequence), kierowane
jest do mitochondrium, gdzie w dalszej kolejno$ci MLS zostaje odciete przez
odpowiednie peptydazy. Dodatkowo, w trakcie przefatdowania biatka, dodany
zostaje kofaktor FAD i w ten sposéb powstaje dojrzaty 62 kDa AIF, ktory lokuje

sie w wewnetrznej btonie mitochondrialnej (rycina 1) (Susin i wsp., 1999).
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TRASPORT DO JADRA
| AKTYWACIA APOPTOZY | PM

Rycina 1. Dojrzewanie i uwalnianie biatka AIF

Prekursor biatka AIF 67 kDa importowany jest do mitochondriéw dzieki domenie loka-
lizacji mitochondrialnej MLS. Przed zakotwiczeniem w wewnetrznej btonie mitochondrialnej od
prekursora AIF odcinana jest domena MLS i biatko 62 kDa zostaje przefaldowane a po dodaniu
FAD zakotwicza sie w blonie i osigga forme dojrzata. W odpowiedzi na sygnat proapoptotyczny
odciety zostaje fragment AIF 57 kDa. Jest on transportowany do jadra, gdzie bierze udziat
w kondensacji i fragmentacji chromatyny, prowadzac do programowanej $mierci komorki (wg
Modjtahedi i wsp., 2006; Wenfeng i wsp., 2011)

ZBM - zewnetrzna btona mitochondrialna, PM - przestrzen miedzybtonowa, WBM - wewnetrzna
btona mitochondrialna

Rodzina biatek AIF

Poczatkowy okres badan nad AIF zaowocowat opisaniem ludzkiego i my-
siego biatka (Susin i wsp., 1999). Oba naleza do rodziny biatek AIF i charaktery-
zuja sie podobng strukturg, aktywnos$cig redoks oraz aktywnos$cig proapopto-
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tyczng. Do tej rodziny nalezy: ludzki AMID (nazywany réwniez PRG3, o dtugosci
373 aminokwasow, podobnie sfaldowany jak AIF. Jednak ze wzgledu na brak
domeny MLS nie znajduje sie w mitochondriach a jego kofaktorem jest
6-hydroksy FAD), a takze AIFL (o dtugosci 605 aminokwas6w, takze nieposiada-
jacy sekwencji MLS, jednak w jego budowie opisano dodatkowa domene
Rieske). Charakterystyczne domeny wspomnianych biatek przedstawione sg na
rycinie 2. Dodatkowo, biatko AIF1 zidentyfikowano zostato u Saccharomyces
cerevisiae. Jest ono filogenetycznie podobne do ludzkiego AIF, AIFL i AMID
(Modjahedi i wsp., 2006).

613aa

hAIF | M

128-262 263-400  401-487

D1 D2 p1
Y| ~ | 054

67-175 191-299 300-429 430-516

D1 D2 D1 C
 NADH 373aa

7-115 116-245 246-327

Rycina 2. Charakterystyczne domeny wystepujace w biatkach ludzkich AIF, AIFL,

AMID (wg Modjtahedi i wsp., 2006)

Ponadto scharakteryzowane zostaty trzy dodatkowe izoformy biatka AIF:

- AIF-exB - powstate przez alternatywne zastgpienie eksonu 2 eksonem 2b. Jest
ono biatkiem dtugosci 603 aminokwasdw, czyli jest niewiele krétsze od normal-
nego AIF i zawiera domene MLS, a takze NLS (ang. Nuclear Localization Sequen-
ce) kierujaca do jadra. W warunkach fizjologicznych, podobnie jak AIF, biatko to
znajduje sie w mitochondrium, natomiast w odpowiedzi na sygnat proapop-

tyczny jest translokowane do jadra.
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- AIF-sh (AIF short) - sktadajace sie z siedmiu ekson6éw. Jest biatkiem o dtugosci
261 aminokwasow. Posiada tylko domene NLS i dlatego w normalnych warun-

kach AIF-sh zlokalizowane jest w cytoplazmie i moze translokowac sie do jadra.

- AIF-sh2, AIF-sh3 (AIF short 2, 3) - powstaje przez alternatywne wykorzysta-
nie nowo odkrytego eksonu 9b (znajdujacego sie miedzy eksonami 9 i 10,
a wcze$niej uznawany za intron). AIFsh-2 w fizjologicznych warunkach znajduje
sie w mitochondrium i prawdopodobnie bierze udziat w transporcie elektronéw
w kompleksie I tancucha oddechowego. Ze wzgledu na brak domeny NLS nie

moze by¢ translokowane do jadra (Krantic i wsp., 2007).

Dodatkowo wyniki badan wykazaty tkankowa i narzagdowa specyficznos¢
izoform AIF. Zostato miedzy innymi stwierdzone, ze ekspresja AIF-sh nie zacho-
dzi w moézgu i tarczycy, natomiast obserwuje sie ja w sercu, skorze, jajnikach,

miesSniach, nerkach i watrobie (Delettre i wsp., 2006).

AIF biatko niezbedne dla zycia

Badania na zwierzetach transgenicznych Harlequin (Hq) przyniosty
pierwsze dowody Swiadczace, ze AIF jest biatkiem o ,podwdjnym obliczu”.
W warunkach fizjologicznych jest niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania
mitochondriow, w tym dla prawidlowej fosforylacji oksydacyjnej. Natomiast
w warunkach wzmozZonego stresu oksydacyjnego czy genotoksycznego moze
by¢ uwalniane i translokowane do jadra, gdzie uczestniczy w kondensacji
i fragmentacji chromatyny, prowadzac do Smierci apoptotycznej komorki (Susui

i wsp., 1999; Arnoult i wsp., 2002; Modjtahedi i wsp., 2006).

Myszy Hq to mutanty z krotka sier$cig charakteryzujace sie postepujaca
ataksja i $lepota spowodowang degeneracja neuronéw (Bronson i wsp., 1990).
Jak wykazaty kolejne badania, myszy te charakteryzuje rowniez znacznie obni-
zony poziomem ekspresji AIF do 10-20% w pordwnaniu z zwierzetami kontrol-
nymi. Mutacja odpowiedzialna za ten deficyt nazwana zostata AIFHq i spowo-
dowana jest retrowirusowg insercjg w pierwszym intronie genu AIF. Klein

i wsp. (2002) zwrocili uwage, ze utrata aktywnego biatka AIF jest bezposrednio
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zwigzana z neurodegeneracjg. Dodatkowo wykazali, iz AIF jest niezbedny dla
przezycia postmitotycznych neuronéw w starzejacym sie mozgu. Niewyjasnio-
nym pozostato, dlaczego obnizenie pro-apoptotycznego biatka skutkowato de-
generacjg neurondw u tych zwierzat. Rozwigzanie zagadki przyniosto odkrycie

molekularnego, strukturalnego i biochemicznego oblicza biatka AIF.

Krystalograficzne badania pokazaty, ze AIF posiada domene oksydore-
duktazy, przypominajgcg bakteryjna podjednostke reduktazy ferrodoksynowe;j
NADH. Aktywnos$¢ oksydoreduktazy tego biatka wykazano rowniez w doswiad-
czeniach in vitro zaré6wno na biatku normalnym, jak i jego rekombinowanej
formie (Miramar i wsp., 2001; Mate i wsp., 2002). Stad tez AIF sklasyfikowane
zostato do klasy oksydoreduktaz, podklasy NADH-reduktaz przenoszacych elek-
trony, gdyz szybko reaguje z tlenem tworzac Oz oraz neutralny rodnik flawo-
proteinowy (Miramar i wsp., 2001). Dane strukturalne wykazaty takze, ze AIF
wykorzystuje wewnetrzng czasteczke FAD, a nie wewnatrzczasteczkowy mo-
stek disiarczkowy (znaleziony w homologicznych enzymach) i transportuje
elektrony bez udziatu grup cysteinowych (Miramar i wsp., 2001; Mate i wsp.,
2002). Ponadto AIF, inaczej niz inne enzymy tego typu, jest aktywny enzyma-

tycznie jako monomer, podczas gdy inne dziatajg jako dimery lub tetramery.

Jak juz zostato zaznaczone, AIF wydaje sie by¢ niezbedny dla prawidto-
wej fosforylacji oksydacyjnej. Vahsen i wsp. (2004) dowodzg, Ze obnizona fosfo-
rylacja oksydacyjna w siatkéwece i niektérych cze$ciach moézgu myszy Hq moze
korelowac¢ ze spadkiem ekspresji biatek wchodzacych w skiad podjednostek
kompleksu I tancucha oddechowego. Badacze ci stwierdzili rowniez, Ze inhibicja
ekspresji AIF u ludzi i myszy przez homologiczng rekombinacje lub uzycie siR-
NA, powoduje znaczng redukcje ekspresji kompleksu I oraz obnizenie jego ak-

tywnosci.

Do chwili obecnej nie jest jednak w petni wyjasnione, jak niedobdr AIF
uposledza fosforylacje oksydacyjng w komérkach ssaczych. Defekt oddechowy
w kompleksach I i III jest tagczony ze zmniejszeniem ilosci biatek bedacych cze-

$cig tych komplekséw (Vahsen 2004).
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Dodatkowo okazato sie, Ze funkcja proapoptotyczna oraz aktywnos$¢
oksydo-reduktazy AIF dziatajg niezaleznie od siebie. Wskazuje na to fakt, ze
usuniecie FAD nie zmniejsza proapoptycznych wtasciwos$ci AIF. Kolejne badania
potwierdzajg, ze AIF jest biatkiem bifunkcjonalnym (Krantic i wsp., 2006; Bou-
jard i wsp., 2007; Modjtahedii wsp., 2009; Wenfeng i wsp., 2011).

Badania prowadzone przez Kleina i wsp., (2002) wykazaty, Ze niska eks-
presja AIF u myszy Hq wptywa na zaburzenie homeostazy wolnorodnikowej,
co w konsekwencji prowadzi do stresu oksydacyjnego w komoérkach nerwo-
wych. Zaobserwowano wzrost peroksydacji lipidow, jak rowniez wzrost aktyw-
nosci katalazy i reduktazy glutationowej, natomiast aktywnos¢ peroksydazy
ponadtlenkowej (SOD) nie zmienia sie w badanych regionach mézgu myszy Hq
(Klein i wsp., 2002). Dodatkowo wykazane zostato, ze AIF posiada wysoka ho-
mologie strukturalng z reduktazg glutationowa, znang dobrze jako jeden
z gtownych elementéw obronnych przed H202 w systemie obrony glutationo-
wej. Sugeruje to, ze obnizony poziomu AlIF u zwierzagt Hq wptywa na zwieksze-
nie poziomu stresu oksydacyjnego przez bezposrednig lub posredniag regulacje

poziomu H20; (Klein i Acerman, 2003).

Stad tez wydaje sie, ze AIF posiada wtasciwosci enzymu antyoksydacyj-
nego, na co wskazuje réwniez krystalograficzna analiza struktury tego biatka.
AIF prawdopodobnie obniza poziom reaktywnych form tlenu (RFT) przez zaan-
gazowanie w biogeneze i utrzymane stabilno$ci kompleksu I i prawdopodobnie

[II tancucha oddechowego oraz regulacje poziomu glutationu.

Dostepne dane wskazuja, ze AIF jest niezbedny dla utrzymania prawi-
dtowej struktury mitochondrium (Cheung i wsp., 2006). Przy jego deficycie wi-
doczne jest zmniejszenie liczby grzebieni mitochondrialnych oraz ich obkurcze-
nie. Dodatkowo takze u myszy Hq obserwuje sie zmiany neurodegeneracyjne,
m.in. Slepote (dochodzi do degeneracji siatkowki). Neurodegeneracja jest taczo-
na z zaburzeniami molekularnymi i morfologicznymi neuronéw oraz ich obu-
mieraniem na drodze apoptozy. Sugeruje sie wiec, ze AIF petni funkcje we-

wnetrznego cytoprotektora.
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Istnieja dwa hipotetyczne modele miejscowego dziatania AIF w tancuchu
transportu elektronéw (rycina 3). Pierwszy model zaktada, ze AIF jest czynni-
kiem ,integrujacym” (ang. assambly factor). Zaangazowany jest on w przeno-
szenie lub gromadzenie 46 podjednostek biatkowych kompleksu I, a takze
prawdopodobnie i kompleksu III. Druga hipoteza przedstawia AIF jako czynnik
utrzymujacy (ang. maintenance factor). W modelu tym AIF jest niezbedny do

utrzymania oraz stabilnosci kompleksu I'i [II (Modjtahedi i wsp., 2006).

Syntaza ATP

WEBM

ATP

Syntaza ATP

WBM

ATP

Rycina 3. Model miejscowego dzialania AIF w lancuchu transportu elektronéw

A) Funkcja AIF jako czynnika integrujacego - ,przywotuje” i gromadzi wszystkie podjednostki
biatkowe kompleksu I i prawdopodobnie III tancucha transportu elektronéw

B) Funkcja AIF jako czynnika utrzymujacego - utrzymuje i stabilizuje podjednostki biatkowe
kompleksu I i I1I tancucha transportu elektronéw (wg Modjtahedi i wsp., 2006)
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AIF w procesie apoptotycznej Smierci komorki

AIF zostat zidentyfikowany przez Kromera i wspotpracownikéw
w 1999 r,, jako biatko indukujgce apoptoze w sposob niezalezny od kaspaz.
Struktura krystaliczna AIF wykazata na jego powierzchni dodatni potencjat
elektrostatyczny, ktory wydaje sie by¢ odpowiedzialny za zdolnos¢ tego biatka
do wigzania sie z DNA w sposo6b niezalezny od sekwencji (Ye i wsp., 2002). Na-
dekspresja AIF (przy braku innych czynnikow proapoptotycznych) nie wplywa
na zainicjowanie procesu apoptozy, podobnie jak usuniecie AIF z komorki nie
zawsze zatrzymuje jej przebieg, gdyZz programowana $mier¢ komérki moze
réwniez odbywac sie na innej drodze. Apoptoza zalezna od AIF przebiega typo-
wo
z udziatem energii. Wyjasnianie zdarzen molekularnych, prowadzacych do
uwolnienia AIF z mitochondrium i w konsekwencji jego translokacji do jadra,
jest gtdbwnym celem licznych badan, ktore zmierzaja do lepszego zrozumienia
mechanizméw apoptozy i innych form programowanej $mierci komoérki. Po-
czatkowe odkrycia na tym polu doprowadzity do polemiki dotyczacej uwalnia-
nia AIF z mitochondrium. Zastanawiano sie czy proces ten jest zalezne czy nie-
zalezne od kaspaz. Wiekszo$¢ badan dowodzi, Ze uwolnienie AIF nie wymaga
aktywacji proteaz cysteinowych (Susin i wsp., 1999; Yu i wsp., 2002). Jednakze
Arnoult i wsp. (2002, 2003) donoszg, Ze inhibicja kaspaz zapobiega uwolnieniu
AIF z mitochondrium. U Zrédta tej rozbieznosSci moze leze¢ réznica w mechani-
zmie uwalniania AIF, ktéry moze by¢ zalezny od typu komorek oraz specyfiki
stymulacji ich $mierci (Cregan i wsp., 2004). Ostatnie badania dowodzga, ze AIF
umieszczony w wewnetrznej btonie mitochondrialnej jest odcinany od niej tak,
aby stat sie rozpuszczalnym proapoptycznym biatkiem, ktére moze by¢ uwol-
nione z mitochondrium (Otera i wsp., 2005). Odciecie od wewnetrznej btony
mitochondrialnej jest obecnie przedmiotem wielu badan i wydaje sie by¢ zalez-
ne od Ca?* i katalizowane przez cysteinowe proteazy: kalpaine I (zlokalizowana
w przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium) oraz prawdopodobnie tez ka-
tepsyny B, L i S (Cao i wsp., 2007; Krantic i wsp., 2007; Norberg i wsp., 2008,
2010). Jednak badania grupy Joshi i wspétpracownikéw w 2009r. pokazaty,

iz mimo wielu dowodéw wskazujacych na udziat kalpainy w tym procesie,
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bezposrednie eksperymenty z udziatem specyficznych inhibitoréw kalpainy -
kalpastatyny i PD150606, nie pozwolity catkowicie potwierdzi¢ tej tezy. Powsta-
ty 57 kDa AIF to forma rozpuszczalna, zlokalizowana w przestrzeni miedzybto-

nowej, ktora dalej jest uwalniana z mitochondrium.

W uktadzie nerwowym uwalnianie AIF jest obserwowane w wyniku ura-
zOow, hipoksji, niedotlenienia i niedokrwienia mézgu, a takze innych zjawisk,
ktéorym towarzyszy stres oksydacyjny czy genotoksyczny (Cao i wsp., 2003).
Dotychczas zostato opisanych kilka hipotez dotyczacych uwalniania AIF

z mitochondrium i translokacji do jadra.

Pierwsza z nich zaktada tworzenie sie w btonie mitochondrialnej poréw
o matej Srednicy, powstatej przez oligomeryzacje proapoptycznego biatka z ro-
dziny Bcl-2 (BAK oraz BAX) (Sharpe i wsp., 2004). Powoduje to zmiane poten-
cjatu btony mitochondrialnej, a w dalszej kolejnosci moze prowadzi¢ do akty-
wacji kaspaz i obrzeku mitochondriéw. Powstaty mega kanat mitochondrialny
i uprzepuszczelniona zewnetrzna btona mitochondrialna (MOMP) umozliwiaja

uwolnienie AIF i cytochromu c oraz kolejnych biatek proapoptotycznych.

W alternatywnym modelu, ktéry dotyczy rowniez uwalniania cytochro-
mu ¢, juz na poczatku formuja sie wieksze pory w btonie mitochndrialnej, co
umozliwia bezposrednie uwolnienie AIF. Wieksze pory moga powsta¢ przez
interakcje proapoptycznego biatka nalezacego do rodziny Bcl-2 z biatkami bto-
ny mitochondrialnej, tworzac kanat anionowy zalezny od potencjatu (ang. vol-
tage dependent anion channel - VDAC) (Shimizu i wsp., 1999). Procesowi temu
moze towarzyszy¢ obrzek mitochondriéw oraz zwiekszenie przepuszczalnos$ci

MOMP.
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Znaczenie PAR w mechanizmie uwalniania AIF z mitochon-

drium do jadra komorki

Obecnie istotne znaczenie przypisuje sie poli(ADP-rybozie) PAR, nowej
czasteczce sygnalizacyjnej, ktéra moze wptywac¢ na uwalnianie AIF. Zalezno$¢
miedzy syntaza poli(ADP-rybozy) PARS-1 i AIF zostata pierwszy raz opisana
przez Susina i wsp. (1999). Enzym jadrowy PARS katalizuje reakcje z NAD*
i syntetyzuje polimer ADP-ryboze PAR. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA,
na przyktad przez RFT, komérka rozpoczyna procesy naprawcze. Nastepuje ak-
tywacja PARS-1 i poli(ADP-rybozy)lacja histonéw, co doprowadza do ich uwol-
nienia z uszkodzonego DNA. W wyniku tego procesu uszkodzona ni¢ DNA zosta-
je udostepniona enzymom naprawczym z kompleksu BER (ang. Base Excision
Repair - naprawa przez wyciecie zasady) lub NER (ang. Nucleotide Excision Repa-
ir - naprawa przez wycinanie nukleotydéw). Jedno, lub dwuniciowe uszkodzenie
DNA komorki zostaje naprawione i komorka przezywa. Jednakze, kiedy docho-
dzi do masywnego uszkodzenia DNA, nastepuje nadaktywacja PARS-1, co moze

prowadzi¢ do wyczerpania BNAD* i ATP oraz $mierci komorek.

To, w jaki sposéb aktywowany w jadrze enzym przekazuje informacje do
mitochondrium, jest jednym z gtéwnych pytan zadawanych przez wiele grup
badawczych. Pierwsza hipoteza zaktadata, ze PARS-1 moze mie¢ réwniez lokali-
zacje mitochondrialng, jednak do$¢ szybko zostata odrzucona w zwigzku z bra-
kiem potwierdzenia na obecno$¢ PARS-1 w tych organellach (Yu i wsp., 2002;
Cipriani i wsp., 2005 i niepublikowane badania wtasne). Na podstawie znajomo-
$ci mechanizmu reakcji katalizowanej przez PARS-1 oraz wiedzy na temat pro-
duktu owej reakcji, zaproponowano dwie kolejne hipotezy potencjalnej drogi
uwalniania AIF z mitochondrium do jadra. Pierwsza z nich bierze pod uwage
spadek mitochondrialnej puli BNAD* wykorzystywanego przez PARS-1. Nato-
miast druga zaklada, Ze w proces ten zaangazowany jest polimer PAR

(Wang i wsp 20094, b).

Zwigzana ze wzmozonym stresem oksydacyjnym/genotoksycznym

i uszkodzeniem DNA aktywacja PARS-1 oraz spadek poziomu BNAD* wydaje sie
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mie¢ istotne znaczenie w kontek$cie choréb neurodegeneracyjnych. Jednak nie
udato sie okresli¢ Scistego zwigzku pomiedzy spadkiem ilosci BNAD*w komdrce
a translokacja biatka AIF z mitochondrium do jadra. Inkubacja wyizolowanych
mitochondriow w buforze z obnizong pulg BNAD* nie miata wplywu na uwal-
nianie AIF. Dlatego tez hipoteza zaleznego od stanu energetycznego uwalniania

AIF nie zostata potwierdzona (Yu i wsp., 2004, 2006).

Uwaga badaczy skupita sie na PAR, produkcie enzymatycznej reakcji
PARS-1. Wyniki prac kilku grup badaczy udowodnity, ze PAR odgrywa kluczowa
role w mechanizmie $mierci komérek w odpowiedzi na stres oksydacyjny i ge-
notoksyczny. Wykazano, ze PAR przenosi informacje miedzy jadrem a mito-
chondrium i wptywa na uwalnianie biatka AIF (Andrabi i wsp., 2006;

Yu i wsp.,2006; Bai i wsp., 2007; Moubarak i wsp., 2007).

Dodatkowo zastosowanie techniki wyciszania gen6w umozliwito odnale-
zienie dwdch biatek stanowigcych potencjalne ogniwo miedzy PARS-1 a AIF:
zaleznych od Ca2*proteaz - kalpain (p-kalpainy i m-kalpainy), do ktérych ak-
tywnos$ci wymagana jest podjednostka capn4 oraz proapoptotyczne biatko BAX
(Moubarak i wsp., 2007).

Wydaje sie, ze kalpainy, ktorych miedzybtonowa lokalizacja mitochon-
drialna zostata niedawno potwierdzona (Heeres and Hergenrother 2007), s3
odpowiedzialne za ,wycinanie” biatka AIF z wewnetrznej btony mitochondrial-
nej, powodujac degradacje dojrzatej 67 kDa formy AIF do formy 57 kDa, odpo-
wiedzialnej za proapoptotyczng funkcje biatka. Natomiast biatko BAX, wywo-
dzace sie z rodziny biatek Bcl-2, aktywowane poprzez oligomeryzacje, zmienia
konformacje zewnetrznej btony mitochondrialnej, umozliwiajgc uwalnianie in-

nych biatek proapoptotycznych, takich jak cytochrom c czy Smac/DIABLO.

W wyniku uszkodzenia DNA w odpowiedzi na stres genotoksyczny tylko
inaktywacja biatka BAX (a nie innych biatek proapoptotycznych z tej rodziny)
hamuje proces uwalniania biatka AIF, a co za tym idzie: hamuje $mier¢ komorki
(Cheung i wsp., 2005; Moubarak i wsp., 2007). W warunkach fizjologicznych
C-koficowa domena monomeru BAX jest sfatdowana i ukryta w hydrofobowej

szczelinie biatka, uformowanej przez trzy domeny: BH1, BH2 i BH3. W przypad-
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ku sygnatéw prowadzacych do apoptozy C-koniec zostaje uwolniony i zakotwi-
cza sie w btonie mitochondrialnej, natomiast N-koniec zostaje wyeksponowany.
Determinuje to oligomeryzacje biatka BAX i prowadzi do utworzenia poréw dla

uwalniania biatek proapoptotycznych, w tym dla AIF (Danial 2007).

Najnowsze badania pokazujg, ze endogenny AIF w komérkach mdzgu
zlokalizowany jest nie tylko w przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium lecz
takze pewna jego ilo$¢ (okoto 30%) znajduje sie po cytozolowej stronie mito-
chondriéw, luzno oddziatujac z zewnetrzng btona mitochondrialng (Yu i wsp.,
2009). W zwiazku z tym, wydaje sie prawdopodobne, Ze to wtasnie ta pula AIF,
pod wptywem sygnatu $mierci translokuje sie do jadra, gdzie wptywa na kon-
densacje i fragmentacje chromatyny, w konsekwencji prowadzac do $mierci
komorki okres$lanej przez Dawsona i wsp. mianem partanatos (Wang i wsp,,
20093, b). Potwierdzeniem tej hipotezy jest fakt, Ze nadmierna aktywacja recep-
tora NMDA i Smier¢ neuronéw poprzedzona jest szybkim naptywem czasteczek
AIF 62 kDa, ktore nie ulegty uprzedniej proteolizie. Wynik ten potwierdza row-
niez niektére dane moéwigce o braku koniecznos$ci aktywacji kalpainy w komér-
kach ulegajacych $mierci zaleznej od PAR/AIF (Yu i wsp., 2002; Joshi i wsp,,
2009; Wang i wsp., 2009b).

Doktadny mechanizm prowadzacy do programowanej $Smierci komorki
partanatos nie jest do konica wyjasniony. Wykazano na wyizolowanych jadrach,
ze zrekombinowany AIF inicjuje cze$ciowa, peryferyjna (typ 1) kondensacje
chromatyny. Najprawdopodobniej dzieje sie to dzieki interakcjom biatko-biatko
pomiedzy poszczegélnymi molekutami AIF (Vahsen i wsp., 2006). Struktura
krystaliczna AIF wykazuje dodatnio naladowane aminokwasy na powierzchni
biatka, co umozliwia wytworzenie oddzialywania elektrostatycznego z DNA.
Przytaczenie AIF do DNA nie wymaga specyficznej sekwencji nukleotydow
(Yuiwsp., 2002), wystarcza oddziatywanie elektrostatyczne. Badania wykazaty,
ze AIF ma wieksze powinowactwo do nici pojedynczej niz podwdjnej. Interakcja
DNA-AIF wykazuje kooperatywnos¢: wiele czasteczek AIF wigze sie z kilkoma
czasteczkami DNA (ang. clustered fashion). Oddzialywaniu temu towarzyszy
kondensacja DNA, tworzenie struktury spinki do wioséw oraz oligomeryzacja

DNA. Kondensacja DNA przez AIF wymaga obecno$ci jondw Mg2* i moze by¢
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aktywowana w obecnosci NADP+ (Vahsen i wsp., 2006). Prawdopodobnie po
translokacji AIF do jadra, biatko to wiagze sie z niciag DNA, powodujac kondensa-
cje chromatyny. Nastepnie AIF wraz z innymi czynnikami, takimi jak cyklofilina
A i endonukleaza G tworzy degradosom, ktory bierze udziat w procesie frag-
mentacji DNA na charakterystyczne odcinki wielko$ci okoto 50 kpz (Modjtahedi

i wsp., 2006), co prowadzi do apoptotycznej $mierci komoérki (rycina 4).

Ciecie

kalpaina
ﬁ \ AF

Aktywacja

CYJNY Pro-
STRES OKSYDA kalpaina ¥

IGENOTOKSYGM 2' o 1:/_/

Rycina 4. Model $mierci komorki na drodze zaleznej od PAR/AIF

Schematyczny model $mierci komorki partanatos indukowanej wzmoZonym stresem
oksydacyjnym/genotoksycznym prowadzacym do uszkodzenia DNA, hiperaktywacji biatka
PARS-1 i aktywacji kalpainy. W dalszej konsekwencji proces ten prowadzi do powstania polime-
ru PAR, ktdry translokuje sie do zewnetrznej btony mitochondrialnej, powodujgc jej uprzepusz-
czelnienie, a takze do aktywacji proapoptotycznego biatka BAX. Zmiany te wptywaja na uwol-
nienie biatka AIF z mitochondrium do jadra, gdzie dochodzi do uszkodzenia DNA, kondensacji
i fragmentacji chromatyny, co prowadzi do $mierci komoérki (wg Moubarak i wsp., 2007; David
i wsp., 2009)
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Syntaza poli(ADP-rybozy)

Syntaza poli(ADP-rybozy) typu I (PARS-1), dotychczas okrezlana mianem
polimerazy (PARP) (Hottiger i wsp., 2010), jest kluczcowym enzymem jadrowym
odpowiedzialnym za proces poli(ADP-rybozylacji), modyfikacji post-
translacyjnej, ktéra aktywuje wiele proceséw fizjologicznych takich, jak: regula-
cja funkgcji licznych czynnikéw transkrypcyjnych i utrzymanie stabilnos$ci geno-
mu (Ame i wsp., 2004; Hassa i Hottiger, 2008; Moroni i wsp., 2011; AbdElmage-
ed i wsp., 2011). PARS-1 oraz pozostali cztonkowie rodziny biatek PARS
(tabela 1) charakteryzuja sie homologia domeny katalitycznej, bardzo konser-

wowanej ewolucyjnie, a r6znig sie specyficzno$cig substratowa.

RODZINA BIALEK PARS

BIAELKA Z AKTYWNOSCIA PARS INNE
PARS-1, PARS-3, PARS-6,
PARS-2, TIPARS (PARS-7),
VPARS (PARS-4), PARS-8, PARS-9, PARS-10,
Tankyraza-1 (PARS-5a lub TNKS), PARS-11, PARS-12, PARS-14,
Tankyraza-2 (PARS-5b lub TNKS2) PARS-15, PARS-16

Tabela 1. Rodzina bialek PARS

Mimo podobnej budowy, to PARS-1 jest odpowiedzialna w ponad 90% za
proces poli(ADP-rybozyl)acji biatek w komorkach osrodkowego uktadu ner-

wowego (Naegeli i wsp., 1989; Strosznajder i wsp., 2005; 2010; AbdEImageed
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i wsp., 2011 ). Katalizuje on polimeryzacje biatek, w ktérej substratem jest di-
nukleotyd nikotynoamidoadeninowy BNAD+. Nastepnie zostaje przeksztalcony
do kwasu nikotynowego oraz ADP-rybozy, ktéra potem taczy sie kowalencyjnie
z kolejng czasteczka ADP-rybozy. W wyniku tego procesu ponad 40 docelowych
biatek jadrowych takich, jak: histony, polimeraz DNA 1i 2, ligazy, topoizomeraz
posiadajg przytaczone rozgatezione polimery PAR. Aktywno$¢ enzymatyczna
PARS-1 moze by¢ modulowana przez proces autorybozylacji (Ueda

i Hayashi, 1982).

PARS-1 jest biatkiem monomerycznym, ktérego masa czgsteczkowa wa-
ha sie w granicach 110-116 kDa, u ssakéw wynosi 113 kDa. Jesli chodzi o struk-
ture krystaliczng, PARS-1 zawiera trzy istotne dla swej funkcji domeny struktu-
ralne (rycina 5). N-koncowa domene wiazaca DNA o masie 42 kDa, zawierajaca
dwa ,palce cynkowe” i umozliwiajgca wigzanie do pojedynczej lub podwdjnej
nici DNA, a takze sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS - ang. nuclear localization
sequence). Zawiera roOwniez domene centralng automodyfikacyjng 16 kDa, ktora
zawiera motyw BRCT, odpowiedzialny za interakcje na poziomie biatko-biatko,
a takze 55 kDa C-konicowa domene katalityczng, przeprowadzajaca proces po-

lil(ADP-rybozyl)aciji.

DOMENA DOMENA DOMENA
WIAZACA DNA AUTOMODYFIKACYJNA KATALITYCZNA |
"PALCE

CYNKOWE MIEJ éCE
AKTYWNE

Rycina 5. Strukturalna i funkcjonalna organizacja czasteczki PARS-1

Funkcjonalna rola PARS-1 oparta jest na zdolnos$ci wigzania do uszko-
dzonej nici DNA. Wigzanie to wptywa na bardzo szybki - nawet 500-krotny -
wzrost aktywnoS$ci enzymatycznej tego biatka. W warunkach fizjologicznych,
dzieki statej kontroli uszkodzen DNA i zaangazowaniu w jego naprawe, PARS-1

czuwa nad stabilnoscig genomu (Dantzer i wsp., 2006). Najnowsze badania
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pokazujg, ze aktywno$¢ PARS-1 moze by¢ stymulowana nie tylko uszkodzeniem
DNA, lecz takze przez bezposrednig interakcje z ufosforylowang kinazg ERK1/2
(ang. extracellular signal regulated kinase). Aktywacja PARS-1 indukowana
przez ERK1/2 zwigzana jest ze wzmocnieniem sygnatu przez czynnik traskryp-
cyjny ELK 1 i gen c-fos. Udziat PARS-1 w tej Sciezce sygnalizacyjnej wskazuje na
jego istotng role w roéznicowaniu, wzroscie i proliferacji komérek (Cohen-

Armon, 2007).

Zauwazy(¢ jednak nalezy, ze w warunkach wzmozonego stresu oksyda-
cyjnego i genotoksycznego moze dochodzi¢ do nadmiernej aktywacji PARS-1,
zuzycia BNAD+ i ATP, co w konsekwencji prowadzi do nekrotycznej $mierci

komorek.

Dla utrzymania réwnowagi w procesie poli(ADP-rybozyl)acji procz ak-
tywnos$ci PARS, bardzo wazna jest aktywnos$¢ glikohydrolazy poli(ADP-rybzy)
PARG. W kilka minut od powstania polimeru PAR, PARG hydrolizuje wigzania
miedzy czasteczkami cukru, prowadzac do powstania pojedynczych czasteczek
ADP-rybozy i w ten spos6b utrzymuje homeostaze PAR w komérce (Virag and
Szabo 2002; Heeres and Hergenrother 2007). Najnowsze badania pokazuja
réwniez, ze aktywno$¢ PARG moze by¢ niezbedna dla prawidtowej naprawy
uszkodzen pojedynczej nici DNA (Fisher i wsp., 2007). PARS-1 wspoétdziatajac
z PARG przy$piesza mechanizmy naprawy DNA. Dodatkowo, biatko biorgce
udziat w naprawie DNA poprzez wycinanie zasad azotowych (BER)
i nukleotydéw (NER) - XRCC1, jest negatywnie regulowane przez PARG. PARG
zapobiega nagromadzaniu XRCC1 w miejscu uszkodzenia i dzieki temu, po
ukonczonej naprawie ulatwia jego odtaczanie sie od nici DNA (Fisher i wsp,,

2007).

Lokalizacja komérkowa PARG odpowiada lokalizacji PARS-1. Oba enzy-
my zostaty zidentyfikowane w gleju i w neuronach. Natomiast lokalizacja pod-
komérkowa tych enzymoéw jest rézna i specyficzna dla réznych tkanek. W mo-
zgu PARG jest zwigzany z zewnetrzng blong mitochondrialng (Poitras
i wsp., 2007). Badania Whatcotta i wsp. (2009) pokazaty, Ze pewne izoformy
PARG mogga rowniez lokalizowac¢ sie w matrix mitochondrialnej. Wyniki te suge-

ruja mozliwy udziat PARG w metabolizmie PAR wewngatrz mitochondriéw. Wy-
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daje sie, ze PARG moze odgrywac istotng role w regulacji uwalniania AIF,
a takze w mechanizmie przekazywania informacji pomiedzy jagdrem a mito-
chondrium. Z jednej strony PARG moze zapobiega¢ nadmiernemu uwalnianiu
AIF w nieodpowiednim czasie, z drugiej moze wptywac na jego translokacje
przez regulacje poziomu PAR i produkcje wolnej poli(ADP-rybozy)
(Whatcotti wsp., 2009).

Najwyzsza aktywnos$¢ PARG jest obserwowana we frakcji cytozolowej,
a ostatnio stwierdzono réwniez jej obecno$¢ w mitichondriach. Badania wyka-
zaty, ze nadekspresja PARG wplywa na obnizenie zaleznej od PARS-1 ekscyto-
toksycznosci receptora NMDA (Heeres and Hergenrother 2007).

Charakterystyka czasteczki PAR

Synteza czasteczki PAR zostata odkryta przez Chambona i wsp. (1963).
PAR jest rozgatezionym polimerem powtarzajgcych sie jednostek ADP-rybozy,
potaczonych wigzaniem glikozydowym ryboza-ryboza (rycina 6).

Ze wzgledu na swag chemiczng budowe PAR traktowany byt jako trzeci
typ kwasu nukleinowego, cho¢ jego biologiczna rola jest wcigz nie do konca po-
znana. PAR w formie rozgatezionej posiada dtugo$¢ dochodzaca az do 200 jed-
nostek, a w formie taricuchowej - okoto 20-50 jednostek ADP-rybozy (D’Amours

i wsp., 1999).
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Rycina 6. Chemiczna struktura PAR

Podjednostki ADP-rybozy 13cza sie wigzaniem glikozydowym odpowiednio,
ryboza - ryboza w sposéb liniowy (a) lub tworzac rozgatezione tancuchy (b). Degradacja tancu-
cha PAR katalizowana jest przez PARG, ktéry ma aktywno$¢ zar6wno egzo-(PARG A), jak i en-
doglikozydazy (PARG B). Hydrolizuje ona wigzania glikozydowe pomiedzy podjednostkami
PAR, prowadzac do powstania wolnej ADP-rybozy (wg Kim i wsp., 2005)

Znaczenie tej réznorodnosci w funkcji PAR jest nieznane, ale moze ona
odgrywac role w okreslaniu specyficznego funkcjonalnego dziatania tych zwigz-

koéw in vivo.

Jak wykazaty liczne badania in vivo oraz in vitro, konsekwencje taczenia
sie biatka z dtugim, ujemnie natadowanym polimerem PAR sa potencjalnie bar-
dzo szerokie. Kazda czgsteczka PAR zawiera ryboze, reszte adeninowg oraz
2 grupy fosforanowe o tadunku ujemnym. PAR moze formowac struktury przez

oddziatywania miedzyczasteczkowe i struktury te maja mozliwo$¢ niekowalen-
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cyjnego oddzialywania: przyciggania lub odpychania z innymi czasteczkami
(Minaga i wsp., 1983; Mathis i wsp., 1987). Stad tez PARS-1 bezposrednio i po-
przez PAR moze zmienia¢ aktywno$¢ biatek poprzez réznorodne oddziatywanie

(D’Amours i wsp., 1999).

Do funkcji PAR in vivo nalezg prawdopodobnie rowniez specyficzne od-
dziatywania z réznorodnymi biatkami efektorowymi. Badania proteomiczne
umozliwity zidentyfikowanie 20 aminokwasowego motywu wigzgcego po-
lil(ADP-ryboze) w réznorodnej grupie biatek (histony, p53, XRCC-1 i inne) wia-
zacych PAR (Gange i wsp., 2003). Zrozumienie tych oddziatywan ma kluczowe
znaczenie dla poznania biologicznej roli PAR, w tym takze regulacji aktywnosci
niektérych czynnikéw transkrypcyjnych. Od wielu lat znany jest udziat PAR
w regulacji p53. PAR tworzy kompleks z p53 i maskuje jego domene eksportowa
NES (ang. nuclear export signal), tym samym hamujac jego translokacje z jadra
do cytoplazmy (Wesierska-Gadek i wsp., 2003). Znaczenie PAR w mechanizmie

uwalniania biatka AIF zostato om6éwione wyzej.

Stres oksydacyjny i kompleks I mitochondriow

Ze wzgledu na duza zalezno$¢ funkcjonowania mézgu od metabolizmu
tlenowego, poziom aktywno$ci oddechowej lokalnych mitochondriéw jest
znacznie wyzszy niz w innych tkankach. Zwieksza to ryzyko niekontrolowanego
wyptywu RFT z tych organelli. RFT moga by¢ generowane wewnatrzkomoérko-
wo lub tez moga powstawa¢ w wyniku dziatania zewnetrznych czynnikéw fi-
zycznych (tj. promieniowania jonizujgcego czy nadfioletowego), co ma niewiel-

kie znaczenie biologiczne.

Do powstawania RFT dochodzi w aktywowanych fagocytach, w mito-
chondrialnym i mikrosomalnym tancuchu oddechowym, w trakcie autooksyda-
cji zwigzkoéw endo- i egzogennych, a takze w reakcjach katalizowanych przez
oksydazy i przez jony metali przejsciowych (Rutkowski i wsp., 2007). Na RFT
skladajg sie zar6wno wolne rodniki (posiadajace wolny elektron w czasteczce

tlenu), jak i formy nierodnikowe. Wolne rodniki sg atomami lub czasteczkami
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zdolnymi do samoistnienia, ktére dzieki niesparowanemu elektronowi na po-
wtoce walencyjnej nabierajg wtasciwosci paramagnetycznych. Do RFT w typo-
wej komorce naleza: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, rod-

nik wodoronadtlenkowy, nadtlenek azotu, tlen singletowy (tabela 2).

WLVALLY SYMBOL WELASCIWOSCI

ANIONORODNIK PONAD- (0 /2 Powstaje w wyniku jednoelektronowej
TLENKOWY redukF_Jl tlc?nu gzqsteczk.owegoz_
02+e— 027, gtbwnie w wyniku wycieku
elektronow z fancucha oddechowego

RODNIK HYDROKSYLOWY OH Powstaje w wyniku rozpadu wigzania 0-0
w czasteczce H,0, pod wplywem wysokiej
temperatury, promieniowania jonizujgcego
lub w reakcjach H;0; z metalami: zelazem
lub miedzig (reakcja Fentona:
H202+Fe2 —»0H'+OH"+Fe3’),

a takze w reakcjach z 0"~ i H20; z jonami
zelazawymi Fe3* (reakcja Habera-Weissa:
02"+H202—>02+ OH'+OH').

Jest najbardziej reaktywnym
i najsilniejszym czynnikiem utleniajgcym

TLENU

RODNIKOWE POCHODNE

RODNIK WODORONAD- HO2’ Powstaje w wyniku przeniesienia protonu
do atomu tlenu:
TLENKOWY 02 "+H+— HO; lub 02" "+H,0— HO;". Wraz
z anionorodnikiem ponadtlenkowym
w roztworze wodnym sg w stanie réwno-
wagi: 02' + H20(=>H02 + OH-

NADTLENEK WODORU H:0 Powstaje w wyniku redukcji tlenu czastecz-
kowego lub dysmutacji rodnika ponadtlen-
kowego przez dysmutaze ponadtlenkowa
SOD: HO, +e+H—H0,. Przez katalaze jest
redukowany do tlenu i wody. Odgrywa
istotna role w procesach oksydacyjnych
i moze przenikac przez btony komérkowe.
Jest gtéwnym substratem reakcji wytwarza-
jacej silnie toksyczny rodnik
hydroksylowy

TLEN SINGLETOWY 10y Forma bez niesparowanych elektronéw,
ktéra w przypadku O3 jest forma wzbudzo-
ng, o wyzszej energii. Stanowi jedna z gtéw-
nych toksycznych form tlenu w zywych or-

ganizmach
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Tebela 2. Reaktywne formy tlenu - charakterystyka

(Rutkowski i wsp., 2007; CzapsKi i Strosznajder 2008)
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Dodatkowo, do grupy wolnych rodnikéw nalezg réwniez tlenek azotu

(NO) i jego pochodne, czyli reaktywne formy azotu - RFA (tabela 3).

NAZWA SYMBOL WLASCIWOSCI

TLENEK AZOTU NO Jako potaczenie 8-elektronowego atomu
tlenu z 7-elektronowym atomem azotu
ma 1 niesparowany elektron, co zalicza

go do wolnych rodnikéw. Jest stabym
oksydantem. Z udziatem innych czynni-

kéw moze powodowac lub hamowac¢
inicjacje oksydacji lipidéw. Dodatkowo
jest inhibitorem peroksydazy glutatio-
nowej, przez co uposledza detoksyfika-

cje H20,. Jest prekursorem tworzenia

silniejszych oksydantéw

NADTLENOAZOTYN ONOO™ Jest gtbwnym mediatorem cytotoksycz-
nosci NO. Powstaje w wyniku reakcji NO
z anionorodnikiem ponadtlenkowym:
NO+ 0, >0NOO".
W obecnosci dwutlenku wegla tworzy
nitrozoweglan (ONO,CO;"), ktory sty-
muluje nitracje i nitrozylacje biatek,
reszt tyrozyny oraz powstanie grup
karbonylowych biatek, a takze zmniej-
sza stezenie antyoksydantow w osoczu

=)
=
=]
N
<
>
=
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=]
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=
E
=~
X
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=
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DWUTLENEK AZOTU NO; Powstaje w wyniku reakcji NO z tlenem
czasteczkowym: NO+02—NO;

Tabela 3. Gldwne reaktywne formy azotu - charakterystyka

(Kowalczyk i wsp., 2005; Gl6d i Strosznajder 2001)

Wiekszos$¢ RFT jest niestabilna i ma krétki okres péttrwania oraz dazy do
przekazania niesparowanego elektronu do najblizszej czasteczki lub potgczenia
z innym wolnym elektronem. Reakcje katalizowane m.in. przez wolne rodniki sg
wyjatkowo wazne w procesach zachodzacych w komoérkach eukariotycznych.
NO petni role neuroprzekaznika w osrodkowym uktadzie nerwowym, gdzie bie-

rze udziat w procesach rozwoju moézgu, uczenia sie i pamieci oraz w regulacji
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czynnosci ruchowych i pobierania pokarmu. W obwodowym uktadzie nerwo-
wym  wspoétuczestniczy w rozkurczach mie$ni gladkich przewodu
pokarmowego, narzgdéw miednicy oraz drég oddechowych. Dodatkowo moze
dziata¢ jako przekaznik miedzykomoérkowy regulujacy napiecie naczyn krwio-
nos$nych, aktywujacy ptytki krwi oraz uczestniczy w kontroli odpowiedzi immu-
nologicznej. Ochronne dziatanie NO przejawia sie m.in. hamowaniem degranu-
lacji komorek tucznych czy blokowaniem wytwarzania toksycznego jonu ponad-
tlenowego. Ponadto moze on regulowac procesy wydzielania cytokin oraz pro-

wadzi¢ komorke na droge apoptozy lub jej zapobiega¢ (Kubis i Janusz, 2008).

Zaburzenie rownowagi pomiedzy powstawaniem i degradacja RFT skut-
kuje wzrostem ich stezenia i prowadzi do stresu oksydacyjnego, ktéry wydaje
sie glownym elementem patomechanizmu choréb neurodegeneracyjnych,

w tym choroby Alzheimera (AD).

Za gtéwne Zrodto RFT w komdérce uwazane sg mitochondria. Sg one dy-
namicznymi organellami, dzieki ktérym zachodzi proces oddychania tlenowego,
dostarczajacy energii pod postacig ATP i ciepta. Jednak funkcje tych organelli sg
znacznie szersze i dotycza m.in.: proceséw metabolizmu lipidéw, aminokwasoéw,
weglowodoréow i nukleotydéw, homeostazy jonowej (szczegdlnie Ca2+), aktyw-
nego transportu oraz ruchu komoérek. Mitochondria zaangazowane s3 takze
w wewnatrzkomdrkowga sygnalizacje apoptozy (Bragoszewki i Ostrowski 2011).
Przemiany energetyczne zachodzgce w mitochondriach mozliwe sg dzieki pracy
pieciu kompleksow biatkowych, ktore skitadaja sie na tancuch oddechowy.
Kompleks 1 (reduktaza dinukleotydu nikotynoadeninowego-koenzym Q
- NADH-CoQ), kompleks II (reduktaza bursztynian-CoQ), kompleks III (kom-
pleks cytochroméw bci) i kompleks IV (oksydaza cytochromu c) prowadza do
przemian pozwalajacych na wytworzenie réznicy potencjatow AP w poprzek
wewnetrznej btony mitochondrialnej. Kiedy protony wracaja do macierzy mito-
chondrialnej za posrednictwem kompleksu V (syntazy ATP), réznica potencja-

16w umozliwia synteze ATP (Genova i wsp., 2005).

W tancuchu oddechowym to kompleks [ uwazany jest za gtéwne fizjolo-
giczne miejsce produkcji wiekszo$¢ RFT (Andreyev i wsp., 2005; Brookes 2005;
Chinta i wsp., 2009). Jest on duzym (u ssakéw okoto 980 kDa), wielopodjed-
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nostkowym kompleksem enzymoéw, zbudowanym z 45 podjednostek. 38 pod-
jednostek z prefiksem NDU (ang. NADH-dehydrogenase-ubiquinone) kodowa-
nych jest przez genom jadrowy, natomiast pozostate 7 z prefiksem ND (ang.

NADH-dehydrogenase) przez mitochondrialne (mt) DNA.

Badania z uzyciem mikroskopii elektronowej na oczyszczonym komplek-
sie | wykazaly L-ksztattng strukture kompleksu, sktadajacy sie z ramienia hy-
drofobowego i z ramienia obwodowego, ktére wystaje do macierzy mitochon-
drialnej (Calson i wsp., 2009; McKenzie i Ryan, 2010). Mimo wielu badan pro-
wadzonych w ostatnich latach, nie udato sie okresli¢, jaka pozycje zajmuje kazda
z podjednostek w strukturze ludzkiego kompleksu I. Wiadomo jednak, Ze na
kompleks sktadajg sie cztery podkompleksy (Ia, I3, IA, Iy). Dodatkowo dla wta-
Sciwej organizacji biatek w podjednostkach kompleksu niezbedne s3 czynniki

wigzace. Jednym z nich, jak juz wcze$niej zostato opisane, wydaje sie AIF.

Badania prowadzone na myszach Hq, u ktérych poziom AIF jest obnizo-
ny, wykazaty dysfunkcje mitochondrialnego taficucha oddechowego. Najwieksze
defekty obserwowane byty w poziomie i aktywnos$ci kompleksu I u tych zwie-
rzat. Opisane zostaty takze przypadki niewtasciwego funkcjonowania komplek-
su Il i IV, jednak zmiany te byty specyficzne dla pewnych komoérek i tkanek (Jo-
za i wsp., 2005, Vashen i wsp, 2004). Dodatkowo w badaniach Vashena i wsp.
(2004) pokazano, ze obnizenie ilo$ci podjednostek kompleksu I jest regulowane
posttranslacyjnie, a nie przez poziom ekspresji genéw. Niewyjasnione pozostaje
jednak, czy AIF petni funkcje czynnika wigzacego, czy raczej jest niezbedny dla
wlasciwego utrzymania stabilnosci kompleksu I (Modjtahedi i wsp., 2006; Han-
gen i wsp., 2009). Molekularny mechanizm regulacji funkcji kompleksu I przez
AIF i tkankowa/komoérkowa specyficznos$¢ jego dziatania wymagaja dalszych

wyjasnien.

Toksycznos$¢ peptydéw amyloidu beta i choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera (AD) nalezy do schorzen otepiennych (50% wszyst-

kich przypadkéw otepienia), charakteryzujacych sie zaburzeniami czynno$ci
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poznawczych, zanikiem pamieci, wytracaniem zdolnosci do myslenia abstrak-
cyjnego oraz do wykonywania w sposéb logicznie uporzadkowany ztozonych,
a w miare postepu choroby, nawet prostych zadan. W celu powigzania wielu
réznych obserwacji w jeden model, z badan nad etiologiag choroby Alzheimera
zostata zaproponowana przez Dennisa Selkoe i Johna Hardy’ego hipoteza ka-

skady B-amyloidu (Selkoe 1991, 1996; Hardy i Higgins 1992) (rycina 7).

HIPOTEZA KASKADY
B-AMYLOIDU

MUTACJE W GENACH

-

WZROST PRODUKCJI | GORMADZENIE SIE Ap

5

OLIGOMERYZACJA | POWSTAWANIE ZtOGOW AR

-

SUBTELNE ODZIALYWANIE OLIGOMEROW A NA SYNAPSY

-

AKTYWACJA MIKROGLEJU | ASTROCYTOW
(CYTOKINY, BIAEKA UKEADU DOPEENIACZA itp.)

-

POSTEPUJACE USZKODZENIE NEURONOW
(SYNAPS | NEURYTOW)

=

ZMIENIONA ROWNOWAGA JONOWA W NEURONACH

"

USZKODZENIA OKSYADACYJNE

=

ZMIENIONA AKTYWNOSC KINAZIFOSFATAZ
(ZWYRODNIENIE WEOKIENKOWE)

x

ROZPRZESTRZENIANIE SIE ZABURZEN FUNKCJI NEURONOW/NEURYTOW
(NIEDOBOR NEUROTRANSMITEROW, SMIERC KOMOREK)

o
-
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Rycina 7. Sekwencja wydarzen prowadzaca do neurodegeneracji
w chorobie Alzheimera
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Przedstawiona hipoteza zaktada, ze w rozwoju choroby najwazniejszym
elementem s3a zaburzenia metabolizmu biatka prekursorowego amyloidu (3
(APP), ktérych bezposrednim efektem jest produkcja -amyloidu (A). W prze-
biegu choroby stwierdza sie zmiany w mozgu polegajgce na powstawaniu
w przestrzeni zewngtrzkomorkowej blaszek ztozonych z A i licznych biatek
towarzyszacych, a takze wewnatrzkomérkowych splotéw neurofibrylarnych,
bedacych wyrazem hiperfosforylacji biatka tau. Ztogi AR odktadaja sie w hipo-
kampie i w korze moézgu, a takze w naczyniach mézgowych. W tych czeSciach
mozgu dochodzi do zmniejszenie liczby neuronow i synaps. Obserwowane sg

degeneracja i obumieranie neurondéw oraz zwiekszona aktywno$¢ mikrogleju.

W ostatnich dziesiecioleciach neurotoksyczne dziatanie AB jest bardzo
intensywnie badane, jednak wiele zagadnien pozostaje wcigz niewyjasnionych.
Badania wskazuja na istotne znaczenie aktywacji stresu oksydacyjnego spowo-
dowanego nadmierng produkcjg wolnych rodnikéw, zaburzeniem homeostazy
wapnia, fosforylacja i defosforylaca biatek oraz rozwojem odpowiedzi zapalnej.
Ostatnie wyniki badan zwracajg uwage na wewnatrzkomoérkowe dziatanie oli-

gomerow AP, na ich znaczenie w zaburzeniu funkcji mitochondriéw.

Badania wykazaty obecno$¢ biatka prekursorowego amyloidu (ang.
p-amyloid precursor protein, APP) w mitochondriach (Devi i wsp., 2006). Funk-
cja APP nie jest doktadnie poznana, jednak wiadomo, Ze jest on zaangazowany
w rozwdj synaps i plastycznos¢ neuronéw (Priller i wsp., 2006; Turner i wsp.,
2003). APP jest integralnym biatkiem btonowym, zlokalizowanym na dtuzszym
ramieniu chromosomu 21. W jego budowie mozna wyrézni¢ 3 domeny: duzg,
zewnatrzkomorkowa domene sygnatowa, domene transbtonowg oraz stosun-
kowo krotka, cytozolowa domene C-koncowa. APP podlega rozlicznym modyfi-
kacjom posttranslacyjnym takim, jak glikozylacja, fosforylacja, czy proteoliza

prowadzgca do powstania fragmentéw biatkowych o réznej dtugosci i funkgji.

Gen dla biatka APP zawiera 18 eksonéw i posiada kilka izoform. W mo6-
zgu najczesciej wystepuja APP-695, APP-751, APP-770, ktorych przecietna dtu-
gos¢ to 695-770 aminokwasow. Ponadto znanych jest 8 réznych form splicin-
gowych tego genu. APP obecne jest w licznych komédrkach, ale w neuronach jego

zawarto$c¢ jest stosunkowo wysoka. Ekspresja izoform APP-695 jest charaktery-
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styczna dla komoérek nerwowych (Sisodia i wsp., 1993; Zhang i wsp., 2011),

a mutacje tego genu sg $cisle zwigzane z patogeneza AD.

Uwalnianie AP z biatka prekursorowego polega na dwdch nastepujacych
po sobie cieciach proteolitycznych przez 3 i y-sekretaze. 3-sekretaza (BACE1)
jest proteaza aspartylowa (Vassar i wsp., 1999) i dokonuje ciecia APP od strony
zewnatrzkomorkowej, generujac rozpuszczalny fragment N-konicowy zwany
SAPPf3 oraz 99 aminokwasowy, C-koficowy fragment zwany C99. W dalszej ko-
lejno$ci w obrebie sekwencji transbtonowej dochodzi do kolejnego proteoli-
tycznego ciecia przez y-sekretaze, ktéra jest kompleksem biatkowym ztoZonym
z presyniliny 1 (PS1) lub preseniliny 2 (PS2), nikastryny, PEN2 (ang. presenilin
enhancer 2 homolog) i APH-1 (ang. anterior pharynx defective 1 homolog A)
(Wolfe i wsp., 1999). W wyniku tego ciecia powstaje 37-43 aminokwasowy pep-
tyd AB (Kang i wsp., 1987). APP moze by¢ takze metabolizowane w sposéb nie-
amyloidogenny przez o-sekretaze, ktora tnie APP wewnatrz sekwencji A

(rycina 8).
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Rycina 8. Proteolityczna obrébka APP

Biatko prekursorowe (APP) jest kolejno ciete prze [3-sekretaze i y-sekretaze. Powoduje
to tworzenie rozpuszczalnego biatka prekursorowego amyloidu (sAPPf) i fragmentu biatka
amyloidu 42 (AB 1-42). Agregaty fragmentéw A 1-42 formujg pozakomdrkowe ptytki charak-
terystyczne dla choroby Alzheimera (wg LaFerla i wsp., 2007; Zhang i wsp., 2011)

Metabolizm APP przez wszystkie trzy sekretazy i produkcja Af s3 zjawi-
skiem fizjologicznym, a A jest obecny zaréwno w ptynie moézgowo-
rdzeniowym, jak i w osoczu zdrowych oséb w ciggu catego zycia (Seubert i wsp.,

1992, Zhang i wsp., 2011).

Wydaje sie, ze kluczowa rola A w patogenezie choroby Alzheimera jest
zwigzana z faktem, ze zwiekszona produkcja Af, a szczegdlnie AB(1-42), Spowo-

dowana mutacjg w genie dla APP lub PS1 i PS2 powoduje wystapienie szybko
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postepujacej, dziedzicznej choroby Alzheimera (Murrell i wsp., 1991, Levy-
Lahad i wsp., 1995).

Dotychczas opisano okoto 26 mutacji dla genu APP, przy czym tylko
cze$¢ z nich odpowiada za rozwdj rodzinnej formy tej choroby. Do najlepiej opi-
sanych mutacji punktowych mozna zaliczy¢ dwie: mutacje szwedzka - APPsw

oraz mutacje londynska - APPlon (rycina 9).

- Region peptydu amyleidu B oed
gz 123
~KM —DAEFRHDSGYE‘\:’HHQKL‘T“\.’F FAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT-VIVITLVML-KKK
\lf_ B-sekretaza a-sekretaza y-sekretaza ?
MUTACJA MUTACJA
SZWEDZKA LONDYNSKA

Rycina 9. Charakterystyka mutacji londynskiej i szwedzkiej ludzkiego genu APP
(wg Saftigi wsp., 1996)

Mutacja szwedzka (KM670/671NL) powoduje nasilone ciecie APP przez
B-sekretaze i prowadzi do zwiekszonej produkcji peptydéw AB (Sinha i Lieber-
burg, 1999). Mutacja londynska (V717I) prowadzi do przesuniecia proporcji
ciecia przez y-sekretaze w kierunku zwiekszenia uwalniania Af1-42 w stosunku

do AB 1-40 (Goate i wsp., 1991; Saftig i wsp., 1996; Sinha i Lieberburg, 1999).

W przestrzeni zewnatrzkomdérkowej peptydy A moga agregowac two-
rzac oligomery, a w dalszej kolejnosci nierozpuszczalne fibryle, ktére sg sktad-
nikiem blaszek starczych (Kayed i wsp 2003). Stwierdzono, ze zdolno$¢ do

agregacji zalezy od dtugo$ci uwalnianego peptydu. Peptydy AB 1-42 s3 silniej
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hydrofobowe i tatwiej agreguja, stad ich wieksza neurotoksyczno$¢ (Jarrett

i wsp., 1993).

AB 1-42 tatwo przyjmuje strukture [3-harmonijki. Taka konformacja po-
woduje jego nierozpuszczalno$¢ i odporno$¢ na dziatanie proteaz. Najnowsze
badania wskazujg na istotne znaczenie oligomeréw nagromadzajacych sie we-
wnatrzkomérkowo w patogenezie choroby Alzheimera (Westerman i wsp.,
2002; Kim i wsp., 2002, 2005; Lesne i wsp., 2006). Okazato sie, ze oligomery A
moga powodowac dysfunkcje mitochondriéw, prowadzac do degeneracji,
$mierci neuronéw oraz zaburzenia pamieci (Lambert i wps., 1998; Lesne i wsp.,
2006), a poziom rozpuszczalnych oligomeréw Af koreluje ze stopniem zabu-
rzen poznawczych u cierpigcych na chorobe Alzheimera (McLean i wsp., 1999,

Lesne i wsp., 2006).

To wtasnie oligomery, a nie monomery lub agregaty A, zaburzaja pla-
styczno$¢ synaptyczng mozgu (Walsh i wsp., 2002) i powoduja uposledzenie
pamieci (Lesne i wsp., 2006) oraz ubytek synaps (Shankar i wsp 2007), przy
czym najwieksza toksyczno$¢ przypisuje sie trimerom A (Townsend i wsp.,
2006). Badania prowadzone na zwierzetach transgenicznych pokazaty, ze nasi-
lone tworzenia blaszek amyloidowych z réwnoczesnym obniZzeniem ilosci oli-
gomerow wptywaja na zmniejszenie zaburzen behawioralnych u tych zwierzat

(Chengiwsp., 2007).

Udzial peptydow A w zaburzeniu funkcji mitochondriow

Mitochondria to gtéwne Zrddio wolnych rodnikéw powstajacych w pro-
cesie oddychania. Uszkodzenia mitochondriéw sg jednym z pierwszych sygna-
16w pojawiajacych sie wczesniej niz zwyrodnienia wiékienkowe, wskazujacych

na patologie choroby Alzheimera (Hirai i wsp., 2001; Leauner i wsp., 2007).

Badania ostatnich lat pokazujg, ze peptydy AP uwalniane s3 wewnatrz-

komérkowo i moga bezposrednio oddziatywa¢ na mitochondria lokalizujac sie
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w nich, a takze prowadzac bezposrednio do ich uszkodzenia (Anandatheertha-
rade i wsp., 2003). Af moze zaburzac¢ funkcje tancucha oddechowego, a w kon-
sekwencji prowadzi¢ do aktywacji uwalniania wolnych rodnikéw (Sheehan

i wsp., 1997).

Prowadzone na szeroka skale badania dziatania peptydéw A na wyizo-
lowane mitochondria pokazaty szeroki wachlarz zmian zachodzacych w tych

organellach. Pod wptywem A dochodzito do:

e zaburzen aktywno$ci kluczowych enzymdéw mitochondrialnych,

e uszkodzen tanicucha oddechowego,

e depolaryzacji, a takze uprzepuszczelnienia btony mitochondrial-
nej, co powodowato wyptyw biatek proapoptotycznych, kryzys
energetyczny i Smier¢ komorki (Parks i wsp., 2001; Kim i wsp,,
2002; Moreira i wsp., 2002; Abramov i wsp 2004; Leauner i wsp.,
2007).

AB obecny wewnatrzkomérkowo znaczgco obniza aktywno$¢ oksydazy
cytochromowej, ale takze dehydrogenazy a-ketoglutaranowej i dehydrogenazy
pirogronianowej (Casley i wsp., 2002). Dlatego tez uwaza sie, ze wewnatrzko-
morkowy AB bezposrednio wptywa na uszkodzenie funkcji mitochondriow
i bezposrednio prowadzi do deficytu energetycznego obserwowanego w AD

(rycina 10).
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Rycina 10. Wplyw peptydow A na funkcje mitochondriéw

Peptydy A wptywaja na: obnizenie produkcji ATP i potencjatu btonowego, a takze
wzrost produkcji wolnych rodnikdw i zaburzenie homeostazy Ca?*

Teoria wolnorodnikowa w toksycznosci peptydow Af3

Jedna z nieustannie badanych teorii toksycznosci peptydow A jest teo-
ria wolnorodnikowa (Stadtman i Levine 1999; Gipson i wsp., 2004; Matsumoto
i wsp., 2006). Badania prowadzone na mézgach oséb chorych na chorobe Alzhe-
imera wskazujg na znaczacy wzrost uszkodzen wolnorodnikowych (Markesbery

1997).

Uwaza sie, ze A moze powodowaé wytwarzanie wolnych rodnikéw tle-
nowych, chociaz mechanizm tego procesu pozostaje nadal w petni niewyjasnio-
ny. Agregacja A odktadanego w postaci ptytek starczych jest inicjowana oksy-
dacja peptydéw AP, zalezng od metali przejsciowych (Dyrks i wsp., 1992). Ba-
dania wykazuja, Ze uwalniane przez A wolne rodniki stymuluja oligomeryzacje
i fibrylizacje peptydow AP i tym samym zwiekszajg ich toksyczno$¢ (Mattson
i Goodman, 1995). Dodatkowo, okazato sie, ze AR moze produkowac nadtlenek

wodoru (H202) w wyniku redukcji metali przejSciowych. Prowadzi to,
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w reakcji Fentona, do uwalniania bardzo reaktywnego rodnika hydroksylowego,
ktéry nastepnie uszkadza biatka, lipidy i DNA (Huang i wsp., 1999). Uwalniany
w nadmiernej ilosci Af moze bezposrednio wchodzi¢ w interakcje z btonami
komorkowymi (Murray i wsp., 2007) lub tez oddzialywac z jonami zelaza grup
hemowych réznych enzymoéw (w tym enzymoéw tancucha oddechowego), pro-
wadzac do zwiekszenia produkcji reaktywnych form tlenu (Atamna
i wsp., 2006). Wolnorodnikowe uszkodzenie lipidow bton komdérkowych pro-
wadzi do utraty integralno$ci btony, zaburzenia homeostazy i uszkodzenia ko-
morki, a takze do zmian konformacji i funkcji wielu biatek (Czapski i Strosznaj-

der, 2008).

Aktywacja mikrogleju w odpowiedzi na gromadzenie sie w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej peptydéw A wywotuje stan zapalny, co rowniez prowa-
dzi do wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu. Model toksycznosci A3 zapro-
ponowany przez Buterfielda zaktada kluczowe znaczenie stresu oksydacyjnego

w tym procesie (rycina 11) (Buterfield i wsp., 2003).
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Rycina 11. Model stresu oksydacyjnego wywolanego peptydami A3

Liczne dane literaturowe wskazuja na udziat NO w neurotoksycznos$ci

peptydow AP (Strosznajder i wsp., 2000, Keil i wsp., 2004; Chalimoniuk i wsp.,

2007).

Badania prowadzone na myszach transgenicznych dowiodty, ze w moézgu

zwierzat z amyloidozg i zmutowang postacig preseniliny 1, obserwuje sie czte-

rokrotnie wiekszg aktywnos$¢ indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS) (Eike-

lenboom i wsp. 2006). Toksyczne dziatanie AP przejawia sie zdolnoscig do ak-

tywowania czynnika transkrypcyjnego NF-kB nadzorujacego ekspresje iNOS

i wytwarzanie NO. Stezenie iNOS wzrasta w m6zgu w odpowiedzi na stan zapal-
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ny bedacy nastepstwem powstawania ztogéw amyloidowych (Craft i wsp.,
2006). Hiperaktywacja iNOS i uwalnianie duzych ilos§¢ NO prowadzi do nieod-
wracalnego zaburzenia funkcji komorek: jest cytotoksyczne i przez aktywacje
procesoOw wolnorodnikowych moze dodatkowo wptywa¢ na zmiane funkcji
czynnika transkrypcyjnego NF-kB (Markesbery i Carney, 1999; Medeiros i wsp.,
2007). Dodatkowo NO moze wptywac¢ na aktywacje ADP-rybozylacji biatek
przez aktywacje PARS-1 oraz bra¢ udzial w S-nitrozylacji biatek, powodujac
modulacje aktywnos$ci enzymoéw i receptoréw (w tym receptora MNND) (Brune
i wsp., 1994; Nakamura i Lipton, 2010, 2011a, 2011b). NO moze réwniez zabu-
rzac fosforylacje oksydacyjng przez hamowanie kompleksu I i Il taricucha odde-

chowego (Bolanos i wsp., 1997, 1998).

Prawdopodobnie NO, charakteryzujacy sie niskg reaktywnos$cig, w obec-
nosci anionorodnika ponadtlenkowego (02") bardzo szybko prowadzi do wy-
tworzenia nadtlenoazotynu (ONOO-) (Koppenol i wsp., 1992). Nadtlenoazotyn
jest bardzo silnym utleniaczem i moze modyfikowac¢ biatka, lipidy oraz kwasy
nukleinowe (Kilbourn i wsp., 2000). W dalszej konsekwencji przemian jego roz-
pad prowadzi do powstania rodnika dwutlenku azotu (NOz’) i bardzo reaktyw-
nego rodnika hydroksylowego (‘OH) (Lipton i wsp., 1993; Strosznajder
i Chalimoniuk, 2001) (Rycina 12).

‘OH

Rycina 12. Powstawanie i rozpad kwasu nadtlenoazotawego

Silnie reaktywny rodnik hydroksylowy ('OH) powstaty w wyniku rozpadu kwasu nad-
tlenoazotawego
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Nadmiernie uwalniany NO, podobnie jak inne wolne rodniki, bierze
udziat w wolnorodnikowym uszkodzeniu DNA, ktére prowadzi do powstania
licznych uszkodzen pojedynczych zasad azotowych, peknie¢ nici DNA oraz two-
rzenia adduktéw (Cadet i wsp., 2003), co prowadzi¢ moze do $mierci komorki

(rycinal3).
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NO
/if\
Uszkodzenie DNA ADP-ryboza
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aktywacja PARS
NAD ywad Nam + PAR

el ),

NMN A PRPP AMP
( |

. ATP + ryboza
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/\\
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AlF

WYCZERPANIE ENERGII

; PARTANATOS

NEKROZA

Rycina 13. Neurotoksyczne dziatanie NO

Ze sktadnikami kwaséw nukleinowych bezposrednio moze oddziatywaé
rodnik hydroksylowy i to on jest odpowiedzialny za wiekszo$¢ uszkodzen,
szczeg6lnie zasad pirymidynowych. Bierze on rowniez udziat w inaktywacji ge-

now supresorowych oraz aktywacji onkogenow. Wsrdd istotnych wskaznikow
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oksydacyjnego uszkodzenia DNA nalezy wyr6zni¢ 8-oksyguanine (8-oksyGua),

ktérej powstanie ma dziatanie mutagenne i kancerogenne.

Znaczna liczba zwigzkéw kancerogennych, genotoksycznych jest stale
wykrywana w otaczajacym nas $rodowisku, a unikniecie z nimi kontaktu jest
wtasciwie niemozliwe. Glownymi Zrédtami substancji genotoksycznych, ktére
w wiekszosci stanowig zwiazki alkilujace, s3 przede wszystkim: produkty
uboczne proceséw przemystowych i sktadowe dymu papierosowego. Substan-
cje te sa szeroko rozpowszechnione w powietrzu, glebie, wodzie, a takze
zywnosci. Moga stanowi¢ kontaminanty lub tez powstajg ze zwigzkéw natural-
nie wystepujacych w zywnoSci podczas jej przetwarzania (Wieckiewicz
i wsp., 2006). Zwigzki genotoksyczne, mimo Ze sg bardzo reaktywne i nie dziata-
ja selektywnie, sg rowniez stosowane w terapii. Do tego typu zwigzkdéw naleza
m.in. niektdre antybiotyki, leki psychotropowe, immunosupresanty oraz cyto-
statyki takie, jak: cyklofosfamid, mechloretamina czy mitomycyna c (Patric,

2001).

Do zwigzkéw genotoksycznych wystepujacych w Srodowisku alkiluja-
cych DNA naleza m.in.: siarczan metylu, metylonitrozomocznik (MNU), dimety-
lonitrozoamina, N-metyl-N-nitro-N-nitrozoguanidyna (MNNG), sulfonian etylo-
wy (MMS) oraz diepoksybutan. Obecno$¢ grup metylowych, etylowych i innych
w tych zwigzkach powoduje alkilacje zasad azotowych. Najwiekszg wrazliwos$¢
na alkilacje w a-helisie wykazuje atom azotu (N7) guaniny, a w dalszej kolejno-
$ci atomy azotu guaniny (N1), adeniny (N1 i N3) i cytozyny (N3). Atom azotu ma
zdolno$¢ eliminowania jonu chlorkowego w wyniku wewnatrzczasteczkowej
reakcji podstawienia, z utworzeniem silnie elektrofilowego jonu azyrydyniowe-
go, co umozliwia reakcje alkilowania. W zwigzku z tym, Ze proces moze sie po-
wtarza¢, dochodzi do tworzenia wigzania krzyzowego miedzy tancuchami. Pod
wptywem tych zwigzkow obserwuje sie liczne tranzycje

i transwersje zasad typu: AT-TA, AT—-GC, GC—-CG, GC—AT, GC-TA.

Badania dotyczace genotoksycznosci s3 szeroko rozpowszechnione,
a molekularne dziatanie zwigzkéw genotoksycznych i zmiany przez nie powo-
dowane, szczeg6lnie w komdrkach nerwowych, pozostajga wcigz nie w peini wy-

jasnione. Sprawe utrudnia fakt, ze roznego typu oddziatywania obserwowane sg
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w zalezno$ci od rodzaju komoérek i natezenia stresora. Badania prowadzone
w warunkach stresu genotoksycznego powodujacego masywne uszkodzenia
DNA, wykazaty, ze zmiany te moga prowadzi¢ do nadmiernej aktywacji PARS-1,
zuzycia BNAD* i ATP, w konsekwencji do nekrotycznej Smierci komorki
(Heged{s i wsp., 2008) lub jak wykazuja badania Wanga i wsp. (2009) od zalez-
nej od AIF/PAR $mierci apoptotycznej niezaleznej od kaspaz. Natomiast do-
Swiadczenia prowadzone przez Houra i wsp. (1999) na hodowli komoérek
NIH3T3 wykazaty, ze alkilacja DNA doprowadza do aktywacji kaspaz i do de-
gradacji PARS-1, a takze do uwalniania cytochromu c i do apoptotycznej $mierci
komorki zaleznej od kaspaz. Do tej pory tylko nieliczne badania prowadzone

byty na komdrkach neuronalnych.

Mechanizm $mierci komoérki zaleznej od AIF pozostaje nadal niejasny,
a doktadne poznanie udziatu AIF i PAR w warunkach stresu genotoksycznego
winno by¢ pomocne w opracowaniu strategii zapobiegajacej obumieraniu ko-
morek nerwowych, co moze opézni¢ lub zahamowac¢ postep takich schorzen, jak

niedokrwienie, choroba Parkinsona czy Alzheimera.
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Celem pracy byto: zbadanie ekspresji genu, poziomu biatka

i udzialu czynnika indukujacego apoptoze AIF w procesach

przezycia i Smierci komorek w warunkach dzialania peptydow

amyloidu B, stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego oraz geno-

toksycznego. Ponadto zbadanie zaleznosci pomiedzy poziomem

AIF w mitochondriach a aktywnoscia PARS-1/poziomem PAR

i przezywalnosciag komorek.

Cel zostat zrealizowany przez wykonanie nastepujacych zadan szczegoto-

wych:

Zbadanie poziomu i lokalizacji biatka AIF w komdérkach PC12, trans-
fekowanych ludzkim genem APP typu dzikiego (APPwt) oraz z muta-
cja szwedzka (APPsw), charakteryzujacych sie r6znym poziomem se-
krecji peptydow AP, a takze poddanych dziataniu egzogennych pep-
tydéw AB 1-42. Poréwnanie uzyskanych wynikéw in vitro z badania-
mi w zwierzecym modelu choroby Alzheimera, myszach transgenicz-
nych APP+/+,

Okreslenie poziomu i aktywno$ci PARS-1 we frakcji jadrowej trzech
typoéw komdrek PC12, charakteryzujgcych sie réznym poziomem se-
krecji peptydow AR.

Zbadanie i poréwnanie wptywu stresu nitrozacyjnego wywotanego
donorem tlenku azotu nitroprusydku sodu (SNP) na poziom biatka

AIF, poziom i aktywno$¢ PARS oraz przezywalno$¢ komorek PC12.
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e Zbadanie znaczenia AIF i PAR w obumieraniu neuronéw hipokampa,
komérek HT22 w odpowiedzi na stres genotoksyczny wywotanydzia-
taniem czynnika alkilujgcego DNA, MNNG. Ocena dziatania inhibito-
réw PARS-1 i innych wyselekcjonowanych zwigzkéw protekcyjnych

na poziom AIF w mitochondriach i przezywalno$¢ komorek.

STRES OKSYDACYINY STRES GENOTOKSYCZNY
- l
PEPTYDY
AMYLOIDY B ALKILACJA DNA
v
NOS

|

PRZEZYCIE / SMIERC

Rycina 14. Cel pracy

Stres oksydacyjny i genotoksyczny wptywaja na uszkodzenie mitochondridéw i nici DNA.
Celem niniejszej prcy bylo stwierdzenie udziatu AIF/PARS/PAR w procesie przezycia i $mierci
komdrek w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego toksycznos$cig peptydéw AP i geno-
toksycznego wywotanego alkilacja DNA

60



Materiaty i metody

Komorkowe modele badawcze

Linia szczurzych komérek pheochromocytoma - PC12

Badania in vitro prowadzono na hodowli szczurzych komoérek pheo-
chromocytoma (z chromochtonnego guza rdzenia nadnerczy - PC12). Komérki
PC12 pochodza z Zaktadu Farmakologii Biocentrum Uniwersytetu we Frankfur-
cie i sg stabilnie transfekowane ludzkim genem biatka prekursorowego amyloi-
du 3 (APP) dzikiego typu (APPwt) lub z mutacja typu szwedzkiego (APPsw,
K670M/N671L), a w przypadku komoérek kontrolnych samym wektorem.
Transfekcje wykonano przy uzyciu techniki FUGENE (Roche Diagnostics GmbH)
(Eckert i wsp., 2001). Gen kodujacy APP znajdowat sie pod kontrola promotora
CMV. Wektor =zawieral roéwniez geny opornoSci na gentamycyne.
W przypadku komoérek PC12 taka transfekcja powoduje wzrost produkcji A,
ktérego poziom jest 2-krotnie podwyZszony w komoérkach APPwt i okoto
3,6-krotnie w komorkach APPsw w poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Ko-
morki te charakteryzuje réwniez wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu Af
(rycina 15).

Komorki APPwt, APPsw i kontrolne hodowane byty w standardowej po-
zywce DMEM (Eagle’a) (Sigma) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy cielecej
(FCS) i 5% surowicy konskiej (HS) inaktywowanych w 65 °C, zawierajacej 2 mM
glutamine i antybiotyki (50 jednostek/ml penicyliny, 50 pg/ml streptomycyny
i 400 pg/ml G418) w 37°C, w atmosferze 5% CO:i duzej wilgotno$ci. Badania
prowadzone byty na konfluentnych pasazach od 4 do 16. Do do$wiadczen ko-
morki wysiewano z gestos$cig 1-1,5 x 106 komérek na szalke o $rednicy 10 cm,
0,5 x 10¢ komorek na szalke o Srednicy 3,5 cm lub 1 x 10> komoérek do dotka na

ptytkach 24-dotkowych. Komérkom uzywanym do eksperymentéw zmieniano-
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pozywke na DMEM zawierajgce 2% FCS oraz 2 mM glutamine i antybiotyki

w stezeniach takich, jak podano wyze;j.

Rycina 15. Ztogi wewnatrzkomorkowego Ap w komoérkach transfekowanych APP
typu dzikiego (APPwt) oraz genem z mutacja szwedzka (APPsw)

Zdjecia z mikroskopu elektronowego wykonane w Zaktadzie Ultrastruktury Komorki.
Ztogi A znakowano immunocytochemicznie 18 nm zlotem potgczonym z przeciwciatem prze-
ciwko AB

UnieSmiertelniona linia mysich neuronéw hipokampa - HT22

Immortalizowane mysie komérki hipokampa HT22 (rycina 16) otrzy-
mano od Prof. Davida Schuberta z Salk Institute for Biological Studies, La Jolla.
Komorki HT22 otrzymuje sie z mysich neuronéw hipokampa unie$Smiertelnio-
nych w wyniku inkubacji z onkogenem wrazliwym na temperature. W tempera-
turze 39°C dziatanie tego onkogenu zostaje wyeliminowane, a komorki zacho-
wuja charakterystyczne cechy zréznicowanych neuronéw (Frederiksen i McKay,
1988). Linia ta hodowana byta w standardowej pozywce DMEM (Eagle’a) (Sig-

ma) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy cielecej (FCS) inaktywowanej w 56°C,
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zawierajacej 2 mM glutamine i antybiotyki (50 jednostek/ml penicyliny,
50 pg/ml streptomycyny). Hodowle prowadzono w sterylnych jednorazowych
plastikowych szalkach lub ptytkach zawierajacych 24 dotki (Falcon), w inkuba-
torze w temperaturze 37°C, w atmosferze nasyconej parag wodna i zawierajgcej

5% COa.

Rycina 16. Zdjecie komoérek HT22

Zdjecie z mikroskopu fluorescencyjnego w kontrascie fazowym z jgdrami komoérek wy-

barwionymi Hoechstem 33342

Zwierzeta doSwiadczalne

Do doswiadczen in vivo uzyto trzymiesiecznych samic myszy FVB
(APP-/7) oraz myszy transgenicznych transfekowanych ludzkim genem z muta-
cja londyriskg FVBTg(Thy1;APP)Val717lle (APP+/*) o masie ciata okoto 30 - 40 g.
Myszy transgeniczne APP*/+ z mutacjg (Thy1;APP)Va717lle cechujg sie zaburze-
niami w procesie proteolizy APP, zwiekszonym stezeniem i kumulowaniem Af3
w mozgu. W genie APP wystepuje mutacja w okolicach ciecia przez y-sekretaze,
tzw. mutacja londynska, gdzie aminokwas walina (Val) jest zastgpiony przez
izoleucyne (Ile) w pozycji 717. Myszy FVBTg(Thy1;APP)Val717lle stanowig jeden
ze zwierzecych modeli rodzinnej postaci choroby Alzheimera, bedacej zespotem

zaburzen neurodegeneracyjnych mézgu, ktére prowadza do zaburzen poznaw-
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czych. Linia myszy FVBTg(Thy1;APP)Va717lle stworzona przez zesp6t prof. F. Van
Leuvena, zostata sprowadzona do zwierzetarni IMDiK im. M. Mossakowskiego
PAN w 2005 roku z Belgii. Hodowle prowadzono przez kojarzenie zdrowych
samic FVB z samcami z transgenem APP+/*. Obecno$¢ genu APP sprawdzano
u wszystkich myszy po urodzeniu metoda PCR. Po wyizolowaniu DNA z ogona
myszy, 1ug DNA dodano do mieszaniny reakcyjnej PCR zawierajgcej Taq PCR
Master MIX i ze starterami APP1 5’- TGT GCC AGC CAA CAG AGA AAAC, APP2 5’
- CCG ATG GGT AGT GAA GCA ATG GTT w catkowitej objetosci 20 pl, nastepnie
poddano reakcji amplifikacji w warunkach podanych przez producenta

(rycina 17).

Standard 1 kb

500 pz

APP+ APP--
Startery: APP1 5'- TGT GCC AGC CAA CAG AGA AAA C

APP2 5’ - CCG ATG GGT AGT GAA GCA ATG GTT

Rycina 17. Genotypowanie myszy z APP

Myszy hodowano w warunkach stabilnej temperatury, wilgotnosci i 12
godzinnym cyklu dnia/nocy. Myszy karmiono ad libitum standardowg pasza
granulowang dla gryzoni ,Ssniff® M-2 komplette diat” (Ssniff Spezialdoten
GmbH, Soest, Niemcy) ze swobodnym dostepem do wody. Po dekapitacji izolo-

wano rézne czes$ci mozgu i przechowywano je w temperaturze -80°C.

Doswiadczenia z udziatem zwierzat byty wykonywane zgodnie z zasa-
dami prawa etycznego zgodnego z Konwencjg Europejska, na podstawie zezwo-
lenia wydanego przez IV Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Doswiadczen na

Zwierzetach, z siedzibg w Narodowym Instytucie Lekéw w Warszawie.
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Modele doswiadczalne

Model stresu oksydacyjnego wywolany: endogennie uwalnianymi pepty-
dami amyloidu 8, podaniem egzogennych peptydow AP oraz donorem

tlenku azotu - nitroprusydkiem sodu

Komoérki szczurzego guza chromochtonnego (pheochromocytoma, PC12)
stabilnie transfekowane ludzkim genem biatka prekursorowego amyloidu 3
(APP) dzikiego typu (APPwt) lub z mutacja typu szwedzkiego (APPsw,
K670M/N671L) w poréwnamiu do komérek kontrolnych transfekowanych pu-
stym wektorem, charakteryzowaty sie zwiekszonym stezeniem endogennie
uwalnianych peptydéw AP, oraz poziomem wolnych rodnikéw. W celu poréw-
nania indukgcji stresu oksydacyjnego i towarzyszacych zjawisk molekularnych
wywotanych przez endogennie uwalniany AP z egzogennym AP 1-42 dziataja-
cym zewngtrzkomoérkowo, do pozywki komoérek PC12 dodawano A 1-42
w formie oligomerow i fibryli, a takze donor tlenku azotu - nitroprusydek sodu
(SNP). Komérki wysiewano na odpowiednie szalki, a po 24 h zmieniano pozyw-

ke na DMEM zawierajace 2% FCS oraz 2 mM glutamine i antybiotyki.

AB 1-42 przygotowywano zgodnie z procedurg opisang przez Dahlgrena
i wsp. (2002) Liofilizowane peptydy AP rozpuszczano w DMSO (Sigma) i przy-
gotowywano 5 mM koncentrat monomeréw. Monomery rozcienczano 50 razy
do stezenia 100 pM i inkubowano odpowiednio dla otrzymania oligomerow
w temperaturze 4°C przez 24 h w bogatym w sole mineralne, neutralnym me-
dium F12 (Sigma) pH 7,0, a dla otrzymania fibryli inkubacje przeprowadzano
w temperaturze pokojowej przez 24 h w 10mM HCI (rycina 18). Oligomery
i fibryle uzywane byty w stezeniach 0,1, 11 10 uM.
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monomery Af3

oligomery A

fibryle A

Rycina 18. Zdjecia monomeréw, oligomerow i fibryli amyloidu 8 przygotowanych
wg metody opisanej przez Dahlgrena i wsp. (2002)

Zdjecia z mikroskopu elektronowego wykonane w Zaktadzie Ultrastruktury Komérki
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Nitroprusydek sodu (SNP), nieorganiczna sdl wystepujaca w postaci
dwuhydratu NazFe(CN)sNO - 2H20 stosowana jest jako donor tlenku azotu
(rycina 19). Egzogenny NO, podobnie jak endogenny, aktywuje cytozolowa
forme cyklazy guanylanowej, powodujac wzrost wtérnego przekaznika - cy-
klicznego guanozynomonofosforanu (cGMP), a w dalszej kolejnosci poprzez PKG
fosforylacje wielu biatek komérkowych, wptywajac na rézne Sciezki przekazy-
wania sygnatu. W trakcie dziatania SNP, oprécz NO uwalniane sg réwniez jony
cyjankowe (CN-), ktére w bardzo krétkim czasie metabolizowane s3 do tiocy-
jankéw charakteryzujacych sie znikoma toksycznoscig lub brakiem toksycznosci
(Trajder i Abramczyk, 2004). W celu wywotania stresu oksydacyjnego SNP roz-
puszczano w wodzie i dodawano do hodowli w stezeniu koncowym 0,1 - 0,5 mM

na 2 do 24 h, jak opisano wcze$niej w pracy Pytlowany i wsp. (2008).

2Na*

Rycina 19. Nitroprusydek sodu - SNP (pentacyjanonitrozylozelazian (2)
disodowy)

Model stresu genotoksycznego wywotanego MNNG

W celu indukcji stresu genotoksycznego, komdrki HT22 oraz PC12 ho-
dowano w obecnosci pochodnej nitrozomocznika, mocnego mutagenu,

N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyny (MNNG) (rycina 20).
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Rycina 20. N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyna, MNNG

MNNG jest czynnikiem dziatajagcym bezposrednio przez kowalentne wia-
zanie do grupy metylowej DNA w pozycji 0° guaniny, tworzac 0® metyloguani-
ne, co prowadzi do powstania mutacji punktowych (tranzycja), a w dalszych
przemianach moze doprowadza¢ do dwuniciowego uszkodzenia nici DNA

(rycina 21) (Niknahad i O'Brien, 1995; Margison i wsp., 2002).

CZYNNIK

ALKILUJACY
TRANZYCJA

CH3* A=T  G.cnaA-T
|| e

OFmeG=C S

O

6
O'm eG‘ -I‘- Naprawa blednie

sparowanych zasad

NAPRAWAPRZEZLACZENIE
NIEHOMOLOGICZNYCH KONCOW

Rycina 21. Efekty dzialania czynnika alkilujacego DNA - MNNG w komoérce

Hipotezy prowadzace do powstania DSB: réwnoczesna naprawa uszkodzen lezacych na
przeciwlegtych niciach (Margison i wsp., 2002)
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Po wysianiu komoérek na odpowiednie szalki i zmianie pozywki
na DMEM zawierajacy 2% FCS, glutamine i antybiotyki, do hodowli dodawano
rozpuszczony w DMSO MNNG w stezeniu koicowym 50 - 500 uM. Komorki
kontrolne traktowane byty samym DMSO.

Farmakologiczna modyfikacja odpowiedzi komodrek
na stres oksydacyjny wywolany peptydami A3 i SNP oraz na

stres genotoksyczny

W celu modulowania odpowiedzi komoérek na peptydy Af, stres oksyda-

cyjny i genotoksyczny zastosowano inhibitory w nastepujacych stezeniach:

Inhibitory PARS-1 i PARG
a) PJ3420uM
b) 3-AB5mM
c) ADP-HDP 0,5-1 pM
Potencjalne inhibitory PARS-1, antybiotyKki z grupy tetracyklin
d) Doksycyklina 2,5-20 uM
e) Minocyklina 10-200 nM
Inhibitory apoptozy
f) Cyklosporyna A 2 uM - inhibitor megakanatu mitochondrialnego
g) oa-Pifitryna 20 uM - inhibitor biatka p53
h) Z-DEVD-FMK 100 uM - inhibitor kaspazy 3
i) MDL 28170 10 uM - inhibitor kalpain
Inhibitory PI3 /Akt kinazy
j) LY294002 50 pM- specyficzny inhibitor PI3-kinazy
k) Wortmanina 200 nM - niespecyficzny inhibitor PI3-kinazy
Inhibitory kinaz bialkowych
1) U0126 5uM - inhibitor kinazy regulowanej sygnatem zewnatrzkomor-
kowym (ERK1/2)
m) KT5823 5uM - inhibitor kinazy biatkowej G (PKG)
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n) GF109203x 1uM - inhibitor kinazy biatkowej C (PKC)
Inne
o) DHA 10-50 uM - wielonienasycony kwas ttuszczowy dokozaheksaenowy
(C22:6)
p) DAPTA 1uM - inhibitor y-sekretazy

Komoérki wysiewano na odpowiednie szalki, a po 24 h zmieniano pozywke
na DMEM zawierajace 2% FCS oraz 2 mM glutamine i antybiotyki. Inhibitory
rozpuszczano odpowiednio wodzie, etanolu lub w DMSO i dodawano do pozyw-
ki w stosunku 1:1000 w stezeniach podanych w opise rycin, przy odpowiednich
doswiadczeniach. W wiekszos$ci doswiadczen inhibitory podawano tuz przed
stresorem. W przypadku gdy inhibitory podawane byly w innym czasie, zostato
to doktadnie oznaczone w tekscie. Komorki najczesciej hodowano w obecnosci
inhibitorow przez 24 h (w innych przypadkach doktadny opis w tekscie pod

rycinami).

Przygotowanie materialu do doswiadczen i analiz

Komorki na szalkach ptukano dwukrotnie za pomoca PBS, zawieszano
w buforze Tris-HCl pH 7,4 zawierajagcym inhibitory proteaz Complete (Roche
Diagnostics GmbH), zeskrobywano z szalek i sonifikowano. Tak przygotowany
materiat przechowywano w temperaturze -20 °C i uzywano do oznaczen immu-

nochemicznych (western blot).

Otrzymywanie frakcji podkomorkowych

Przygotowanie frakcji podkomoérkowych odbywato sie wg metody opisa-
nej przez Wang i wsp. (2004). Komoérki hodowane na szalkach o $rednicy 10 cm
lub 6 cm ptukano dwukrotnie buforem PBS (phosphate Buffer saline), a nastep-
nie zawieszano w buforze hipotonicznym zawierajacym 10 mM Tris-HCl pH 7,4,
10 mM KCJ, 1,5 mM MgCl;, 1 mM EDTA, 1mM EGTA, 1 mM DL-ditiotreitol (DTT)

i mieszanine inhibitorow proteaz Complete (Roche Diagnostics GmbH).
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Po 5 minutowej inkubacji w 4 °C w w/w buforze, komérki homogenizowano za
pomoca strzykawki z igtg o Srednicy 45 mm, przeciggajac ttok strzykawki 12
razy, co ustalono kontrolujac jako$¢ homogenizacji pod mikroskopem. Homoge-
nat (10% w/v) wirowano 10 min z przyspieszeniem 500 g w 4°C. Osad (P1) za-
wierajacy zgrubng frakcje jadrowa zawieszano w 25 mM buforze Tris-HCl o pH
7,4 z inhibitorami proteaz. Supernatant (S1) wirowano przez 15 min z przyspie-
szeniem 15000 g w 4°C, do otrzymania frakcji mitochondrialnej (P2) i cytozo-
lowej (S2). Uzyskany w ten spos6b materiat przechowywano w -20°C i uzywano
do oznaczania biatek metoda western blot.

Immunochemiczna analiza charakterystycznego dla mitochondriow biat-
ka cytochrom c wykazata, ze jest ono obecne wytacznie we frakcji mitochon-
drialnej. Natomiast specyficzna dla jader syntaza poli(ADP-rybozy) obecna byta
jedynie we frakcji jadrowej (rycina 22).

Powyzsze wyniki wskazywaty na czysto$¢ przygotowywanych frakcji podko-
morkowych.

Cytochrom ¢ —

P1 P2 S2

PARS-1 |
P1 P2 S2

Rycina 22. Analiza czystosci frakcji subkomoérkowych

Przyktadowy obraz immunoreaktywno$ci bialek cytochromu c i PARS-1 badano metoda
western blot. Rycina przedstawia przyktadowy wynik, ktdry jest reprezentatywny dla 5 nieza-
leznych do$wiadczen

Metody spektrofotometryczne

Oznaczanie zawartos$ci biatka

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

fenolowego odczynnika Folina (Lowry i wsp.,1951).
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Analiza przezywalnosci komorek za pomoca testu MTT

Test MTT jest iloSciowym Kkolorymetrycznym testem, ktéry opiera sie na
fakcie, ze tylko zywe, aktywne metabolicznie komoérki mogg przeksztatcac
w mitochondriach sole tetrazoliowe (bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-
difenylo-2H-tetrazoliowego, MTT) o zabarwieniu z6ttym do nierozpuszczalnego
w wodzie formazanu o zabarwieniu fioletowym (rycina 23). Powstate krysztaty
rozpuszczane s3 w DMSO. Dehydrogenaza NADH-zalezna jest enzymem mito-
chondrialnym, aktywnym tylko w zywych komoérkach, dlatego intensywnos$¢
zabarwienia jest proporcjonalna do ilo$ci wytworzonego formazanu oraz ilosci

zywych i aktywnych metabolicznie komo6rek w badanym materiale.

Komorki PC12 wysiewano na szalki 24-dotkowe pokryte polietylenoi-
ming w iloSci 2 x 10-> komoérek na dotek. Nastepnego dnia pozywke wymieniano
na taka z niska zawartoscig surowicy (2% FCS) i dodawano odpowiednio Af,
SNP, MNNG oraz odpowiednie inhibitory. Po 24 h lub 48 h medium hodowlane
wymieniano ponownie na pozbawione surowicy, dodawano MTT (0,25 mg/ml)
i inkubowano przez 2 h w 37°C. Nastepnie pozywke usuwano, a komorki roz-
puszczano w DMSO i mierzono spektrofotometrycznie za pomocg czytnika do

mikroptytek BioRad ich absorbancje, przy dtugosci fali 595 nm.

P |
| dehydrogenaza
N mitochondialna
(O~ e
= AY
\87 NADH  NAD* p,r’ \]/\gi

— krysztaty formazanu
MTT (zo6tty) (fioletowe)

DMSO

fioletowy roztwor

Rycina 23. Zasada dziatania testu MTT
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Metody spektrofluorymetryczne

Analiza poziomu wolnych rodnikéw w cytozolu komorek

przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DCF

Poziom wolnych rodnikéw w komoérkach PC12 badano na podstawie re-
akcji przeksztatcenia dwuoctanu 2’,7-dichlorofluoresceiny (H2DCF-DA), na sku-
tek wewnatrzkomoérkowej deacetylacji, do 2’,7-dichlorofluorescyny (DCFH),
ktéra nastepnie jest utleniana przez wolne rodniki do fluorescencyjnej 2’,7-
dichlorofluoresceiny (DCF). Test ten pozwala analizowa¢ wewnatrzkomdérkowy
poziom wolnych rodnikéw tlenowych (Royall i Ischiropoulos, 1993). Komérki
PC12 wysiewano na szalki 24-dotkowe pokryte polietylenoiming w ilo$ci
2 x 10> komorek na dotek. Nastepnego dnia pozywke wymieniano na pozywke
z niska zawartos$cig surowicy (2% FCS). Po 24 h do pozywki dodawano 10 uM
H2DCF-DA (Sigma) i inkubowano przez 50 min w 37°C. Nastepnie komorki ptu-
kano trzykrotnie buforem PBS. Fluorescencje mierzono przy uzyciu spektroflu-
orymetru Perkin Elmer LS 50B przy ditugosci fali pobudzenia 488 nm i emisji

525 nm. Wynik wyrazono jako intensywno$¢ fluorescencji na miligram biatka.

Badanie aktywnosci kaspazy-3

Aktywnos$¢ kaspazy-3 analizowano metodg fluorymetryczng z uzyciem
zestawu CASP-3-F firmy Sigma. W metodzie wykorzystano pseudosubstrat ace-
tylo-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylokumaryne (Ac-DEVD-AMC; odwzorowu-
jacy miejsce ciecia w PARS: Asp-Glu-Val-Asp) i specyficzny inhibitor kaspazy-3
(Ac-DEVD-CHO). Frakcje cytozolowg z komorek (okoto 300 pg biatka) inkubo-
wano 120 min w obecnosci Ac-DEVD-AMC (16,66 uM) w roztworze zawierajg-
cym 5 mM DTT, 2 mM EDTA, 0,1 % CHAPS, 20 mM HEPES pH 7,4 w temperatu-
rze pokojowej. Réwnolegle z probg badang wykonywano oznaczenie w obecno-
$ci inhibitora kaspazy 3 (Ac-DEVD-CHO; 2 uM). Pomiar stezenia fluorescencyj-
nego produktu uwolnionego w wyniku reakcji katalizowanej przez kaspaze-3
(7-amido-4-metylokumaryna) przeprowadzono po zakonczonej inkubacji za

pomocg spektrofluorymetru Perkin-Elmer LS50B przy dtugosci fali
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pobudzajacej Ex: 360 nm i emitowanej Em: 460 nm. Aktywno$¢ kaspazy-3 wyli-

czano na podstawie krzywej wzorcowej AMC.

Oznaczanie aktywnosci syntazy tlenku azotu (NOS)

Aktywno$¢ syntazy NO oznaczano poprzez pomiar radioaktywnej
[14C]L-cytruliny powstajacej w equi-molarnych iloSciach z NO ze znakowanej
[1#C]L-argininy w reakcji katalizowanej przez syntaze NO w obecnosci kofakto-
réw wg metody opisanej przez Bredta i Syndera (1990) i zmodyfikowanej przez

Hekera i wsp. (1994).

Homogenat komoérek (300 pg biatka) inkubowano w Srodowisku zawieraja-
cym 100 puM [14C]L-arginine [0,1uCi], 2 mM CaClz, 1mM NADPH, 15 uM FAD,
10 uM tetrahydrobiopteryne (H4B), 1 uM kalmoduline, 1 mM DTT, 1 mM EDTA,
w koncowej objetoSci 300 pl. Proby zerowe nie zawieraty biatka. Inkubacje
prowadzono przez 30 min w 37°C. Nastepnie reakcje przerywano przez dodanie
1 ml zimnego buforu 100 mM Tris-HCl z 10 mM EGTA, pH 5,5. Po odwirowaniu
przy 3000 g przez 10 min, nadsacz (0,5 ml) nanoszono na kolumne zawierajgca
0,5 ml Dowex™ 50WX-8 (w formie Na*) i przemywano dwukrotnie 1 ml wody.
Radioaktywno$¢ [14C]L-cytruliny w eluacie mierzono uzywajac ptynu scyntyla-
cyjnego Braya w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosujac czas zlicza-
nia 5 min. [lo$¢ powstajgcej radioaktywnej L-cytruliny w wyniku reakcji NOS-u

obliczano w nmol/mg biatka.

Metody immunochemiczne

Immunodetekcja bialek metoda western blot

Immunochemiczng metodg western blot oznaczano poziom AIF, PARS-1,
PAR, Cytochrom c, GAPDH oraz (-aktyny. Homogenat (40 pg biatka) mieszano
z buforem denaturujgco-obcigzajagcym Laemmli (1970), o sktadzie 62,5 mM
Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 100 mM DTT, 20% glicerol i 0,2% btekit bromofeno-
lowy. Prébki nastepnie ogrzewano przez 5 min w temp. 95°C. Biatka rozdziela-

no na zelu poliakrylamidowym i przenoszono na btone z polifluorku winylidenu
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(PVDF, Amersham Pharmacia Biotech). Po wykonaniu barwienia biatek za po-
moca roztworu Ponceau S, membrane ptukano w odpowiednim buforze, a na-
stepnie inkubowano w roztworze odttuszczonego mleka lub BSA wolnej od
kwasow ttuszczowych (Sigma) w temperaturze pokojowej przez 60 min, w celu
zablokowania niespecyficznego wigzania sie przeciwciatl (szczegétowe warunki

reakcji dla poszczegélnych biatek podano w tabeli 4).

Oznaczane | Gestos¢ | Bufor | Blokowanie Przeciwcialo Przeciwcialo
biatko zelu I-rzedowe II-rzedowe

GAPDH

Tabela 4. Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczeg6lnych oznaczen

TBS-Tween - bufor Tris o sktadzie 50 mM Tris pH 7,6, 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20
PBS-Tween - bufor fosforanowy o sktadzie 10 mM Na;HPO,, 1,8 mM KH,PO4, 140 mM NaCl, pH
7,4,0,1% Tween-20

BSA - albumina z surowicy bydlecej, wolna od kwaséw ttuszczowych
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Nastepnie btone inkubowano przez noc w 4°C w roztworze zawieraja-
cym odpowiednie przeciwciato pierwszorzedowe. Nadmiar przeciwciata odptu-
kiwano 3-krotnie przez 10 minut w odpowiednim buforze, a nastepnie btone
inkubowano 1 h w roztworze drugorzedowego przeciwciata sprzezonego z pe-
roksydaza chrzanowa. Niezwigzane specyficznie przeciwciala usuwano
3-krotnie ptuczac btony przez 10 min w odpowiednim buforze. Nastepnie btone
poddawano reakcji chemiluminescencyjnej przy uzyciu zestawu firmowego ECL
(Amersham Pharmacia Biotech) i wizualizowano naswietlajgc swiattoczuty film
(Hyperfilm-Kodak, Sigma). Klisze poddawano analizie densytometrycznej przy
pomocy oprogramowania TotalLab v1.11 (Non Linear Dynamics). Btony wyko-
rzystane uprzednio inkubowano 30 min w roztworze 1% SDS i 50 mM glicyny-
HCI, pH 2,0 w celu odmycia zwigzanych przeciwciat i ptukano 3 x 15 min w TBS-

Tween, po czym uzywano do kolejnych oznaczen immunochemicznych.

Oznaczanie poziomu amyloidu 8 1-40 przy uzyciu metody ELISA

Komorki hodowano na szalkach 35-mm i po uptywie 48 h medium ko-
morkowe przenoszono do probéwek i odwirowywano w 10000 g przez 5 min.
Stezenie AB 1-40 w medium komérkowym oznaczano metodg ELISA (testem
immunoenzymatycznym) z uzyciem odpowiedniego zestawu (The Genetics
Company) zgodnie z zaleceniami producenta. A 1-40 wigze sie z przeciwciatem
umieszczonym na ptytce, ktére selektywnie rozpoznaje i wigze N-koniec pepty-
du AP 1-40. Powstaty koniugat jest nastepnie zwigzany przez kompleks Bioty-
na-Streptawidyna-Enzym. W koncowym etapie reakcji ELISA zwigzany enzym
przeprowadza bezbarwny substrat w kolorowy produkt, ktérego absorbancje
mierzono w ciggu 30 min za pomocg czytnika mikroptytek Bio-rad 3550-UV
przy diugosci fali 450 nm. Stezenie AP wyrazone w pg/ml wyliczano na podsta-

wie krzywej wzorcowej sporzadzonej z syntetycznego Af3
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Metody radiochemiczne

Oznaczanie aktywnosci syntazy poli(ADP-rybozy)

Aktywnos$ci PARS-1 badano w homogenacie komo6rek PC12. Homogenat
inkubowano przez 30 min w tazni wodnej w temperaturze 37°C. Po inkubacji
oznaczano aktywno$¢ PARS przy uzyciu radioaktywnego substratu
[1#C]dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD). Mieszanina reakcyjna
w koncowej objetosci 100 pl zawierata 200 puM (4x10> dpm) [Ade-U 4C] NAD
(specyficzna aktywnos$¢: 248 mCi/mmol), 100 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM
MgClz, 5 mM DTT (ditiotreitol) oraz 200 pg biatka. Reakcje przeprowadzano
przez 1 min w temperaturze 37°C. Reakcje zatrzymywano 0,8 ml 25% zimnego
kwasu trojchlorooctowego (TCA). Nastepnie proby przesaczano pod ciSnieniem
stosujac filtry Whatman GF/B i pieciokrotnie przeptukiwano 3 ml 5% TCA. Ra-
dioaktywnos$¢ wiaczonej poli(ADP-rybozy) w biatkach zatrzymanych na filtrach
oznaczano w scyntylatorze Braya w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409

stosujac czas zliczania 5 min.

Analiza ekspresji genow

Izolacja RNA

Catkowite RNA izolowano z komoérek w warunkach sterylnych, zmodyfi-
kowang metoda Chomczynskiego i Sacchi (1987), uzywajac odczynnika TRI-
reagent (Sigma). Komdrki hodowane na szalkach o $rednicy 6 cm ptukano dwu-
krotnie buforem PBS, a nastepnie zawieszano w 1 ml odczynnika TRI-reagent,
pozostawiano na 5 min i homogenizowano. Nastepnie do 1 ml homogenatu do-
dawano 200 pl chloroformu, energicznie mieszano przez okoto 15 s i pozosta-
wiano na 15 min w temperaturze pokojowej. Proby wirowano przy obrotach
12000 g przez 10 min w 4°C. Gérng faze wodng zawierajaca RNA przenoszono
do nowej probéwki, dodawano 500 pl zimnego izopropanolu i delikatnie mie-
szano. Préoby pozostawiano na 5 min w temperaturze pokojowej, a nastepnie
wirowano przez 10 min przy obrotach 12000 g w 4°C. Otrzymany osad prze-

mywano trzykrotnie 1 ml 75% etanolu. Po kilkuminutowym odparowaniu eta-
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nolu z probek, osad RNA zawieszano w 20 ul wody pozbawionej RNAz (Prome-
ga Corporation). Mierzono ilo$¢ otrzymanego RNA metoda spektrofotometrycz-
ng przy dtugosci fali 260 nm oraz zanieczyszczenie RNA biatkami i DNA przy
dtugosci fali 280 nm. Prawidtowy stosunek OD260/0D2g0 wynosit od 1,7 do 2,0.

[lo$¢ RNA oznaczano w aparacie spektrofotometrycznym NanoDrop.

Oczyszczanie RNA

W celu oczyszczenia wyizolowanego wcze$niej mRNA z pozostatosci
DNA komoérkowego, do probédwek 1,5 ml przenoszono 5 ug mRNA i uzupeiniano
odczynnikami do trawienia DNA firmy Promega Corporation do 10 pl. Po przy-
gotowaniu mieszanine reakcyjng inkubowano 15 min w RT. Nastepnie dodano
1 pl Stop solution i dalej prowadzono inkubacje przez 10 min w 70°C. Po zakon-

czeniu reakcji probki przenoszono do lodu.

Reakcja odwrotnej transkrypcji

Catkowite wyizolowane RNA (5 png) byto matryca dla dziatania odwrot-
nej transkryptazy. W reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano DNA kom-
plementarne do mRNA (cDNA). Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadza-
no w 42°C przez 15 min przy uzyciu zestawu odczynnikéw firmy Promega Cor-
poration, w konicowej objetosci 20 ul. W celu inaktywacji odwrotnej transkryp-
tazy po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng inkubowano przez 5 min

w 90°C, a nastepnie schtadzano w lodzie.

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

Zmiany poziomu mRNA genéw kodujacych biatka AIF, PARS-1, nNOS,
iNOS, 12/15L0X, BclXl, Bcl2, Bax, Aktyny oraz Gapdh analizowano za pomoca
reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR). Na matrycy cDNA uzy-

skanej z 1 ug RNA przeprowadzono reakcje PCR w czasie rzeczywistym przy
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uzyciu odpowiednich sond Tag-Man (Applied Biosystems). Zastosowano naste-
pujace warunki reakcji: (94 °C-30 sek., 63 °C - 30 sek., 72 °C - 45 sek.) x 40 cykli
amplifikacji. Kazdg prébke cDNA amplifikowano w trzech powtérzeniach. Po-
ziom mRNA wyrazano jako wzgledny stosunek probki badanej do probki refe-
rencyjnej (kalibratora), po uprzedniej normalizacji obydwu wzgledem genu re-

ferencyjnego (ACTB).

Real-time PCR wykonywano przy pomocy aparatu ABI PRISM 7500 Se-
quence Detection Sysytems (Applied Biosystems). Wyniki analizy przedstawio-

no jako % kontroli.

Badanie morfologii komorek oraz apoptozy przy zastoso-

waniu mikroskopii fluorescencyjnej

Morfologie komoérek oraz procent $mierci apoptotycznej badano przy
uzyciu barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33342 (Sigma). Barwienie jader
komorkowych za pomoca tego barwnika pozwala na wizualizacje kondensacji
i agregacji DNA charakterystycznych dla apoptozy. Komérki wysiewano na szal-
ki o $rednicy 35 mm pokryte polietylenoiming. Po inkubacji z badanymi zwigz-
kami komérki ptukano zimnym buforem PBS, a nastepnie zalewano 1 ml zmro-
zonego metanolu i utrwalano przez 30 min w temperaturze -20°C. Barwienie
wykonywano poprzez inkubacje z barwnikiem Hoechst 33342 o stezeniu
1 ng/ml w buforze fosforanowym przez 30 min w temperaturze pokojowej. Na-
stepnie komdrki ptukano w buforze PBS. Wybarwione jadra analizowano w mi-
kroskopie fluorescencyjnym Olympus IX71 i fotografowano z uzyciem kamery
cyfrowej Olympus U-CMAD3 zintegrowanej z mikroskopem przy dtugosci fali
pobudzajacej Ex: 340 nm i emitowanej Em: 510 nm przy uzyciu 40-krotnego

powiekszenia.

Badania w mikroskopie elektronowym wykonane byty w Zaktadzie Ul-
trastruktury Komorki IMDiK PAN, dzieki uprzejmosci Prof. dr hab. n. med. Bar-
bary Gajkowskiej.
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Charakterystyka zastosowanych zwiagzkéw chemicznych

Inhibitory PARS-1

Wiekszos$¢ znanych inhibitoré6w PARS-1 wykazuje strukturalng analogie
do substratu PARS-1 dinukleotydu nikotyno-amido-adeninowego. Przylaczaja
sie one do centrum aktywnego enzymu, blokujac miejsce wigzania dla NAD+*

i hamujgc tym samym reakcje powstawania PAR (Szabo i wsp., 2006).
W badaniach stosowano dwa inhibitory PARS-1 nowej generacji:

a) 3-Aminobenzamid (3-AB, Sigma) - inhibitor PARS, rozpuszczalny
w DMSO i stosowany w stezeniu 5 mM.

b) PJ 34 (chlorowodorek N-(6-okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)-(N,N-
dimetylamino)acetamidu, Sigma) - silny, specyficzny inhibitor PARS (Ki
= 20 nM). W zakresie stezenn od 1 uM do 10 mM nie wykazuje dziatania
antyoksydacyjnego. Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stezeniu 20

uM (rycina 24).

O _NH,
e
H

NH; eHCl  *XH0

3-AB P] 34

Rycina 24. Wzory chemiczne inhibitoréw PARP-1 (P] 34 i 3-AB)
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Oraz inhibitor PARG

a) ADP-HDP (adenozyno 5'-difosfate (hydroxymetyl) pirolidinediol. NH4 .
2H>0, Alexis). Specyficzny inhibitor glikohydrolazy poli(ADP-rybozy)
(PARG), ktéry nawet w stezeniu 1mM nie wptywa na aktywnos¢ PARP-1.
Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w zakresie stezen 0,5 - 1 uM (ryci-

na 25).

OH OH

Rycina 25. Wz6r chemiczny inhibitora PARG - ADP-HDP

Do stale powiekszajgcej sie rodziny inhibitoréw PARS-1 w ostatnich la-

tach dotaczyty antybiotyki tertracyklinowe III generacji:

a) Minocyklina (Sigma) - wtasciwosci inhibitora PARS (poréwnywalne do
PJ34) widoczne s3 juz w stezeniach nanomolowych. Stad tez duze zainte-
resowanie tym zwigzkiem, jako potencjalnym terapeutykiem w choro-
bach neurodegeneracyjnych. Rozpuszczalna w wodzie, stosowana w ste-
zeniach 50-200 nM.

b) Doksycyklina (Sigma) - rozpuszczalna w wodzie, stosowana w steze-

niach 50-200 uM (rycina 26).
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HiC.y CHy  HaC. [CHs
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o OH O O Minocyklina
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\ OH
__;J-J"H_p-"ﬂl“‘ -hhh-_\____xkcl "'.-':*H_-:-D
Tﬂl’h oH  * ValHaCHAOH

Doksocyklina

Rycina 26. Wzory chemiczne antybiotykow (tertracyklin) - potencjalnych inhibi-
torow PARS-1

Inhibitory kaspaz i innych biatek zaangazowanych w proces apoptozy

a)

b)

Z-DEVD-FMK (keton Z-Asp(0-Me)-Glu(0-Me)-Val-Asp(O-
Me)fluorometylowy, Sigma) - nieodwracalny inhibitor kaspazy-3.
Hamuje réwniez niespecyficznie kaspaze 6, 7, 8 i 10. Rozpuszczalny
w DMSO, stosowany w stezeniu 100 puM.

Cyklosporyna A ((E)-14,17,26,32-tetrabutylo-5-etylo-8-(1-
hydroksy-2-metyloheks-4-enylo)-1,3,9,12,15,18,20,23,27-
nonametylo-11,29-dipropyl 080,3,6,9,12,15,18,21,24,27,30 - undeka-
azacyklodotriakontan 2,4,7,10,13,16,19,22,25,28,31-undekanon, Sig-
ma) - zwigzek o dziataniu immunosupresyjnym, rowniez bloker me-
gakanatéw mitochondralnych. Rozpuszczalny w etanolu, stosowany
w stezeniu 2 uM.

a-Pifithrin (bromowodorek 2-(2-imino-4,5,6,7-
tetrahydrobenzotiazol-3-yl)-1-p-toliloetanonu, Sigma) - specyficzny
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inhibitor biatka p53 (Ki = 2,2 nM). Rozpuszczalny w DMSO, stosowa-
ny w stezeniu 20 uM.

d) MDL28170 (karbobenzoxy-valinyl-fenylalaninal, Merck) - specyficz-
ny inhibitor zaleznych od Ca?* proteaz - p-kalpainy i m-kalpainy (Ki =

8 nM). Rozpuszczalny w wodzie i stosowany w stezeniu 10 pM (ryci-

na27).
coCcH. HsCo CHs
0 O; e . 0
i M F
S8a286a 00
TCO,CH,
CO,CH,
Z-DEVD-FMK
H CHa,
HiC. =~ - OH
T
(I:|_|3 11
TI\/leLeu— MeVal—N—C—-C-Abu —MeGly
|i‘| j
MelLeu—D-Ala— Ala—MelLeu— Val— MeGlu
Cyklosporyna A
CHj
O HaC.. _CH
HB 3 '
* HBr
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| )=NH oG
S
«-Pifithrin MDL28170

Rycina 27. Wzory chemiczne zwigzkéw, ktore sg inhibitorami procesu apoptozy
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Inhibitory kinaz

Inhibitory kinazy P13 /Akt
a) LY294002 (2-morfolin-4-yl-8-fenylchromen-4-one, Cell Signaling) - specy-

ficzny inhibitor aktywnos$ci PI3-kinazy, nie wptywa na aktywno$¢ innych
kinaz (np. PI-4 kinazy) (Ki = 1,4 uM). Rozpuszczalny w DMSO, stosowany
w stezeniu 50 pM.

b) Wortmanina (Sigma) - furanosteroid o wtasciwos$ciach kowalencyjnego
inhibitora $ciezki sygnatowej PI3-kinazy, silniejszych niz LY294002 (Ki =
2-4 nM). W wyzszych stezeniach moze hamowa¢ enzymy zwigzane z PI3-
kinazg takie, jak mTOR, DNA-PK, PI-4 kinaze, MAPK. Rozpuszczalna
w DMSO, stosowana w stezeniach 100-250 nM (rycina 28).

OCH4

W
.

LY294002 Wortmanina

Rycina 28. Wzory chemiczne zwigzkéw bedacych inhibitorami $ciezki sygnalowej
PI-3 Kkinazy

Inhibitory kinaz biatkowych

a) U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyjano-1,4-bis[2-aminofenyltio] butadie-
ne) wysoko specyficzny inhibitor kinazy regulowanej sygnatem ze-
wnatrzkomoérkowym (ERK1 i ERK2). Rozpuszczalny w DMSO, stoso-
wany w stezeniu 5 uM.

b) KT5823 (ester kwasu 2,3,9,10,11,12-hexahydro-10R-meoxy-2,9-
dimethyl-1-ox0-9S,12R-epoxy-1H-diindolo[1,2,3-fg:3’,2",1’-
kl]pyrrolo[3,4-i][1,6]benzodiazocine-10-karboksylowy, Cayman
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Chemicals) - inhibitor kinazy biatkowej G, PKG (Ki = 243 nM). Wyka-
zuje tez stabe wilasciwosci hamujace dla PKA i PKC. Rozpuszczalny
w DMSO, stosowany w stezeniu 5 pM.

c) GF109203x ([2-[1-(3-Dimetyloaminopropyl)-1H-indol-3-yl]-3-(1H-
indol-3-yl)malimid, Bisindolilmaleimid I], Enzo Life Sciences) - selek-
tywny inhibitor kinazy biatkowej C, PKC (Ki = 20 nM). Hamuje z po-
dobng moca «, RI, BRIl i y podtypy PKC. W wyzszych stezeniach moze
hamowa¢ PKA. Rozpuszczalny w DMSO, stosowany w stezeniu 1 puM.

(rycina 29).

NH, NH,

ST X

NH, NH,

U0126 KT5823

GF109203x

Rycina 29. Wzory chemiczne kinaz biatkowych
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Kwas dokozaheksaenowy (DHA)

W badaniach zostat takze zastosowany zwigzek o wtasciwos$ciach neuro-

protekcyjnych:

DHA (kwas cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenowy, Sigma) - nalezacy do grupy
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) omega-3 [C22:6;,n=3). Roz-

puszczalny w DMSO i stosowany w stezeniu 10-50 uM (rycina 30).

Hﬁcf&—ﬂ—ﬂ—ﬂ—ﬂ—ﬂ—fﬁfﬂhw

Rycina 30. Wzér chemiczny kwasu DHA.

Inhibitor y-sekretazy

DAPT (Ester N-[N-(3,5-Difluorofenacetyl)-L-alanil]-S-fenilglicyn t-butyl, Sigma)
- selektywny inhibitor y-sekretazy. Rozpuszczalny w DMSO i stosowany w ste-
zeniu 1uM (rycina 31).

F
Q\} CHs CHs
- /HTN\)L )vCHg

Rycina 31. Wz6r chemiczny inhibitor y-sekretazy
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Statystyczne opracowanie wynikow

Przeprowadzano od 3 do 4 dos$wiadczen w kazdej grupie badane;j.
Oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtoérzeniach. Za ostateczny
wynik przyjmowano warto$¢ Srednig + btad standardowy Sredniej (SEM) obli-
czone z indywidualnych pomiaréw (Srednich z powtérzen). W celu ustalenia
wiarygodno$ci zaistniatych réznic w badaniach poréwnawczych wartosci z po-
szczegblnych eksperymentow weryfikowano testem-t lub odpowiednio jedno-
czynnikowg lub dwuczynnikowg analiza wariancji (ANOVA) z uzyciem testéow
post-hoc Newmana-Keulsa lub Bonferroniego. Wyniki uznawano za znamienne

statystycznie przy poziomie istotnosci p ponizej 0,05.
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Wyniki

Celem niniejszej pracy byto poznanie udziatu biatka AIF w toksyczno$ci
peptydow AP, z uwzglednieniem czynnikow zaangazowanych w aktywacje stre-
su oksydacyjnego i genotoksycznego. Ponadto udziat AIF w mechanizmie $mier-
ci komoérek badano w warunkach stresu genotoksycznego wywotanego czynni-
kiem alkilujgcym DNA (MNNG). Szczegdlng uwage zwrdcono na aktywnos$¢
i integralno$¢ PARS-1. Badania prowadzono na komoérkach pochodzenia ner-
wowego PC12, transfekowanych ludzkim genem dla biatka prekursorowego Af3
typu dzikiego (APPwt) i genem z mutacja szwedzka (APPsw), endogennie uwal-
niajacych peptydy AB. Badano takze komorki PC12 poddane zewngtrzkomor-
kowemu dziataniu egzogennych peptydéw AB. Wyniki dotyczace poziomu AIF
po dziataniu peptydéw A poréwnywano z danymi uzyskanymi w badaniach na
zwierzetach transgenicznych - myszach FVBTg(Thy1;APP)Val717lle, ktére stano-
wig model rodzinnej choroby Alzheimera. W badaniach molekularnych zjawisk
wptywajacych na poziom AIF w mitochondriach i jego translokacje do jadra,

szczegblng uwage zwrocono na aktywnos$¢ i integralno$¢ PARS-1.

Badanie ekspresji i poziomu biatka AIF w mitochondriach
oraz stresu oksydacyjnego w warunkach zwiekszonej sekrecji
peptydow A w komorkach transfekowanych genem ludzkim
dla biatka APP

Hipoteza kaskady amyloidu  zaktada, ze w rozwoju choroby Alzheimera
najwazniejsze zmiany dotyczg zaburzen metabolizmu biatka prekursorowego
AB (APP) i nadmiernego uwalniania peptydéw A (Selkoe i wsp., 1991; Hardy
i Higgins, 1992).

89



Wyniki Magdalena Cieslik

Prowadzone do$wiadczenia miaty na celu okreslenie wptywu stresu ok-
sydacyjnego wywotanego dziataniem AP produkowanego wewngtrzkomorko-
wo. Badania prowadzono w trzech liniach komoérek PC12: transfekowanych pu-
stym wektorem - kontrolnych (PC12) oraz genem APP typu dzikiego - (APPwt)
lub z podwodjng szwedzka mutacja (APPsw, K670M/N671L). Analizowano
wplyw AR, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli wolnych rodnikéw oraz biatek,

takich jak AIF i PARS-1, w procesach przezycia i $mierci.

Badania rozpoczeto od oznaczenia poziomu uwalnianych zewnatrzko-
morkowo peptydow A 1-40 metoda ELISA w trzech liniach komérek PC12. Do-
datkowo zbadano wptyw inhibitora y-sekretazy - DAPT, enzymu odpowiedzial-

nego za ciecie APP i uwalnianie toksycznego Af.

Analiza wykazata, ze komérki transfekowane ludzkim genem dla APP
uwalniajg 2,1 razy, a komorki z genem z mutacjg szwedzka 3,6 razy wiecej A3
niz komorki kontrolne. Zastosowany inhibitor y-sekretazy - DAPT powodowat
znamienne obnizenie stezenia uwalnianych peptydéow A przez komorki

APPsw, w stosunku do kontroli (rycina 32).
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Uwalnianie AB 1-40

PC12 APPwt APPsw APPsw+DAPT

Rycina 32. Poziom uwalnianych peptydow A 1-40 w komdrkach PC12 kontrol-
nych i transfekowanych genem dla biatka APP (APPwt i APPsw) oraz wplyw inhi-
bitora y-sekretazy

W komoérkach PC12, APPwt i APPsw ilos¢ uwolnionego zewnatrzkomdorkowo AP 1-40
oznaczano metodg ELISA. Dodatkowo komoérki APPsw przez 48h inkubowano z inhibitorem
y-sekretazy (1 uM DAPT). Wyniki przedstawiono w pg/ml. Kazdy wynik stanowi $rednig aryt-
metyczng + SEM z trzech niezaleznych doswiadczen. Do oceny statystycznej wynikéw zastoso-
wano jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Bonferroni. ** - Réznica
istotna statystycznie w stosunku do komoérek PC12 kontrolnych, p<0,01; ##- Rdznica istotna
statystycznie w stosunku do komérek APPwt p<0,01. $- Roznica istotna statystycznie w stosun-
ku do komoérek APPsw, p<0,05

W celu zbadania udziatu NO w stresie oksydacyjnym w warunkach
zwiekszonego uwalniania peptydéw A zbadano aktywnos$¢ syntazy tlenku azo-
tu (NOS). Aktywno$¢ te badano metoda radiochemiczng z uzyciem znakowanej
[14C]L-argininy. Otrzymane wyniki wskazuja, Ze wraz ze wzrostem steZenia

uwalnianych peptydéw A wzrasta aktywno$¢ NOS (rycina 33).
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Rycina 33. Wplyw peptydow AB komdrek transfekowanych APP na aktywnos$¢
syntazy tlenku azotu (NOS)

Komorki PC12, APPwt i APPsw homogenizowano i w uzyskanych homogenatach mie-
rzono aktywnos$¢ NOS. Wyniki wyrazono w % kontroli. Kazdy wynik stanowi $rednig arytme-
tyczna z trzech niezaleznych do$wiadczen w trzech powtérzeniach + SEM. Do oceny statystycz-
nej wynikéw zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Bon-
ferroni. ** - Réznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01; # - Réznica istotna
statystycznie w stosunku do komdrek APPwt p<0,05

Wzrost aktywnos$ci NOS i zwigzanie z nim zwiekszone uwalnianie NO
moga prowadzi¢ do wzrostu stresu oksydacyjnego, a takze uszkodzenia mito-

chondriéw i w dalszej kolejnosci do obumierania komérek.

Kolejne doswiadczenia miaty na celu sprawdzenie, jak zwiekszona eks-
presja APP i podwyzszone uwalnianie peptydéw A3 wptywa na poziom wolnych
rodnikow, a takze funkcje mitochondriéw i przezywalnos$¢ komoérek. W warun-
kach tych zbadano réwniez poziom biatka AIF, ktéry w zaleznosci od dziataja-
cych czynnikdw, moze bra¢ aktywny udziat w utrzymaniu prawidtowej funkcji

mitochondriéw lub tez prowadzi¢ do apoptozy.

Poziom wolnych rodnikéw analizowano poprzez pomiar utleniania son-
dy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). Stwierdzono zamienny *60%

wzrost poziomu wolnych rodnikéw w komérkach APPsw (rycina 34A), w kté-
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rych réwnoczes$nie wykazano najwyzszy poziom sekrecji A (rycina 32). Prze-
prowadzona analiza western blot wykazata, ze w komérkach tych poziom im-
munoreaktywnos$ci AIF wzrasta dwukrotnie w stosunku do kontroli (rycina
34B). W tych samych warunkach nie zaobserwowano zmian w ekspresji genu
dla tego biatka. Poziom mRNA utrzymywat sie na stalym poziomie (dane nie-

prezentowane).

Zbadana zostata przezywalno$¢ komoérek transfekowanych APP, charak-
teryzujacych sie zwiekszong sekrecja peptydow AB. Do okre$lenia zywotnosci
komoérek uzyto testu metabolicznego MTT, ktory jest wskaznikiem funkcji mito-
chondriow oraz koreluje z liczbg zywych komorek. Uzyskane wyniki wykazaty,
ze zwiekszone uwalnianie Af w komérkach transfekowanych APP nie wptywa

na ich przezywalnos¢ (rycina 34C).
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Rycina 34. Poziom wolnych rodnikéw, immunoreaktywnos¢ AIF oraz przezywal-
nos$¢ komorek PC12 kontrolnych i transfekowanych genem dla biatka APP

A) Poziom wolnych rodnikéw oznaczano metoda fluorymetryczng z zastosowaniem
DCF. Wyniki wyrazono, jako intensywno$¢ fluorescencji. B) Badana metoda western blot immu-
noreaktywnos¢ AIF przedstawiona w postaci analizy densytometrycznej normalizowane;j
wzgledem (-aktyny. C) Badana testem MTT przezywalno$¢ komoérek Wykresy stanowig $rednig
arytmetyczng z trzech lub czterech niezaleznych doswiadczen + SEM. Pod wykresem B zamiesz-
czono przyktadowy wyniki western blot. Do oceny statystycznej zastosowano jednoczynnikowa
analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. ***, p<0,001. * p<0,05. - R6zZnica
istotna statystycznie w stosunku do kontroli
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Immunoreaktywnos¢ PARS-1 w warunkach stresu oksy-
dacyjnego w komodrkach transfekowanych genem dla bialka
APP charakteryzujacych sie zwiekszonym uwalnianiem

peptydow A3

PARS-1 jest enzymem niezmiernie wrazliwym na stres oksydacyjny,
a w szczeg6lnosci na zwigzane z nim uszkodzenia DNA. W dos$wiadczeniach
zbadano aktywnos$c¢ i ekspresje genu dla PARS-1 w warunkach stresu oksyda-
cyjnego wywotanego zwiekszonym uwalnianiem peptydéw AB w trzech liniach

komoérek PC12.

Aktywno$¢ enzymatyczng PARS-1 badano z uzyciem radioaktywnego
substratu [14C] dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD). Analiza ta wy-
kazata okoto 70% spadek aktywnos$ci enzymu w komdrkach APPsw, ktore cha-
rakteryzowata 3,6 krotnie wyzsza sekrecja Af w poréwnaniu do komérek kon-
trolnych. W komoérkach APPwt stwierdzono wzrost poziomu aktywnos$ci PARS-
1, wynik jest nieznamienny statystycznie (rycina 35A). Obserwowanym zmia-
nom nie towarzyszylty zmiany w poziomie immunoreaktywnosci biatka PARS-1

(rycina 35B) oraz ekspres;ji genu dla tego enzymu (rycina 35C).

95



Wyniki Magdalena Cieslik

200+

Aktywnos¢ PARS-1
[w%kontroli]

APPwt APPsw

PARS-1/-aktyna

PC12 APPwt APPsw

PARS-1
113 kDa

1.25+4

1.00+4

0.75+4

0.50+

0.25+4

Adpr-1/Gapdh poziom mRNA

0.00-

PC12 APPwt APPsw

Rycina 35. Aktywnos¢, immunoreaktywnos¢ i poziom ekspresji genu dla PARS-1
w komédrkach PC12 charakteryzujacych sie r6znym poziomem sekrecji peptydow
AB 1-40

A) Mierzona w homogenacie komérek metoda radiochemiczng aktywnosé PARS-1 wy-
razona w % kontroli. B) Badana metoda western blot immunoreaktywno$¢ PARS-1 przedstawia
wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem -aktyny. C) Badany metoda Real-
time PCR poziom ekspresji genu dla PARS-1 normalizowany wzgledem Gapdh. Wykresy stano-
wig $rednig arytmetyczng z trzech lub czterech niezaleznych doswiadczen + SEM. Pod wykre-
sem B zamieszczono przyktadowy wyniki western blot. Do oceny statystycznej wynikdw zasto-
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sowano jednoczynnikowgq analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.* - R4z-
nica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,05

Uzyskane wyniki wskazujg, ze wywotana uwalnianiem A3 $mier¢ komo-
rek nie jest zalezna od AIF. Badania sugeruja, ze podwyzszony poziom AIF
w komérkach APPsw moze bra¢ aktywny udziat w utrzymaniu funkcji mito-
chondriéw, wpltywajac na przezywalnos¢ komérek APPsw, kétra jest zblizona

do przezywalno$ci komérek kontrolnych.

Badanie wptywu egzogennych peptydow A 1-42 na po-
ziom stresu oksydacyjnego, ekspresje genu i poziom biatka dla

AIF i PARS-1 oraz przezywalnos$¢ komorek PC12

Dalsze doswiadczenia dotyczace biatka AIF prowadzono in vitro na linii

komoérek PC12 poddanych dziataniu egzogennych peptydéw A 1-42.

Analiza przezywalnos$ci komoérek PC12 i poziomu biatek AIF i PARS-
1 w warunkach stresu oksydacyjnego wywotlanego egzogennym podaniem

peptydow A 1-42 w formie oligomerow i fibryli

Wptyw AB 1-42 podanych zewnatrzkomorkowego na funkcje mitochon-
dridéw i przezywalno$¢ komoérek PC12 badano testem redukcji btekitu tiazolo-

wego, MTT.

W celu znalezienia odpowiedniego stezenia AP analizowano kinetyke
zmian przezywalnos$ci komorek PC12 w zakresie stezen od 0 do 10 uM. W przy-
padku oligomerow AP wykazano zalezny od stezenia spadek przezywalnoS$ci
komoérek odpowiednio o + 12% dla 1 uM ABio * 17% w przypadku 10 pM (ry-
cina 36). Przezywalno$¢ komoérek PC12 poddanych dziataniu fibryli AR 1-42,
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nie ulegata znamiennym statystycznie zaminom w badanym zakresie stezen

(dane nieprezentowane).
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Rycina 36. Zalezny od stezenia wplyw oligomeréw Ap 1-42 na przezywalnos¢
komorek PC12

Przezywalno$¢ komoérek badano za pomoca testu MTT po 24-godzinnej inkubacji z oli-
gomerami A3 w stezeniach 1-10 uM. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik
stanowi $rednig arytmetyczng + SEM z pieciu niezaleznych do$wiadczen w czterech powtdrze-
niach. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA
oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. **, p<0,01. * p<0,05 - RézZnica istotna statystycznie w sto-
sunku do komérek kontrolnych

Zgodnie z danymi literaturowymi oraz z do$wiadczeniami wtasnymi
wskazujacymi na zalezng od stezenia toksyczno$¢ oligomerdw AR, w dalszych

doswiadczeniach zastosowano AP 1-42 w stezeniu 10 uM.

Oceniano poziom stresu oksydacyjnego w komorkach PC12, poddanych
dziataniu oligomeréw AP 1-42. Analize przeprowadzono poprzez pomiar utle-
niania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). Wykazata ona znaczacy
wzrost poziomu wolnych rodnikéw po zadziataniu oligomeréw A w stezeniu

10 uM (rycina 37).
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Rycina 37. Wplyw oligomerow Af na poziom wolnych rodnikéw w komoérkach
PC12

Po 24h hodowli komoérek PC12 z oligomerami ABw stezeniu 10 pM oznaczano poziom
wolnych rodnikéw metoda fluorymetryczng z zastosowaniem sondy DCF. Wyniki wyrazono,
jako intensywnos$¢ fluorescencji. Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczng z trzech niezalez-
nych doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano test-t. ** - Rdznica
istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01

W celu oceny zaangazowania szlaku sygnalizacyjnego PARS-1/PAR/AIF
w mechanizm $mierci komoérek PC12 wywotany egzogennymi oligomerami Af,
zbadany zostat poziom immunoreaktywnos$ci biatek AIF i PARS-1. Analiza we-
stern blot wykazata znamienny wzrost immunoreaktywnoSci biatka AIF po 24 h
dziatania peptydow (rycina 38A). W badanym modelu nie zaobserwowano

zmian w immunoreaktywnos$ci PARS-1 (rycina 38B).
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Rycina 38. Wplyw oligomeréow Af 1-42 na immunoreaktywnos$ci AIF
w komérkach PC12

Immunoreaktywnos¢ AIF (A) i PARS-1 (B), 24 h po podaniu 10 pM oligomeréw A 1-42,
badano metoda western blot. Wykresy przedstawiajg wyniki analizy densytometryczne norma-
lizowanej wzgledem GAPDH, ktére stanowia $rednig arytmetyczng z pieciu niezaleznych do-
$Swiadczen + SEM. Pod wykresami zamieszczono przyktadowe wyniki western blot. Do oceny
statystycznej wynikéw zastosowano test-t. ** - Roznica istotna statystycznie w stosunku do
kontroli, p<0,01

Badania ekspresji genu oraz immunoreaktywnosci biatka
AIF w réznych czesciach moézgu myszy transgenicznych APP+/+

z mutacja (Thy1;APP)Val717Ile
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Kolejne doswiadczenia prowadzono na myszach
FVBTg(Thy1;APP)Val717Ile, ktore stanowig jeden ze zwierzecych modeli ro-

dzinnej postaci choroby Alzheimera.

Zbadano poziom immunoreaktywnoSci i ekspresje genu mitochondrial-
nego biatka AIF. Badania z uzyciem metody western blot prowadzono na frak-
cjach subkomérkowych kory, hipokampa i prazkowia myszy transgenicznych
APP+/+ z mutacja (Thyl;APP)Val717lle oraz u myszy kontrolnych FVB
(APP-/). Z poszczegdlnych czesci mozgu izolowano RNA w celu oznaczenia eks-

presji genéw metodg Real-time PCR.

Analiza western blot immunoreaktywnosci biatka AIF we frakcji mito-
chondrialnej wykazata statystycznie znamienny wzrost poziomu tego biatka
w korze i w prazkowiu myszy APP+/* w poréwnaniu do myszy kontrolnych (ry-
cina 39A i 39C). Poziom immunoreaktywnosci AIF w hipokampie nie ulegat
zmianom statystycznie znamiennym (rycina 39B). Analiza poziomu mRNA dla
AIF przeprowadzona metodg Real-time PCR wykazata brak zmian w ekspres;ji

genu dla tego biatka (rycina 39).
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Rycina 39. Ekspresja genu i poziom immunoreaktywnosci AIF u myszy FVB APP-/-

i APP+/+

Imunoreaktywnos$¢ AIF we frakcji mitochondrialnej badana metoda western oraz ekspresja ge-

néw badana metodg Real-time PCR

(stupki w paski) w korze mézgu (A), hipokampie (B) i prazkowiu (C)

myszy transgenicznych FVB. Wykresy dla western blot przedstawia wyniki analizy densytometrycznej
normalizowanej wzgledem (3-aktyny dla Real-time PCR wzgledem genu dla Actb. Wyniki stanowia $rednia
arytmetyczng z pieciu niezaleznych doswiadczen + SEM. Pod wykresami zamieszczono przyktadowe wyni-
ki western blot. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano test-t. * - p<0,05; ** - p<0,01- Réznica istot-
na statystycznie w stosunku do kontroli
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Badanie poziomu i lokalizacji AIF oraz PARS/PAR w stre-

sie nitrozacyjnym wywotanym donorem NO w komérkach PC12

WeczesSniejsze wyniki badan pokazaty, ze zwiekszone uwalnianie pepty-
dow A prowadzi do zwiekszonego uwalniania NO i wzrostu poziomu reaktyw-
nych form tlenu w komérce. NO jest stabym wolnym rodnikiem, lecz w wyniku
reakcji z rodnikiem ponadtlenkowym tworzy nadtlenoazotyn o wtasciwosciach
silnie oksydacyjnych i moze prowadzi¢ do aktywacji kaskady wolnorodnikowej,
uszkodzenia mitochondriéw i programowanej Smierci komadrki. W celu lepszego
poznania mechanizméw molekularnych wptywajacych na poziom i lokalizacje
AIF w wyniku dziatania peptydéw AP, w dalszej czeSci pracy badania prowa-
dzono w warunkach stresu nitrozacyjnego, wywotanego donorem NO, SNP

w dwbch stezeniach: 1001 500 pM.

Analize rozpoczeto od zbadania wptywu SNP na przezywalno$¢ komoérek

PC12. W tych samych warunkach zbadane zostalty poziom i lokalizacja AIF.

Wyniki testu MTT wykazaly zalezny od stezenia SNP i czasu jego dziata-
nia spadek przezywalnosci komérek. Po 24h hodowli 100 uM SNP powodowat
nieznaczny, okoto 15-20%, spadek przezywalnos$ci komoérek PC12 (rycina
40A). W warunkach tych w mitochondriach komérek PC12, zaobserwowano
zalezny od czasu wzrost immunoreaktywnosci AlF, ktory w 12h hodowli osiagat

warto$¢ pieciokrotnie wyzszg od kontroli (rycina 40B).
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Rycina 40. Wplyw stresu nitrozacyjnego wywotanego 100 uM SNP na przezywal-
nos¢ i poziom immunoreaktywnosci AIF w komdrkach PC12

Komorki PC12 hodowano odpowiednio w czasie 0- 24h w warunkach 2% surowicy
z 100 uM SNP. Wykresy przedstawiaja: przezywalno$¢ komoérek badang za pomoca testu MTT
(A) oraz immunoreaktywno$c¢ AIF we frakcji mitochondrialnej badang metoda western blot (B).
Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Dla wykresu A wyniki stanowig $rednig arytme-
tyczna + SEM z oSmiu niezaleznych doswiadczen w czterech powtdrzeniach, natomiast dla wy-
kresu B wyniki przedstawiajg analize densytometryczng normalizowang wzgledem (-aktyny,
ktéra stanowi Srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen + SEM. Pod wykresem
B zamieszczono przyktadowy wyniki western blot. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowa-
no jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. * - p<0,05;
** - p<0,01; *** - p<0,001- Rdznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli
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To samo do$wiadczenie przeprowadzono w warunkach stresu wywota-
nego 500 uM SNP. Powyzszy stres prowadzit do drastycznego spadku przezy-
walnos$ci komorek, ktory w 24 h doprowadzat do obumierania + 75% komoérek
(rycina 41A). Natomiast analiza western blot nie wykazata zmian w immunore-
aktywnosci AIF w tych warunkach (rycina 41B). Do 12 h inkubacji poziom biat-

ka nie zmieniat sie w pozostatej przy zyciu niewielkiej okoto 25% puli komorek.
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Rycina 41. Wplyw stresu nitrozacyjnego wywotanego 500 uM SNP na przezywal-
no$¢ i poziom immunoreaktywnosci AIF w komoérkach PC12

Komérki PC12 hodowano odpowiednio w czasie 0- 24h w warunkach 2% surowicy
z 500 uM SNP. Wykresy przedstawiajg: przezywalno$¢ komoérek badang za pomocg testu MTT (A), oraz
immunoreaktywno$¢ AIF we frakcji mitochondrialnej badana metoda western blot (B). Wyniki przedsta-
wiono w procentach kontroli. Dla wykresu A wyniki stanowia $rednig arytmetyczna + SEM z o$miu nieza-
leznych do$wiadczen w czterech powtdrzeniach, natomiast dla wykresu B wyniki przedstawiajgq analize
densytometryczng normalizowang wzgledem -aktyny, ktéra stanowi $rednig arytmetyczna z trzech nieza-
leznych doswiadczen +* SEM. Pod wykresem B zamieszczono przyktadowy wyniki western blot. Do oceny
statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc New-
mana-Keulsa. *** - R6znica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,001
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W warunkach stresu nitrozacyjnego wywotanego donorem NO ekspresja

genu dla AIF nie ulegata zmianie (wyniki nieprezentowane).

W kolejnych doswiadczeniach wykazano, ze hodowla komérek w obec-
nosci 500 uM SNP przez 12h, nie miata wpltywu na poziom biatka PARS-1 we
frakcji jadrowej komorek PC12 (rycina 42A). Natomiast aktywnos$¢ PARS-1,
drastycznie spadata. Juz po 5 minutach inkubacji jej wartos$¢ spadata do + 80%
wartosci kontrolnej, natomiast po 2h aktywnos$ci enzymu wynosita jedynie

* 30% wartosci kontrolnej (rycina 42B).
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Rycina 42. Wplyw donora tlenku azotu (SNP) na poziom immunoreaktywnos$ci
i aktywnos¢ PARS-1

Wykres A przedstawia badang metoda western blot immunoreaktywno$¢ PARS-1
w zgrubnej frakcji jadrowej komoérek PC12, hodowanych 0-12 h w obecnos$ci 500 uM SNP. Wy-
niki analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem (-aktyny stanowig Srednia arytme-
tyczng z trzech niezaleznych doswiadczen + SEM. Pod wykresem zamieszczono przyktadowy
wyniki western blot. Wykres B przedstawia aktywno$¢ PARS-1 mierzong w homogenacie komd-
rek PC12 po 57, 30°, 2h i 6h hodowli z 500 pM SNP. Wyniki wyrazone w pmol/mg biatka/min,
w % kontroli, stanowig $rednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech po-
wtérzeniach + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg analize
wariancji ANOVA oraz test post-hoc Bonferroni. * - p<0,05; *** - p<0,001 - réznica istotna staty-
stycznie w stosunku do kontroli
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W powyzszych warunkach doswiadczalnych zbadano takze eks-
presje genu dla PARS-1. Wykazano brak wptywu donora NO, w stezeniu 500 pM,

na poziom ekspresji tego genu (dane nieprezentowane).

Za $Smier¢ komoérek w odpowiedzi na dziatanie NO uwalnianego z SNP,
odpowiedzialne moga by¢ rézne czynniki. Zbadano czy inne proapoptotyczne
biatka, takie jak kaspaza-3 i cytochrom c, nie sg zaangazowane w mechanizm
$Smierci komorek w powyzszych warunkach. Analiza western blot nie wykazata
statystycznie znamiennych zmian w poziomie immunoreaktywno$ci cytochro-
mu ¢ po 12h hodowli w mitochondriach komoérek PC12 w obecnosci 500 uM
SNP (rycina 43A). Dodatkowo w czasie od 0 do 6 h w odpowiedzi na 500 pM
SNP zbadano aktywno$¢ kaspazy 3 i w 6 h zaobserwowano znamienny wzrost

jej aktywnosci (rycina 43B).

108



Wyniki Magdalena Cies$lik

1251

100+

aktyne

[w % kontroli]

a ~
o (3}
L L

cytochrom c/g
&

0 6h 12h

Cytochrom ¢ S
12 kDa

aktywnos¢ kaspazy 3
[nmol AMC/min/mg biatka]

Rycina 43. Wplyw stresu oksydacyjnego wywotanego SNP na poziom immunore-
aktywnosci cytochromu c i aktywnos¢ kaspazy 3

Badana metoda western blot immunoreaktywno$¢ cytochromu c we frakcji mitochon-
drialnej (A) oraz analizowana metoda fluorymetryczng aktywnos$¢ kaspazy 3 (B) komérek PC12,
hodowanych w obecnosci 500 pM SNP odpowiednio przez 0-12h. Wykres A przedstawia wyniki
analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem (-aktyny, ktéra stanowi $rednig arytme-
tyczng z trzech niezaleznych doswiadczen + SEM. Pod wykresem zamieszczono przyktadowy
wyniki western blot. Wykres B stanowi $rednig arytmetyczng + SEM z trzech niezaleznych do-
Swiadczen w dwoch powtérzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczyn-
nikowg analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. * - p<0,05- réznica istotna
statystycznie w stosunku do komérek PC12 kontrolnych (nietraktowanych)
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Uzyskane wyniki wskazujg, ze w warunkach badanego stresu nitrozacyj-
nego obserwowany wzrost poziomu biatka AIF w mitochondriach lub utrzyma-
nie jego poziomu, moze warunkowac przezycie wiekszej lub mniejszej puli ko-
morek. Wyniki wykluczajg udziat biatka AIF i czynny udziat PARS-1 w $mierci
komérek. Aktywno$¢ PARS-1 jest silnie hamowana przez NO, a wynik ten moze
sugerowac udzial uwalnianego przez A NO w hamowaniu PARS-1 w komér-

kach APPsw. Wyniki wskazujg na aktywacje szlaku zaleznego od kaspaz.

Badanie wplywu stresu nitrozacyjnego wywotanego do-
norem NO w komoérkach PC12 transfekowanych genem dla

biatka APP

Zgodnie z danymi literaturowymi oraz poprzednimi wynikami dotyczg-
cymi zmian zachodzgcych w komdrkach PC12 poddanych transfekcji genem dla
biatka APP, wykazany zostatl istotny udziat NO w toksycznos$ci peptydéw Ap.
Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzajg wzrost aktywnosci NOS w stosowa-
nych do badan komoérkach transfekowanych biatkiem APP. NO uwalniany
w nadmiarze moze uczestniczy¢ w kaskadzie wolnorodnikowej i w konswkwen-
cji prowadzi¢ do Smierci komdrek. W kolejnych do$wiadczeniach analizowano
wpltyw dodatkowego stresu nitrozacyjnego wywotanego donorem NO, SNP na
poziom i lokalizacje biatka AIF oraz na aktywnos$c¢ i integralno$¢ PARS-1 w wa-
runkach dziatania endogennych peptydéw AB w trzech liniach komérek: PC12
kontrolnych, APPwt transferowanych dzikim genem dla biatka APP oraz genem
z mutacjg szwedzka APPsw. Badania miaty na celu stwierdzenie, czy komérki

transfekowane APP wykazujg wiekszg wrazliwo$¢ na badany stres nitrozacyjny.
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Analiza wplywu NO na przezywalnos¢, ekspresje i poziom
biatlek AIF i PARS-1 w komérkach PC12 transfekowanych ge-
nem dla biatka APP

Doswiadczenia z uzyciem testu MTT wykazaty, ze SNP 500 uM obniza
przezywalno$¢ wszystkich trzech typéw komoérek do 70-80%. Dodatkowo, ko-
morki APPsw charakteryzuje wyzsza wrazliwos$¢ na stres wywotany NO w po-

réwnaniu do komorek kontrolnych - PC12 (rycina 44).

7 7

przezywalnos¢ komoérek
[w % kontroli]

PC12+SNP APPwt+SNP APPsw +SNP

Rycina 44. Wptyw NO uwalnianego przez SNP na przezywalno$¢ komoérek trans-
fekowanych genem dla biatka APP

Komoérki PC12, APPwt i APPsw inkubowano z 500 pM SNP przez 24h. Przezywalno$c¢
komoérek badano za pomoca testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy
wynik stanowi $rednig arytmetyczng + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech
powtdrzeniach. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano dwuczynnikowq analize warian-
cji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. * - rdznica istotna statystycznie w stosunku do
komoérek kontrolnych, p<0,05. # - rdznica istotna statystycznie w stosunku do komérek PC12
poddanych dziataniu 500 pM SNP, p<0,05

Podobnie jak we wcze$niejszych doSwiadczeniach dalsza analiza doty-
czaca dziatania zewnatrzkomoérkowo uwalnianego NO skupiona zostata na biat-

kach AIF i PARS-1. Biorgc pod uwage, ze tylko komorki APPsw charakteryzowa-
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ta zwiekszona wrazliwo$¢ na stres wywotany donorem NO, ta linia zostata wy-

brana do kolejnych analiz.

Badanie metoda western blot wykazalo, Ze zastosowanie stresora,
500uM SNP, nie wpltywato na podwyzszong immunoreaktywnos$¢ biatka AIF
komorek APPsw spowodowang dziataniem endogennie uwalnianych peptydéw
AB. Zaobserwowano podobny poziom immunoreaktywnosci AIF w mitochon-
driach komérek APPsw traktowanych 500uM SNP, w stosunku do kontroli
PC12. Natomiast w odniesieniu do nietraktowanych APPsw poziom ten (jak

omoéwiono powyzej), nie ulegat statystycznym zmianom (rycina 45).
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Rycina 45. Wplyw stresu nitrozacyjnego wywotanego SNP na poziom immunore-
aktywnosci AIF w komoérkach PC12 transfekowanych genem dla biatka APP

Badana metodg western blot immunoreaktywno$¢ AIF, we frakcji mitochondrialnej
komorek PC12 kontrolnych i APPsw, hodowanych dodatkowo w obecnosci 500 uM SNP. WyKkres
przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem f-aktyny i stanowi
$rednig arytmetyczng z trzech lub czterech niezaleznych doswiadczen + SEM. Do oceny staty-
stycznej wynikdw zastosowano dwuczynnikowa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc
Newmana-Keulsa.* - Rdznica istotna statystycznie w stosunku do komdrek PC12 kontrolnych
p<0,05

Analiza poziomu aktywnosci PARS-1 w warunkach stresu nitrozacyjnego
wykazata obnizenie aktywno$ci tego enzymu w komoérkach PC12 w stosunku do

komérek kontrolnych, nietraktowanych SNP. Donor NO, 500 uM SNP, nie wpty-
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wat juz na znaczaco obnizong aktywno$¢ enzymatyczng PARS-1 w stosunku do

odpowiedniej kontroli APPsw, nietraktowanej SNP (rycina 46).
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Rycina 46. Wplyw stresu oksydacyjnego wywotanego SNP na aktywnos$¢ PARS-1
w komérkach PC12 transfekowanych APP

Aktywnos$¢ PARS-1 mierzono w homogenacie komoérek PC12 i APPsw po 2h hodowli
z 500 uM SNP. Wyniki wyrazone w pmol/mg biatka/min sa % odpowiednich kontroli, nietrak-
towanych SNP i stanowig $rednia arytmetyczng z 3 niezaleznych do$wiadczen w trzech powté-
rzeniach * SEM. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowa analize wa-
riancji ANOVA oraz test post-hoc Bonferroni. *** - Réznica istotna statystycznie w stosunku do
komorek kontrolnych PC12 nietraktowanych SNP, p<0,001

Zastosowane w niniejszej pracy tak wysokie, 500 pM stezenie SNP, stwa-
rza warunki stresu powodujacego masywne obumieranie komdrek niezalezne
od translokacji AIF i aktywnos$ci PARS-1. Uzyskane dane wskazujg, ze zachowa-
ny poziom AIF i obniZona znaczaco aktywnos$¢ PARS-1 w puli komorek ktére

przezyty, moze warunkowac ich wiekszg odpornos¢ na tego typu stres.

W celu lepszego zrozumienia znaczenia AIF w mechanizmie przezycia
i $mierci komédrek dalsze badania prowadzono w warunkach stresu genotok-
sycznego. Do badan zostat uzyty klasyczny czynnik alkilujagcy DNA - N-metylo-
N-nitro-N-nitrozoguanidyna (MNNG).
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Badanie wplywu stresu genotoksycznego na przezycie

komorki HT22, ekspresje i poziom biatka AIF i poziom PAR

Wzmozony stres oksydacyjny i genotoksyczny, w zaleznosci od czynnika
go wywotujgcego i od rodzaju komoérek, moze prowadzi¢ do nadmiernej akty-
wacji PARS-1, zuzycia BNAD* i ATP i w konsekwencji do $mierci komoérek, na
drodze nekrozy lub apoptozy zaleznej, badzZ niezaleznej od kaspaz.

Wobec powyzszego, celem prowadzonych dos$wiadczen bylo zbadanie
zaleznosci pomiedzy poziomem biatka AIF w mitochondriach i poli-ADP-
rybozylacja a funkcja mitochondriow i przezywalno$ciag komoérek w warunkach
stresu genotoksycznego wywotanego czynnikiem alkilujagcym DNA. Jak wiado-
mo, neurony hipokampa sg najbardziej wrazliwe na dziatanie czynnikéw uszka-
dzajacych. Do chwili obecnej tylko nieliczne badania prowadzone byly na ko-
morkach neuronalnych. Szeroko rozpowszechnione toksyny obecne w srodowi-
sku naturalnym w tym: siarczan metylu, dimetylonitrozoamina, sulfonian ety-
lowy, a takze MNNG, moga doprowadzac¢ do istotnych zaburzen, do alkilacji DNA
i do $mierci. Lepsze zrozumienie mechanizméw obumierania, w tym zbadanie
znaczenia AIF/PAR, w neuronach poddanych stresowi genotoksycznemu, moze

by¢ istotne w neuroprotekcji.

Stres genotoksyczny wptywa na zaburzenie funkcji wszystkich organelli
komorkowych, a przede wszystkim mitochondriow i moze prowadzi¢ do obu-
mierania komdrek. Dlatego tez badania rozpoczeto od analizy zywotnosci ko-
morek w warunkach MNNG, w zakresie stezen 50 - 500 uM. Wykazano zalezne
od stezenia MNNG obumieranie komorek, ktére w 100 uM wynosito + 70%, na-
tomiast w najwyzszym ze stosowanych stezen, 500 uM, obumierato okoto 85%

komoérek (rycina 47).
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Rycina 47. Przezywalno$¢ komorek HT22 w warunkach stresu genotoksycznego

Komoérki HT22 inkubowano odpowiednio z 50, 100, 250 i 500 uM MNNG przez 24 h.
Przezywalnos¢ komorek badano za pomoca testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach
kontroli. Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczng + SEM z czterech niezaleznych doswiad-
czen w czterech powtérzeniach. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynniko-
wa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. ™ - Rdznica istotna staty-
stycznie w stosunku do komoérek kontrolnych, p<0,001

Prowadzace do $mierci komorki uwalnianie biatka AIF moze by¢ zalezne
od nadmiernie zwiekszonej aktywno$ci PARS-1. Produktem reakcji enzyma-
tycznej PARS-1 jest poli(ADP-ryboza) PAR, uwazana za wazng czastke sygnali-
zacyjng miedzy jadrem a mitochondrium. W kolejnym dos$wiadczeniu w celu
poznania mechanizmu, ktéry odpowiedzialny jest za Smier¢ komorek w stresie
genotoksycznym, zbadana zostata immunoreaktywno$¢ AIF oraz kinetyka

zmian poziomu immunoreaktywnosci PAR.

Uzyskane dane pokazaty, ze inkubacja z MNNG 100 pM w zalezny od cza-
su sposoOb, wptywa na obnizenie poziomu immunoreaktywnosci biatka AIF we
frakcji mitochondrialnej komdérek HT22. Po 24h hodowli komoérek z MNNG po-
ziom AIF w mitochondriach osigga okoto 45% warto$ci kontrolnej (rycina
48A). Ponadto w warunkach tych obserwowany byt wzrost immunoreaktywno-
Sci AIF we frakcji jadrowej (rycina 48B). Wynik ten wskazuje wyptyw tego

biatka z mitochondriéw i jego translokacje do jadra komorki

Badanie immunoreaktywnosci PAR metoda western blot, po wczes$niejszym

przeprowadzeniu reakcji z BNAD, wykazato wyraznie zwiekszona zdolno$¢ do syn-

115



Wyniki Magdalena Cieslik

tezy PAR pod wptywem stresu genotoksycznego i wyrazny wzrost immunoreaktyw-
nosci PAR, wraz ze wzrostem czasu inkubacji z 100 uM MNNG. Po 1 h inkubacji
poziom PAR wynosit 300% kontroli i wzrastat az do 500% po 24 h inkubacji (rycina
48C). Poziom immunoreaktywnosci biatka PARS-1 nie ulegat zmianie (dane niepre-

zentowane).
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Rycina 48. Wplyw stresu genotoksycznego na immunoreaktywnos$¢ AIF i PAR

Badana metodg western blot immunoreaktywno$é AIF we frakcji mitochondrialnej (A)
i jadrowej (B) oraz PAR w homogenacie (C) komoérek HT22 hodowanych w obecnos$ci 100 pM
MNNG, odpowiednio przez 30°, 1 h, 12 h i 24 h, a w przypadku PAR dodatkowo po inkubacji
z BNAD*. Wykresy przedstawiajg wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem
[-aktyny, ktora stanowi $rednig arytmetyczng z czterech niezaleznych doswiadczen + SEM. Pod
wykresami zamieszczono przyktadowe wyniki western blot. Do oceny statystycznej wynikéw
zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.
- p<0,001; ™ - p<0,01; * - p<0,05. Réznica istotna statystycznie w stosunku do komoérek
kontrolnych
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W zwigzku z zaobserwowanym spadkiem poziomu AIF we frakcji mito-
chondrialnej oraz wzrostem immunoreaktywnosci PAR w komoérekach HT22,
zbadano wplyw inhibitoréw PARS-1 na poziom AIF w mitochondriach. Do do-
Swiadczen uzyte zostaty dwa selektywne inhibitory PARS-1, P] 34 i 3-AB.

Analiza western blot wykazata, Ze w warunkach stresu genotoksycznego
podanie inhibitoréw zaréwno 20 uM P] 34, jak i 5 mM 3-AB, znacznie zapobie-
gato uwalnianiu/obnizeniu poziomu biatka AIF we frakcji mitochondrialnej my-
sich neuronéw hipokampa. Obserwacja ta dotyczyta zaréwno krotkiej 1h ekspo-
zycji na czynnik stresowy (rycina 49A), jak i dtuzszej 24 h (rycina 49B). Do-
datkowo, by sprawdzi¢ czy inhibitory PARS-1 bedg wptywaty na poziom AIF
w odpowiedzi na dtugotrwaty, silny stres genotoksyczny, zastosowane zostaty
dwa wysokie stezenia MNNG - 250 puM i 500 uM. W obu przypadkach udato sie
utrzymac¢ wysoki poziom AIF w mitochondriach komérek HT22 po zastosowa-

niu 3-AB i P]34 (rycina 49Ci D).
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Rycina 49. Wplyw inhibitoré6w PARS-1 na immunoreaktywnos$¢ AIF we frakcji
mitochondrialnej w warunkach stresu genotoksycznego

Badana metoda western blot immunoreaktywno$¢ AIF we frakcji mitochondrialnej komdrek
HT22, hodowanych w obecnosci MNNG, po zastosowaniu inhibitoréw PARS-1 (5 uM
3-AB i 20 uM PJ34). Wykres A przedstawia immunoreaktywno$¢ AIF po 1 h inkubacji ze 100 uM wraz z
inhibitorami, wykres B po 24hh inkubacji ze 100 uM, C po 24hh inkubacji ze 250 pM i D po 500 uM MNNG
wraz z inhibitorami PARS-1. Wykresy przedstawiaja wynik analizy densytometrycznej normalizowanej
wzgledem B-aktyny, ktéra stanowi Srednig arytmetyczng z czterech lub pieciu niezaleznych doswiadczen +
SEM. Pod wykresem zamieszczono przyktadowe wyniki western blot. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.
### - p<0,001.## - p<0,01; # - p<0,05, R6znica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych.
" -p<0,01; * - p<0,05, Réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych MNNG
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Efekt inhibitorow PARS-1 na przezywalnos¢ komorek poddanych

dzialaniu stresu genotoksycznego

Masywne uszkodzenie DNA prowadzi do nadmiernej aktywacji PARS-1,
a w dalszej kolejnosci wptywa na uwolnienie AIF z mitochondrium i jego trans-
lokacje do jadra, co skutkuje $mierciag komorki. Stad tez w dalszej kolejnosci
zbadany zostat wptyw inhibitoréw PARS-1 na stopien przezywalnosci unie-

$Smiertelnionych neuron6w hipokampa.

Badania prowadzono w dwdéch réznych czasach inkubacji: 1 h i 24 h dzia-
tania czynnika genotoksycznego wraz z inhibitorami PARS-1 (3-AB i P] 34).

Przezywalno$¢ komorek oceniang testem MTT wykonywano po 24h.

Godzina inkubacji komoérek HT22 z czynnikiem alkilujagcym DNA powo-
dowata obumieranie * 55% komoérek. Podanie inhibitoréw PARS-1 (3-AB
i P]34) skutkowato wzrostem przezywalnosci o + 20% w stosunku do wartos$ci

kontrolnej. Oba zastosowane inhibitory wywieraty podobny efekt (rycina 50A).

Dtugotrwate 24 h dziatanie MNNG wywotywato masywne obumieranie
komorek HT22 (rycina 50). W zwigzku z tym zastosowano inhibitory PARS-1
w warunkach 24h inkubacji z MNNG w stezeniach: 100 uM, 250 uM i 500 pM.
Badania pokazaty, Ze nawet w warunkach tak mocnego stresu, gdzie w 100 puM
przezywa okoto 30% komoérek, a w 250 i 500 uM jedynie okoto 10% komorek,
oba zastosowane inhibitory PARS-1 hamowaty $§mier¢ komoérek i przezywato od
60% do 80% w zaleznosci od warunkéw doswiadczalnych (rycina 50B, Ci D).

Zmianom tym towarzyszyty zmiany morfologia komoérek (rycina 50E).
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Rycina 50. Wplyw inhibitoréw PARS-1 na przezywalnos¢ komérek HT22 w wa-

runkach stresu genotoksycznego wywotanego dziataniem MNNG

Komédrki HT22 poddawane byly 5 minutowej preinkubacji odpowiednio z 5 mM 3-AB
i 20 uM PJ 34, a nastepnie traktowane 100 pM przez 1 h (A) oraz 100 uM (B), 250 uM (C) i 500 uM MNNG
(D) przez 24 h. Rycina E przyktadowe zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajace morfologie
komoérek w wybranych warunkach do$wiadczalnych. Przezywalno$¢ komérek badano za pomoca testu
MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczng + SEM
z czterech niezaleznych do$wiadczen w czterech powtérzeniach Do oceny statystycznej wynikéw zastoso-
wano jednoczynnikowgq analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. ###- p<0,001, r6zni-
ca istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych. ™ - p<0,001; ™ - p<0,01, réznica istotna
statystycznie w stosunku do komérek traktowanych MNNG
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W zwigzku z zaobserwowanym wysoce protekcyjnym dziataniem 3-AB
i P] 34 podanych przed stresorem, w kolejnym do$wiadczeniu zbadany zostat
wptyw tych inhibitoréw po 5, 15 i 30 min od zadziatania czynnika genotoksycz-
nego. Test MTT wykazal wysoka przezywalnos¢ komoérek we wszystkich ukta-
dach doswiadczalnych, w ktérych komorki poddano dziataniu inhibitoréw. Po-
danie 3-AB i PJ 34 po zadzialaniu MNNG nie wptywato na obnizenie ich skutecz-
nosci w poréwnaniu do efektu uzyskanego w wyniku ich zastosowania, przed

zadziataniem stresora (rycina 51A1i B).
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Rycina 51. Wplyw inhibitoréw PARS-1 podanych przed i po MNNG na przezywal-
no$¢ komoérek HT22

Komoérki HT22 traktowano 100 pM MNNG, a odpowiednio po 5, 15 i 30 minutach dodawano
5 mM 3-AB (A) oraz 20 pM PJ] 34 (B) i inkubowano przez kolejne 24h (stupki w paski). Przezywalnos$¢
komoérek badano za pomocg testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stano-
wi $rednig arytmetyczng = SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech powtérzeniach. Do oceny
statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowga analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc New-
mana-Keulsa. "™ - p<0,001, réznica istotna statystycznie w stosunku do komoérek traktowanych MNNG
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Dotychczas uzyskane wyniki pokazaty wyraZzne zaangazowanie biatek
AIF i PARS-1 w mechanizm $mierci badanych komoérek, w odpowiedzi na stres
wywotany alkilacja DNA, a takze wyrazne protekcyjne dziatanie zwigzkéw ha-
mujacych aktywnos$¢ PARS-1. Zaréowno 3-AB jak i PJ34 charakteryzuje podo-
bienstwo strukturalne. W zwigzku z tym, w dalszej cze$ci badan uwaga zostata
skupiona na innych analogach strukturalnych, antybiotykach tetracyklinowych
- doksycyklinie i minocyklinie. Oba zwigzki testowane byly w zakresie stezen

odpowiednio: 2,5 - 20 uM i 10 - 200 nM.

Oba antybiotyki wykazaty protekcyjne dziatanie w warunkach stresu ge-
notoksycznego wywotanego przez MNNG. Przezywalno$¢ komorek wzrastata
we wszystkich testowanych zakresach stezen, osiagajac okoto 80% kontroli
w przypadku doksycykliny (rycina 52A) i niewiele mniej, bo 70% w przypadku
minocykliny (rycina 52B). Zbadano réwniez morfologie komoérek HT22. Zasto-

sowanie antybiotykéw miato wyrazne dziatanie cytoprotekcyjne (rycina 52C).
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Rycina 52. Wplyw antybiotykéw z grupy tetracyklin na przezywalnos$¢ komorek
HT22 w warunkach stresu genotoksycznego wywolanego dziatlaniem MNNG

Komorki HT22 poddawane byly preinkubacji odpowiednio z doksycykling 2,5 - 20 uM
(A) oraz minocykling 10 - 200 nM (B), a nastepnie traktowane 100 uM MNNG przez 24 h. Ryci-
na C przedstawia zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajace morfologie komoérek
w wybranych warunkach doswiadczalnych. Przezywalno$¢ komdrek badano za pomoca testu
MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczna
+ SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech powtdrzeniach. Do oceny statystycznej
wynikéw zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-
Keulsa. ™ - p<0,01; * - p<0,05, réznica istotna statystycznie w stosunku do komoérek traktowa-
nych MNNG
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Jak wykazane zostato powyzej, doksycyklina i minocyklina chronig neu-
rony hipokampa przed $miercig w odpowiedzi na stres genotoksyczny. Stad tez,
zbadany zostat wptyw tych antybiotykéw na immunoreaktywnos¢ AIF. Badanie
pokazato, ze podobnie jak i w przypadku inhibitoréw PARS-1, oba zwigzki za-
pobiegaja wyptywowi AIF z mitochondrium do jadra. 24 h hodowla komoérek
w warunkach stresu genotoksycznego w obecnosci 200nM minocykliny powo-
dowata przywroceniem poziomu AIF do wartosci kontrolnej, natomiast zasto-
sowanie 10 pM doksycykliny powodowato wzrost poziomu immunoreaktywno-

$ci AIF w poréwnaniu do wartosci kontrolnych (rycina 53 A).

Dodatkowo zbadana zostata ekspresja genu dla AIF. W powyzZszych wa-
runkach doswiadczalnych zaden z badanych zwigzkéw nie miat wptywu na eks-

presje tego genu (rycina 53B).
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Rycina 53. Wplyw antybiotykow z grupy tetracyklin na poziom immunoreaktyw-
nosci i ekspresje genu dla AIF w komérkach HT22 w warunkach stresu genotok-
sycznego wywolanego dzialaniem MNNG

Komorki HT22 poddawane byty preinkubacji z 10 uM doksycykling oraz 200 nM mino-
cykling, a nastepnie traktowane 100 uM MNNG. Badana metoda western blot immunoreaktyw-
nos¢ AIF po 24 h hodowli (A) oraz Real-time PCR po 12h hodowli poziom ekspresji jego genu
(B). Wykres A przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem (3-
aktyny, ktory stanowi Srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych dos$wiadczen + SEM. Pod
wykresem zamieszczono przyktadowy wyniki western blot. Wykres B przedstawia poziom eks-
presji genu AIF normalizowany wzgledem Actb z czterech niezaleznych doswiadczen w trzech
powtdrzeniach * SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg analize
wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa *** - p<0,001; ** - p<0,01, réznica istotna
statystycznie w stosunku do komdrek traktowanych MNNG
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Powyzsze dane pokazaty istotny udziat aktywacji PARS-1 w mechani-
zmie Smierci komodrek w warunkach stresu genotoksycznego, wywotanego alki-
lacja DNA. Jednym z najwazniejszych enzyméw wptywajgcych na utrzymania
réwnowagi w procesie poli(ADP-rybozyl)acji i poziomu PAR jest PARG. Enzym
ten wykazuje aktywno$¢ endo i egzoglikohydrolazy i hydrolizuje wigzania mie-
dzy czasteczkami cukru, utrzymujac homeostaze PAR w komoérce. Ponadto jego

aktywno$¢ moze rowniez by¢ niezbedna dla prawidtowej naprawy uszkodzen

nici DNA.

W kolejnych doswiadczeniach dotyczacych wptywu MNNG na przezy-
walno$¢ komorek HT22 zbadany zostat takze inhibitor PAGR - ADP-HDP,
w zakresie stezen od 0,5 do 1 uM. W badanym modelu zahamowanie aktywno-
$ci PARG wptywato na obnizenie zywotno$ci komorek we wszystkich stosowa-

nych stezeniach (rycina 54).
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Rycina 54. Wplyw inhibitora PARG na przezywalno$¢ komérek HT22 w warun-
kach stresu genotoksycznego wywotanego dzialaniem MNNG

Komorki HT22 poddawane byty preinkubacji z ADP-HDP w zakresie stezen od 0,5 do
1 uM, a nastepnie traktowane 100 uM MNNG przez 24 h. Przezywalno$¢ komérek badano za
pomoca testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Srednig
arytmetyczng = SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech powtérzeniach. Do oceny
statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowaq analize wariancji ANOVA oraz test post-

hoc Newmana-Keulsa. * - R6znica istotna statystycznie w stosunku do komoérek traktowanych
MNNG, p<0,05
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Efekt dziatania potencjalnych zwigzkow protekcyjnych na

przezywalno$¢ komorek w warunkach stresu genotoksycznego

Dane literaturowe wskazuja, ze w $mier¢ komorek na drodze zaleznej od
PARS-1 zaangazowane s3 réwniez kinazy biatkowe. Moga one bezposrednio
wptywac na fosforylacje PARS-1, a tym samym jego aktywno$¢ lub tez aktyw-
no$¢ PARS-1 i poli(ADP-rybozyl)acja moze wptywac¢ na aktywno$¢ kinaz. Dlate-
go tez, w kolejnych do$wiadczeniach w warunkach stresu genotoksycznego
i wzmozonej aktywnoSci PARS-1 przebadane zostaly inhibitory kinaz biatko-
wych C i G (GF109203x inhibitor PKC i KT5823 inhibitor PKG) oraz inhibitor
kinazy regulowanej sygnatem zewngtrzkomérkowym (ERK1/2, U0126).

Uzyskane wyniki wykazaly pozytywny wplyw jedynie inhibitora dla
ERK1/2, ktory dziatat protekcyjnie zwiekszajac przezywalno$¢ komérek o okoto
10%. Zahamowanie aktywnoSci pozostatych dwoch kinaz (PKC i PKG) nie miato

wptywu na zywotno$¢ komérek HT22 (rycina 55).

Dodatkowo w powyzszych warunkach zbadane zostato takze dziatanie
inhibitora kalpainy (MDL28170), biatka prawdopodobnie zaangazowanego
w proteolityczne ciecie dojrzatej formy AIF, a tym samym za uwalnianie AIF
z mitochondrium, umozliwiajgc translokacje tej molekuty do jadra komérki.
Przeprowadzone do$wiadczenie wykazato wzrost przezywalnosci komérek po
zastosowaniu MDL28170, jednak podobnie jak w przypadku U0126 zwigzek ten

zwiekszat przezywalno$¢ komérek o okoto 10-12% (rycina 55).
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Rycina 55. Wptyw inhibitoréw kinaz biatkowych oraz kalpainy na przezywalnos¢
komodrek HT22 w warunkach stresu genotoksycznego

Komorki HT22 poddawane byly 5 minutowej preinkubacji z ADP-HDP w zakresie ste-
zen od 0,5 do 1 puM, a nastepnie traktowane 100 pM MNNG przez 24h. Przezywalno$¢ komérek
badano za pomoca testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik sta-
nowi $rednig arytmetyczng + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech powtdrze-
niach. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowgq analize wariancji ANOVA
oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. ™ - Réznica istotna statystycznie w stosunku do komoérek
traktowanych MNNG, p<0,01

Zanalizowano wtasciwosci protekcyjne kwasu dokozaheksaenowego,
ktory wykazuje szereg pozytywnych oddziatywan w organizmie. W doswiad-
czeniach zastosowano kwas DHA w czterech réznych stezeniach: 10, 20, 30 i 50

uM.

Badania wykazaly statystycznie znamienny wzrost zywotno$ci komorek
HT?22 po zastosowaniu DHA w trzech z wybranych stezen. Zar6wno 10, 20 jak
i 30 uM DHA skutkowat wzrostem przezywalnosci komorek do okoto 80% war-
tosci kontrolnej. Natomiast w najwyzszym ze stosowanych stezen - 50 uM, od-
notowano brak korzystnego wptywu na zalezne od MNNG obumieranie komo-

rek. W warunkach tych przezywato okoto * 35% komoérek (rycina 56).
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Rycina 56. Wplyw DHA na przezywalno$¢ komoérek HT22 w warunkach stresu
genotoksycznego wywolanego dzialaniem MNNG

Komorki HT22 poddawane byty 5 minutowej preinkubacji z DHA w zakresie stezen od
10 do 50 pM, a nastepnie traktowane 100 uM MNNG przez 24 h. Przezywalno$¢ komoérek bada-
no za pomocg testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi
$rednig arytmetyczng + SEM z czterech niezaleznych do$§wiadczen w czterech powtdrzeniach.
Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA oraz
test post-hoc Newmana-Keulsa. ** - p<0,001.™ - p<0,01, r6znica istotna statystycznie w stosun-
ku do komérek kontrolnych traktowanych MNNG. ## - Réznica istotna statystycznie w stosunku
do komorek traktowanych 20 pM DHA, p<0,01

Jak wiadomo do $mierci komorki moze przyczyni¢ sie wiele mechani-
zmoOw molekularnych. W celu zbadania czy inne $ciezki sygnalizacyjne procz tej
zaleznej od AIF biorg udziat w obumieraniu komoérek HT22 w warunkach stresu
genotoksycznego, przetestowane zostaty liczne zwigzki o charakterze protek-
cyjnym: inhibitor mega kanatu mitochondrialnego (Cyklosporyna A), inhibitor
kaspazy 3 (Z-DEVD-FMK) oraz inhibitor biatka p53. Zaden z badanych zwigz-
kéw nie wykazat korzystnego wptywu na zywotno$¢ komérek w badanych wa-

runkach eksperymentalnych (rycina 57).
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Rycina 57. Wplyw zwiazkéw o charakterze protekcyjnym na przezywalnos¢ ko-
morek HT22 w warunkach stresu genotoksycznego wywolanego dzialaniem
MNNG

Komoérki HT22 poddawane byty 5 minutowej preinkubacji z 2 uM Cyklosporyna A, 100
UM Z-DEVD-FMK oraz 20 pM a-pifitryng, a nastepnie traktowane 100 pM MNNG przez 24 h.
Przezywalno$¢ komorek badano za pomoca testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach
kontroli. Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczng = SEM z czterech niezaleznych doswiad-
czen w czterech powtdrzeniach. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynniko-
wa analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa

Sciezka sygnatowa zalezna od kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3-K) jest
jedna z najwazniejszych pro zyciowych drég przekaznictwa komérkowego.
W warunkach dtugotrwatego stresu genotoksycznego zbadany zostat wptyw
inhibitora PI-3 kinazy, 50uM LY-294002 na przezywalno$¢ komdrek HT22. Do-
datkowo w tych samych warunkach zbadano skutecznos$¢ inhibitora PARS-1

(20uM PJ34) w zapobieganiu $mierci komorek.

Do okreslenia zywotnosci komorek uzyto testu MTT, ktory wykazat, ze
zahamowanie $ciezki P13-K wptywa na dodatkowe obnizenie o okoto 10% prze-
zywalnosci komorek w warunkach hodowli w obecnosci 100 pM MNNG. Zgod-
nie z wcze$niejszymi wynikami, inhibitory PARS-1 wptywaty na poprawe prze-
zywalno$ci komérek HT22 w warunkach stresu genotoksycznego, zahamowanie

PI3-K w tych warunkach znosito ten pozytywny efekt, wskazujac, ze szlak zalez-
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ny od PI3-K odgrywa istotne znaczenie w cytoprotekcyjnym dziataniu inhibito-

row PARS (rycina 58).
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Rycina 58. Wplyw inhibitora PI3-Koraz PARS-1 na przezywalnos¢ komorek HT22
w warunkach stresu genotoksycznego wywotanego dziataniem MNNG

Komorki HT22 poddawane byty 5 minutowej preinkubacji z 50 uM LY294002, a dodat-
kowo po 5" z 20 uM PJ 34. Komérki traktowano 100 pM MNNG przez 24h. Przezywalno$¢ komo-
rek badano za pomocg testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik
stanowi $rednig arytmetyczng = SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech powto-
rzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji
ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. $%- Roznica istotna statystycznie w stosunku do
komoérek kontrolnych traktowanych MNNG p<0,001. ™ - Roéznica istotna statystycznie w sto-
sunku do komérek traktowanych MNNG wraz z PJ34, p<0,001. ### - Ro6znica istotna statystycz-
nie w stosunku do komérek traktowanych MNNG wraz z LY294002, p<0,001

Wplyw stresu genotoksycznego na ekspresje genow dla

biatek pro- i antyapoptotycznych.

Biatka z rodziny Bcl-2 odgrywaja istotng role na szlaku apoptozy i s3
waznymi regulatorami uwalniania z mitochondrium biatek proapoptotycznych,
w tym prawdopodobnie i AIF. W kolejnych dos$wiadczeniach zbadano wptyw
MNNG na ekspresje gendéw dla biatek pro- (Bax) i antyapoptotycznych (Bcl-2,

Bcl-XL). Zbadana zostata zaréwno kinetyka zmian ekspresji genéw w réznym
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czasie dziatania stresora (0-12 h), jak rowniez, ekspresja gendéw po dodatko-
wym zadzialaniu zwigzkéw o charakterze protekcyjnym (mino- i doksycykliny

oraz DHA).

Analiza metodg Real-time PCR wykazata, ze w odpowiedzi na MNNG eks-
presja genu Bcl2 spadata do okoto 50% wartos$ci kontrolnej po 3, 6 i 12 h dzia-
tania stresora (rycina 59A). Badania wykazaty brak wptywu antybiotykéw te-
racyklinowych oraz DHA na ekspresje genu dla tego antyapoptotycznego biatka
(rycina 59B).
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Rycina 59. Wplyw stresu genotoksycznego wywolanego dzialaniem MNNG na
poziom ekspresji genu dla Bcl-2 w komdrkach HT22

Komérki HT22 traktowane byty 100 uM MNNG w czasie od 0 do 12 h (A) lub poddawane 5 minu-
towej preinkubacji z 200 nM minocykling, 10 uM doksycykling oraz 20uM DHA, a nastepnie traktowane
100 pM MNNG przez 12 h (B). Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji genu badany metoda Real-time
PCR dla biatka Bcl-2, a wynik normalizowany jest wzgledem [3-aktyny z czterech niezaleznych doswiadczen
w trzech powtoérzeniach + SEM. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowa analize
wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa *** - p<0,001; ** - p<0,01; * - p<0,05, r6znica istotna
statystycznie w stosunku do kontroli
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Zbadano réwniez ekspresje Bcl211, genu kodujacego biatko Bcl-XL. Po-
dobnie jak w przypadku Bcl2, takze ekspresja genu dla Bcl-XL spadata w odpo-
wiedzi na stres genotoksyczny wywotany MNNG. Zaréwno w 3 jakiw 6 h inku-
bacji spadek ten byt podobny i wynosit okoto 40% kontroli (rycina 60A). Do-
datkowo zastosowanie doksycykliny i wielonienasyconego kwasu DHA wptywa-

to na wzrost ekspres;ji genu dla tego antyapoptotycznego biatka (rycina 60B).
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Rycina 60. Wplyw stresu genotoksycznego wywolanego dzialaniem MNNG na
poziom ekspresji genu dla Bcl-XL w komérkach HT22

Komérki HT22 traktowane byty 100 uM MNNG w czasie od 0 do 12h (A) lub poddawane 5 minu-
towej preinkubacji z 200 nM minocykling, 10 uM doksycykling oraz 20uM DHA, a nastepnie traktowane
100 uM MNNG przez 6h (B). Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji genu badany metoda Real-time PCR
dla biatka Bcl-XL, a wynik normalizowany jest wzgledem (-aktyny z czterech niezaleznych do§wiadczen w
trzech powtérzeniach + SEM. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowg analize
wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa, ** - p<0,01 réznica istotna statystycznie w stosunku
do kontroli. ## - p<0,01-réznica istotna statystycznie w stosunku do komoérek traktowanych 6 h MNNG
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W dalszej kolejnosci zbadano ekspresje proapoptotycznego biatka Bax.
Analiza Real-time PCR wykazata wzrost jego ekspresji w odpowiedzi na 12 h
inkubacje z MNNG (rycina 61A). Ekspresja genu dla Bax po zastosowaniu kwa-
su DHA i antybiotykéw tetracyklinowych nie ulegata istotnym zmianom w po-

réwnaniu do warto$ci obserwowanych po samym MNNG (rycina 61B).
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Rycina 61. Wplyw stresu genotoksycznego wywotanego dzialaniem MNNG na
poziom ekspresji genu dla Bax w komérkach HT22

Komorki HT22 traktowane byty 100 uM MNNG w czasie od 0 do 12 h (A) lub poddawa-
ne byty preinkubacji z 200 nM minocykling, 10 pM doksycykling oraz 20 pM DHA, a nastepnie
traktowane 100 pM MNNG przez 12 h (B). Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji genu bada-
ny metoda Real-time PCR dla biatka Bax, a wynik normalizowany jest wzgledem -aktyny z czte-
rech niezaleznych doswiadczen w trzech powtérzeniach * SEM. Do oceny statystycznej wyni-
kéw zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-
Keulsa ** - Réznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01
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Dodatkowo po zastosowaniu MNNG zbadana zostata ekspresja genu dla
indukowalnej izoformy syntazy tlenku azotu (iNOS). Obserwowano okoto

12 krotny wzrost ekspresji tego genu po 12 h inkubacji komérek HT22 ze stre-

sorem (rycina 62).
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Rycina 62. Wplyw stresu genotoksycznego wywolanego dzialaniem MNNG na
poziom ekspresji genu dla Nos2 w komdorkach HT22

Komérki HT22 traktowane byty 100 uM MNNG w czasie od 0 do 12 h. Ekspresje genu
NOS2 badano metoda Real-time PCR i normalizowoo wzgledem (-aktyny. Wynik z czterech
niezaleznych doswiadczen w trzech powtdérzeniach + SEM. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa
*¥ - Rdznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,01
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Dyskusija

Badania prezentowane w tej pracy wykazaly zrdéznicowane zmiany
w poziomie mitochondrialnego biatka AIF, w zaleznoSci od charakteru stresu
oksydacyjnego/genotoksycznego, czasu jego dziatania, jak réwniez czynnikoéw
go wywotujacych. Stres oksydacyjny towarzyszy wiekszosci choréb neurolo-
gicznych. Uwazany jest za istotny czynnik w patogenezie i patomechanizmie
choroby Alzheimera i Parkinsona. Pomimo intensywnych badan, doktadny me-
chanizm prowadzacy do stresu oksydacyjnego w tych schorzeniach nie jest do-
ktadnie wyjasniony. Ponadto nie s3 w pelni poznane zjawiska molekularne
i szlaki obumierania komérek spowodowane aktywacja stresu oksydacyjnego
i genotoksycznego. W wyniku dziatania wolnych rodnikéw i uszkodzenia ma-
kromolekut dochodzi do zaburzen funkcji mitochondriéw i funkcji enzyméw
naprawy DNA. Prowadzi to do aktywacji szlakéw $mierci komorki. Poznanie
mechanizméw warunkujgcych przezycie lub doprowadzajacych do $mierci jest
istotne w odniesieniu do nowych neuroprotekcyjnych i neurogeneracyjnych
dziatan. Zaburzenia funkcji mitochondriéw sg kluczowymi zjawiskami zwigza-
nymi z patomechanizmem wielu choréb neurodegeneracyjnych. Jednym
z gtownych biatek zaangazowanych w prawidtowa funkcje mitochondriéw jest
czynnik indukujacy apoptoze AIF. Ta flawoproteina zwigzana jest z przestrzenia
miedzybtonowg mitochondriéw i charakteryzuje sie swoistg podwo6jna natura.
Dwie pierwsze domeny AIF odpowiedzialne sg za jego prozyciowa, oksydore-
dukcyjng funkcje (Miramar i wsp., 2001; Otera i wsp., 2005; Vashen i wsp.,
2004; Modjtahedi i wsp., 2006; Hangen i wsp., 2009). Natomiast domena
C-koncowa odpowiedzialna jest za wtasciwosci proapoptotyczne tego biatka

(Hong i wsp., 2004; Krantic i wsp., 2007; Hangen i wsp., 2010; Bajti wsp., 2011).

U podstaw jednej z hipotez patomechanizmu choroby Alzheimera leza
nieprawidtowe przemiany biatka prekursorowego amyloidu (3 (APP) prowadza-
ce do powstania § amyloidu (AB). Oligomeryzacja i akumulacja A zaréwno
wewnatrz, jak i na zewnatrz komorki, inicjuje kaskade zdarzen prowadzaca do
neurodegeneracji. W celu zbadania mechanizméw choroby Alzheimera oraz

dziatania zwigzkéw farmakologicznie czynnych w tej chorobie wprowadzono
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wiele modeli eksperymentalnych zaréwno zwierzecych jak i komérkowych. Je-
den z nich stanowia myszy transgeniczne FVBTg z wprowadzonym genem dla
APP zawierajacym mutacje londynska (Thy1;APP)Val717lle, Model ten charaktery-
zuje zwiekszony poziom A3 1-42 i zaburzony stosunek A 1-42/AB 1-40, a takze
obecnos¢ wielu typowych objawéw i cech choroby Alzheimera. Gromadzace sie
ztogi A powodujg uszkodzenie mitochondriéw oraz uwalnianie wolnych rod-
nikow (Moechars i wsp., 1999). W zwigzku z tym na zakonczenie serii badan na
komorkach PC12 w wybranym modelu do$wiadczalnym zbadana zostata im-
munoreaktywnos$¢ biatka AIF i poziom ekspresji jego genu w réznych struktu-
rach mézgu w zwierzecym modelu choroby Alzheimera (AD) u myszy transge-
nicznych APP+/*. Zaobserwowano wzrost poziomu AIF we frakcji mitochon-
drialnej wszystkich badanych strukturach mézgu w poréwnaniu do myszy kon-
trolnych APP-/-. Analiza Real-time PCR nie wykazata zmian w poziomie ekspresji

genu dla Aifm.

Podobny wynik uzyskano na dwoch komoérkowych modelach stresu ok-
sydacyjnego. Doswiadczenia prowadzono na komoérkach PC12 transfekowanych
ludzkim genem biatka APP z podwoéjng mutacjg szwedzka (APPsw), ktore to
charakteryzujg sie prawie 4 krotnie wyzszym poziomem sekrecji peptydow Af3
w porownaniu do komorek kontrolnych PC12 oraz w komérkach PC12 podda-
nych dziataniu egzogennego peptydu A 1-42. W warunkach tych dochodzito do
wzrostu immunoreaktywnosci biatka AIF we frakcji mitochondrialnej,

a wzrostowi temu nie towarzyszyty zmiany w ekspresji genu Aifm.

Biorac pod uwage fakt, ze oprécz apoptotycznej roli, AIF ma istotne zna-
czenie dla prawidtowej funkcji mitochondriéw, wydaje sie, ze wzrost jego po-
ziomu moze mie¢ wtasciwosci protekcyjno-adaptacyjne. Statystycznie znamien-
ny wzrost AIF moze chroni¢ komoérki przed stresem oksydacyjnym. Doswiad-
czenia Klein i wsp. (2002 i 2003) wskazaty na wtasciwos$ci antyoksydacyjne te-
go biatka. W badaniach prowadzonych na myszach Hq, obnizony poziom AIF
skutkowat zwiekszonym poziomem stresu oksydacyjnego u tych zwierzat,
a takze zwiekszong wrazliwos$cig na uszkodzenia oksydacyjne. Podobne wyniki
uzyskane zostaty w badaniach na komoérkach nowotworowych, gdzie obnizenie

poziomu AIF prowadzilo do obnizenia poziomu reaktywnych form tlenu
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(Urbano i wsp., 2005; Apostotowa i wsp., 2006; Norberg i wsp., 2010). Interesu-
jace zmiany poziomu AIF uzyskane zostaty w badaniach na homogenatach kory
mozgu 0so6b starych i chorych na Alzheimera, a takze w szczurzym modelu sta-
rzenia. W badaniach tych zaobserwowano wzrost poziomu AIF wszystkich izo-
form w korze oséb starych, a takze u zwierzat starych w poréwnaniu do osobni-
kéw miodych, zdrowych. W badaniach na homogenacie z hipokampa nie zaob-
serwowano znamiennych zmian w poziomie AIF. Dodatkowo wykazano spadek
ekspresji genu dla AIF u os6b chorych na Alzheimera w poréwnaniu z osobami
zdrowymi w tym samym wieku. Badacze ci stwierdzili, ze deregulacja poziomu
AIF w fizjologicznym starzeniu jest prawdopodobnie zwigzana z rolg antyoksy-
dacyjna biatka i ma znaczenie protekcyjno-adaptacyjne w celu kompensacji sta-
tego wzrostu poziomu stresu oksydacyjnego obserwowanego w starzeniu (Reix
i wsp.,, 2006). Ponadto wzrost poziomu AIF moze wspomagal integracje
i prawidtowg funkcje kompleksu I i prawdopodobnie IIl. Badania prowadzone
przez Yu i wsp. (2010) na autopsyjnych mézgach pacjentow z AD wykazaty
wzrost poziomu AIF w hipokampie i korze sr6dwechowej. Jednakze w badanych
strukturach stwierdzony zostat takze wzrost poziomu AIF we frakcji jadrowe;j,
co wskazuje na udziatl tego biatka w $mierci neuronéw w patomechanizmie tej
choroby. Powyzsze réznice moga by¢ spowodowane czasem trwania choroby,
jak réwniez réznicg w nasileniu licznych procesé6w prowadzacych do $mierci

neuronow.

Doswiadczenia prowadzone na rekombinowanym biatku AIF, ktéremu
brak byto pierwszych 120 aminokwaséw wykazaty, ze w warunkach fizjologicz-
nych posiada on witasciwosci oksydoreduktazy NADH (Miramar i wsp., 2001;
Churbanova i Sevrioukova, 2008; Hangen i wsp., 2010). ObniZenie poziomu eks-
presji AIF skutkowato zaburzeniem fosforylacji oksydacyjnej i stabilnosci kom-
pleksu I mitochondriéw (Vashen i wsp., 2004; Modjtahedi i wsp., 2006; Benit
i wsp., 2008). Dodatkowo wykazane zostato, ze AIF posiada wysoka homologie
strukturalng z reduktaza glutationowa, znang dobrze jako jeden z gtéwnych
elementéw obronnych przed H;02 w systemie obrony glutationowej. Sugeruje
to, Ze obnizony poziomu AIF u zwierzat Hq wplywa na zwiekszenie poziomu
stresu oksydacyjnego przez bezposrednig lub posrednia regulacje poziomu

H202 (Klein i Acerman, 2003).
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Funkcja adaptacyjna/protekcyjna AIF widoczna jest szczeg6lnie w przy-
padku komorek PC12 transfekowanych ludzkim genem dla biatka APP z muta-
cja szwedzka (APPsw). Mimo zmian spowodowanych nadmiernym nagroma-
dzeniem i uwalnianiem peptydéw Af oraz zmian ultrastruktury mitochondriéw
i innych zaburzen wewnatrzkomérkowych, komorki te przezywaja. Jak wiado-
mo, uwalniany i podlegajacy oligomeryzacji A moze wptywa¢ na zwiekszong
produkcje reaktywnych form tlenu. Po przeprowadzeniu analizy poziomu wol-
nych rodnikéw w wyzej wymienionych trzech liniach komérkowych, stwier-
dzono istotny ich wzrost, zblizony w komoérkach APPsw do wartoSci obserwo-
wanych w komorkach APPwt. Istnieje mozliwos$¢, ze podwyzszony poziom AIF
w tych komoérkach zapobiega nadmiernej aktywacji stresu oksydacyjnego.
W tescie MTT, ktéry obrazuje poziom przezywalnos$ci komoérek po 24 h hodowli,
nie wykazano istotnych statystycznie réznic w ich przezywalnosci w stosunku

do komérek kontrolnych PC12.

Analizowano aktywno$¢ i integralno$¢ jadrowego enzymu polimerazy
poli(ADP-rybozy) (PARS-1), jednego z najczulszych wskaznikéw stresu oksyda-
cyjnego, ktory jest enzymem krytycznym dla wielu patologicznych i patofizjolo-
gicznych przemian (Strosznajder i wsp. 2003, 2005, 2010; Beneke i Burkle,
2007; Moroni, 2008; AbdElmageed i wsp., 2011; Moroni i wsp., 2011). W wa-
runkach zwiekszonego uwalniania peptydow A w komoérkach APPsw docho-
dzito do znaczacego obnizenia aktywnos$ci enzymatycznej PARS-1, przy braku
zmian w poziomie immunoreaktywnosci oraz ekspresji tego biatka. ObniZona
aktywno$¢ PARS-1, przy zachowanej jego integralnosci, wyklucza udziat tego
enzymu w mechanizmie $mierci zaleznej od kaspazy-3 i od AIF w zaprezento-
wanych warunkach doswiadczalnych (w 24 h hodowli komérek w 2% surowi-
cy). Natomiast znamiennie obnizona aktywno$¢ PARS-1 moze mie¢ istotne zna-
czenie w zaburzeniu proceséw naprawy DNA. Z drugiej strony, obnizenie ak-
tywnos$ci PARS-1 moze ratowa¢ komorki przed kryzysem energetycznym, zuzy-
ciem BNAD+* i ATP, jaki mogtaby spowodowa¢ nadmierna jego aktywacja.
W konsekwencji pozwala to na przezycie komérek. Znaczace obnizenie aktyw-
nosci PARS-1 w komorkach APPsw moze by¢ takze zwigzane z udziatem uwal-
nianego przez A NO i z automodyfikacja enzymu. Wyniki badan Sidorkina
i wsp. (2003) wykazaty, ze NO moze wptywa¢ na hamowanie PARS-1 przez
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modyfikacje palcéw cynkowych tego biatka. Zaprezentowane w niniejszej roz-
prawie badania z donorem NO, SNP i wczes$niej opublikowane (Pytlowany
i wsp., 2008) wskazaly rowniez na istotne znaczenie NO w hamowaniu aktyw-
nosci PARS-1. Ponadto wiadomo, ze PARS-1 jest najlepszym dla siebie substra-
tem, istnieje wiec duze prawdopodobienistwo, Zze w wyniku dziatania nadmier-
nego stresu ulega on autorybozylacji, co prowadzi do zahamowania jego aktyw-
nosci (Ueda i Hayashi, 1982). Obserwowany nieznamienny wzrost aktywnosci
PARS-1 w komérkach APPwt moze by¢ wyrazem zaangazowania tego enzymu

w proces naprawy DNA.

Powyzsze dane moga wskazywac, ze wraz z licznymi procesami degene-
racyjnymi zachodzacymi w komoérkach transfekowanych biatkiem APP, maja
miejsce zjawiska o charakterze protekcyjno-adaptacyjnym, ktére pozwalajg tym
komérkom na przezycie w warunkach zwiekszonego uwalniania peptydéw Af
i wzmozonego stresu oksydacyjnego. Wydaje sie prawdopodobne, ze podobne
zmiany moga mie¢ miejsce w przebiegu choroby Alzheimera. W autopsyjnych
badaniach mézgéw oséb ze sporadyczna postacig choroby stwierdzono zwiek-
szong ADP-rybozylacje i nagromadzenie poli(ADP-rybozy) (Love i wsp., 1999).
Ostatnie wyniki, jak oméwiono wczesniej, przedstawiajg zmiany w poziomie AIF
w hipokampie i korze srodwechowej i wskazuja na translokacje pewnej puli

tego biatka do jedra komorki (Yu i wsp., 2010).

W celu lepszego zrozumienia znaczenia AIF i PARS-1/PAR w mechani-
zmie przezycia i $mierci komorek, badania zostaty przeprowadzone w warun-
kach dodatkowego stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego. Badania post mortem
mozgoéw 0so6b z chorobami neurodegeneracyjnymi wykazaty obecno$¢ nitrowa-
nych biatek, ktérych powstawanie jest wynikiem dziatania ONOO- i NO (Naka-
mura i Lipton, 2010, 20114, b). Udokumentowane zostato, ze zaré6wno NO, jak
i ONOO- moga hamowa¢ aktywno$¢ poszczegdlnych kompleksow tancucha od-
dechowego w mitochondriach, prowadzac do zaburzenia réwnowagi energe-
tycznej komorki (Ebadi i Sharma, 2003; Nakamura i Lipton, 2010, 2011). Zmia-
ny te prowadza do aktywacji kaskady wolnorodnikowej, uszkodzenia i fragmen-

tacji mitochondriow, fragmentacji DNA i $mierci komorki. W niniejszej pracy
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doswiadczenia prowadzono na komérkach PC12 po zastosowaniu donora NO,

nitroprusydku sodu (SNP).

Wyniki wczes$niejszych badan Strosznajder i wsp. (2000) oraz Keil wsp.
(20044, b) pokazaty, ze neurotoksyczny fragment Af3 oraz zwiekszone uwalnia-
nie peptydow A3 prowadzi do wzrostu aktywnos$ci NOS, a w konsekwencji do
zwiekszonego uwalniania NO. Zwigzek ten charakteryzuje sie niska reaktywno-
$cig, jednak w obecno$ci anionorodnika ponadtlenkowego (02-) prowadzi do
wytworzenia nadtlenoazotynu (ONOO-) (Koppenol i wsp., 1992), ktéry jest bar-
dzo silnym utleniaczem. Moze on modyfikowac¢ nie tylko biatka, ale réwniez
powodowac¢ oksydacje lipidow, biatek oraz kwas6w nukleinowych, o czym byta

juz mowa we wstepie (Kilbourn i wsp., 2000).

Zastosowanie donora NO w stezeniu 100 pM, prowadzito do spadku
przezywalnosci komorek (+ 18%). W warunkach tych poziom AIF we frakcji
mitochondrialnej wzrastat czterokrotnie, co prawdopodobnie skutkowato prze-
zyciem znacznej puli komorek. Natomiast przy zastosowaniu wyzszego stezenia
SNP 500 pM, obserwowano drastyczny spadek przezywalnos$ci komoérek - po 24
h hodowli przezywato tylko 25% komorek, w ktérych poziom AIF nie ulegat
zmianie. Dodatkowo publikowane wcze$niej wyniki badan wykazaty, zalezng od
dziatania NO aktywacje cyklooksygenaz i lipoksygenaz. W warunkach tych inhi-
bitory tych enzymow chronity istotng pule komoérek przed $miercig (Pytlowany

i wsp., 2008; Strosznajder i wsp., 2011).

Prezentowane wyniki pozostaja w zgodzie z danymi uzyskanymi na
chondrocytach. Zalezna od NO programowana Smier¢ tych komorek nie byta
zwigzana z translokacjg AIF, tylko z aktywacjg szlaku apoptozy zaleznej od ka-
spaz (Kuhn i Lotz, 2003). Podobne obserwacje wykazaty badania Suka i wsp.
(2002), gdzie za zalezng od NO apoptoze astrocytow rowniez odpowiedzialna
byta kaskada kaspaz. Badania Yung i wsp. (2004) zaprezentowaly, ze NO pro-
wadzi do kaspazo-niezaleznej $mierci astrocytéw, w ktorej gtéwna role odgry-
waja: biatko p53 i BAX. PowyZsze wyniki pozostaja jednak w sprzecznosci z da-
nymi uzyskanymi przez Cheunga i wsp. (2006). Prowadzone przez nich badania
na zmutowanych neuronach korowych, w ktérych to AIF nie posiadat wtasciwo-

$ci wyplywu z mitochondriéw i translokacji do jagdra komérki wykazaty, ze
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zastosowanie inhibitora topoizomerazy (kamptotecyny) poprawiato przezy-

walno$¢ komdrek w stosunku do komorek prawidtowych.

Dane uzyskane przez Kawasaki i wsp. (2007) w do$wiadczeniach prowa-
dzonych na komdrkach glejowych wykazaty, ze NO uwalniany z SNP wptywat na
translokacje AIF do jadra komérek. Badacze ci sugerowali istotne znaczenie
szlaku MAP kinaz w tym procesie. Wszystkie powyZsze dane pokazujg, ze skutki
jakie niesie za sobg dziatanie NO, jest komoérkowo specyficzne i dodatkowo za-
lezy od stezenia uzytego stresora, a takze prawdopodobnie od wielu nie do kon-

ca poznanych czynnikéw.

W opisanych badaniach wiasnych obserwowany wzrost poziomu biatka
AIF moze by¢ zwigzany z procesem modyfikacji posttranslacyjnej, jednak me-
chanizm tego zjawiska nie jest poznany. Druga hipoteza wzrostu poziomu tego
biatka moze wskazywac¢ na zmiany/zaburzenia procesow jego degradacji. Jed-

nak i o tym mechanizmie niewiele jest wiadomo.

W wymienionych wyzej warunkach doswiadczalnych zbadany zostat po-
ziom ekspresji genu dla Aifm. Pomimo rdéznic w poziomie biatka, w Zadnym
z przypadkéw nie zaobserwowano zmian w ekspresji jego genu. Prawdopodob-
nie fakt ten zwigzany jest z tym, Ze jest to biatko wysoce konserwowane ewolu-
cyjnie (Brown i wsp., 2006) i niezbedne dla prawidtowej funkcji mitochondriéw
(Klein i wsp., 2002). Badania prowadzone przez Browna i wsp. (2006) na ssa-
czych zarodkach z uzyciem Aifflox (Aif z przerwanym 7 egzonem przez miejsce
loxP i wskutek tego delecja nukleotydéw 694-778 oraz przerwaniem ramki od-
czytu) wykazaty, ze AIF jest niezbedne dla wczesnej embriogenezy i przezycia
neurondéw. Doswiadczenia, w ktérych dokonano delecji genu dla AIF w m6zdzku
i $r6dmozgowiu wykazaty, ze biatko to byto potrzebne dla komérkowo-

specyficznej neurogenezy w rozwijajacym sie mézgu (Ishimura i wsp., 2008).

W warunkach zastosowanego stresu nitrozacyjnego przeprowadzona zo-
stata analiza poziomu biatka i aktywnosSci jadrowego enzymu PARS-1. Donor
NO, SNP, wptywat na drastyczne obnizenie aktywnoS$ci enzymatycznej PARS-1,
bez znaczacych zmian w poziomie biatka. Dtuga, 48h inkubacja komorek HT22

z donorem NO skutkowala jednakze obnizeniem poziomu biatka PARS-1
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w wyniku degradacji przez zaktywowanag w tych warunkach kaspaze-3 (Adam-
czyk i wsp., 2010). Wydaje sie, ze rdwniez w naszych badaniach obserwowany
niewielki ale znamienny wzrost kaspazy-3 po dtuzszym czasie dziatania stresu
oksydacyjnego mogtoby powodowac obnizenie aktywnosci PARS-1 i jego de-
gradacje. Wczes$niejsze dane pokazuja, Ze NO poprzez aktywacje kaskady wol-
norodnikowej i uszkodzenie DNA moze stymulowa¢ PARS i prowadzi¢ do nad-
miernej aktywacji tego enzymu, a w konsekwencji do obumierania komérek
w wyniku wyczerpania ATP (Zhang i wsp. 1994). Badania Zhiyuana i wsp.
(2006) wykazaty, ze nadmiar powstajagcego w komorkach NO moze bezposred-
nio przyczyniac sie do S-nitrozylowania PARS-1, a przez to do hamowania ak-
tywnosci tego enzymu. Dodatkowo wydaje sie, ze ta modyfikacja moze stanowi¢
negatywne sprzezenie zwrotne. Znane jest rowniez zjawisko przejsciowej akty-
wagcji, a nastepnie inhibicji PARS-1, ktére moze by¢ obserwowane w warunkach
stresu oksydacyjnego wywotanego dziataniem peptydéw A lub jondw zelaza I1
w komérkach PC12 lub na frakcje jadrowa uzyskiwang z hipokampa moézgu

szczura (Strosznajder i Banasik, 2000; Strosznajder i wsp., 2005).

W niniejszej pracy wykazano, ze komorki transfekowane APP z mutacja
szwedzka sg bardziej wrazliwe na stres oksydacyjny wywotany za pomoca do-
nora NO, SNP, niz komorki kontrolne. Jednak dodatkowy czynnik stresowy nie
wptywat juz ani na wyzszy poziom AlF, ani tez na obnizong aktywno$¢ PARS-1
w tych komorkach. Wynik ten moze wskazywac, ze wymienione zjawiska w ko-
morkach APPsw zostaty maksymalnie zmienione przez endogennie uwalniane

peptydy A i nie s3 w stanie odpowiedzie¢ na dodatkowe czynniki stresowe.

Mimo zZe AIF wydaje sie chroni¢ pewne komarki w ciggu ich zycia, posia-
da on réwniez dobrze zbadane wtasciwosci proapoptotyczne (Porter i wsp.,,
2006; Hangen i wsp., 2010). W badaniach na neuronach hipokampa w warun-
kach obniZonego poziomu tlenu i glukozy, obnizenie poziomu AIF przy zastoso-
waniu iRNA chronito komérki przed obumieraniem (Culmsee i wsp., 2005).
Wiadome jest, Ze w odpowiedzi na r6zne warunki stresowe aktywne kalpainy
i katepsyny odcinajg AIF od wewnetrznej btony mitochondrialnej. Biatko to

przemieszcza sie do jadra komorki i w kompleksie biatkowym z endonukleaza
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G, prowadzi do kondensacji chromatyny i jej specyficznego ciecia na charaktery-

styczne 50 kpz fragmenty (Susin i wsp., 1999).

W prowadzonych przez nas badaniach nad rolg AIF w przezyciu i $mierci
komorek, zastosowano stres genotoksyczny. Zwigzki chemiczne bardzo licznie
wystepujace w Srodowisku, a takze niektére leki uzywane m.in. w onkologii,
wptywaja na uszkodzenie DNA przez jego alkilacje, co moze by¢ przyczyna mu-
tacji, degeneracji i $mierci komorek. Stad tez badania dotyczace genotoksyczno-
Sci sg szeroko rozpowszechnione, a molekularne dziatanie zwigzkéw genotok-
sycznych wystepujacych w srodowisku pozostaja wcigz nie w petni wyjasnione.
W celu lepszego poznania mechanizméw molekularnych $mierci komorek
w wyniku alkilacji DNA, w badaniach uzywa sie klasyczne, wystepujace réwniez
w Srodowisku, czynniki uszkadzajagce DNA: sulfonian etylu (MMS), metyloni-
trozourean (MNU) i N-metyl-N -nitro-N-nitrozoguanidyna (MNNG). Wptywaja
one na alkilacje DNA przez dodanie grupy metylowej do miejsc nukleofilowych
w zasadach azotowych DNA, a w przypadku MNNG jest to duza liczba adduktéw
O-metyl guaniny (Wyatt i Pittman, 2006). W stezeniach nM MNNG powoduje
obumieranie komorek, a mechanizm $mierci nie jest wyjasniony. Wiadomo, ze
uszkodzenia DNA aktywuja kluczowy dla naprawy DNA enzym jadrowy: poli-
meraze poli(ADP-rybozy) (PARS-1) (Bai i wsp., 2007; Cohausz i wsp., 2008; He-
gedus i wsp., 2008). Do chwili obecnej kontrowersyjne pozostaje znaczenie
PARS w mechanizmie $mierci. Dane literaturowe wskazuja na udziat tego en-
zymu i w $mierci nekrotycznej zaleznej od wyczerpania puli ATP. Istnieja row-
niez doniesienia wskazujace na jego udzial w programowanej $mierci komorki

zaleznej od kaspaz lub tez od AIF.

Wang i wsp. (2009) stwierdzili, ze w warunkach stresu genotoksycznego
powodujgcego masywne uszkodzenie DNA, moze dochodzi¢ do nadmiernej ak-
tywacji PARS-1, zuzycia NAD* i ATP, a w konsekwencji do nekrotycznej Smierci
komorki. Badania Houra i wsp. (1999) prowadzone na hodowli komérek NIH
3T3 wykazaty, ze MNNG doprowadza do aktywacji kaspaz i do degradacji
PARS-1, a takze do uwalniania cytochromu c i do apoptotycznej Smierci komarki

zaleznej od kaspaz.
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Najnowsze badania wskazujg na istotng role produktu enzymatycznej
reakcji PARS-1, poli(ADP-rybozy) (PAR). Jest ona bardzo wazng molekutg sy-
gnalizacyjng, ktéra bierze udziat w przekazywaniu informacji pomiedzy jadrem
komorkowym a mitochondrium (Otera i wsp., 2005; Yu i wsp., 2006). Wyniki
wskazujg, ze PAR poprzez zmiany przepuszczalno$ci btony mitochondrialnej
moze by¢ odpowiedzialny za uwalnianie AIF, co w konsekwencji moze dopro-
wadzac¢ do apoptozy niezaleznej od kaspaz (Yu i wsp., 2006). Do chwili obecnej
brak jednak danych dotyczacych wyjasnienia mechanizmu w jaki sposéb PAR
oddziatuje na AIF. Dlatego tez, w warunkach stresu genotoksycznego zbadano
przezywalnos¢ linii komorkowej HT22 oraz poziom immunoreaktywnosci PAR.
Zaobserwowany zostat spadek przezywalnosci komorek wraz ze zrostem steze-
nia czynnika genotoksycznego. Zmianom tym towarzyszyt zwiekszony poziom
immunoreaktywnosci czasteczki PAR, co wskazuje na zwiekszong aktywno$¢
jadrowego enzymu PARS-1 i prawdopodobnie na obnizong degradacje PAR
przez PARG. Zbadano réwniez poziom immunoreaktywnos$ci biatka AIF. Wzro-
stowi umieralnosci komdrek towarzyszyt spadek poziomu biatka AIF we frakgcji
mitochondrialnej, z jednoczesnym wzrostem jego poziomu we frakcji jadrowe;j.
Wynik ten potwierdza dane dotyczace translokacji AIF z mitochondrium do j3-
dra komorki i apoptoze AlF-zalezng. Jest rdwniez zgodny z wynikami badan
prowadzonymi przez Yu i wsp. (2002), ktérzy jako gtéwny czynnik, molekute
sygnalizacyjng odpowiedzialng za uwalnianie AIF z mitochondrium, przedsta-
wiajg PAR. Sugeruje sie, ze zwigzek ten prawdopodobnie umozliwia tworzenie
specjalnych poréw w btonie mitochondrialnej, pozwalajacych na wydostanie sie

AIF do cytoplazmy komorki, a w dalszej czesci do jadra (Yu i wsp., 2006).

Wczesdniejsze badania prowadzone na komoérkach NIH3T3, HeLa S3
oraz na fibroblastach mysich neuronéw (MEF) pokazaty, Zze wywotane przez
czynniki alkilujace uszkodzenie DNA wptywa na nadmierng aktywnos$¢ PARS-1
(Hour i wsp., 1999, Yu i wsp., 2006; Cohausz i wsp., 2008; Wang i wsp., 2009).
Istniejg jednak dane wskazujace na jego degradacje (Rotem-Dai i wsp., 2009).
W obecnej pracy w warunkach stresu genotoksycznego przebadane zostaty in-
hibitory PARS-1. Wykazano, iz zastosowanie 3-AB i P] 34 wyrazZnie wptywato na
poprawe przezywalnos$ci neuronéw hipokampa (HT22) w odpowiedzi na stres

genotoksyczny. Co ciekawe, zwigzki te wykazywaty znaczacy efekt protekcyjny
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nawet, gdy stosowane byty 30 minut po zadziataniu stresora. Powyzsze inhibi-
tory dziataty protekcyjnie na mitochondria, zapobiegajac translokacji biatka AIF.
Wydaje sie wiec, ze to $mier¢ komoérki zalezna od PARS-1/PAR/AIF, okreslana
jako partanatos, odpowiedzialna jest za obumieranie komoérek neuronalnych
HT22 w stresie genotoksycznym (Cieslik i wsp., 2009). Przytoczone badania pod
znakiem zapytania stawiajg sugestie o skuteczno$¢ obnizenia ekspresji genu dla
AIF przy uzyciu krétkiego hamujacego iRNA. Prowadzac badania na komérko-
wej linii tymocytéw w warunkach stresu genotoksycznego, rdwniez Bai i wsp.
(2007) uzyskali dane Swiadczace o protekcyjnym dziataniu P] 34. Pozytywne
dziatanie 3-AB potwierdzone zostato na linii komoérek CCRF-CEM w warunkach
stresu genotoksycznego (Pogrebniak i wsp., 2003). Istniejg jednak dane wskazu-
jace, ze stres genotoksyczny i wzmozona aktywacja PARS-1 nie wptywajg na
translokacje AIF, a jedynie (przez wyczerpanie puli zwigzkéw energetycznych
w komorce) prowadza do nekrozy (Hegedus i wsp., 2008). Badania na zwierze-
cym modelu niedokrwienia wskazuja na udziat AIF i PARS w $mierci komérek
po niedokrwieniu i dotyczy to stresu oksydacyjnego wywotanego przywroce-
niem krazenia (Strosznajder i wsp., 2003, 2005; Strosznajder i Gajkowska, 2006,
Strosznajder i wsp., 2010).

W wyniku ciggtych poszukiwan inhibitoréw PARS nowej generacji, Alano
i wsp. (2006) wykazali, iz dwa antybiotyki z grupy tetracyklin trzeciej generacji:
minocyklina i doksycyklina, posiadajg takie wtasciwos$ci. Badania na komérkach
miesnia sercowego w warunkach niedokrwienia i reperfuzji, pokazaty, iz mino-
cyklina wptywata na utrzymanie puli NAD* w komérkach i hamowanie tworze-
nia PAR, co chroni komorki przed $miercig (Tao i wsp., 2010), a tym samym

zmniejszata rozmiar zawatu (Yong i wsp., 2004).

Dlatego tez oba zwigzki przebadane zostaty na neuronach hipokampa
w warunkach stresu genotoksycznego. Zastosowanie zar6wno minocykliny jak
i doksycykliny wykazywato znaczgce dziatanie protekcyjne i hamowato wyptyw
AIF z mitochondrium i jego translokacje do jadra komorek HT22. Dane literatu-
rowe wskazujg na istotne znaczenie tetracyklin w stresie oksydacyjnym i w eks-
cytotoksycznosci glutaminianu (Orsucci i wsp., 2008), a takze w wielu schorze-

niach neurodegeneracyjnych: chorobie Parkinsona (Du i wsp., 2003) czy
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Huntingtona (Morimoto i wsp., 2002; Yrjanheikki i wsp., 2005), a takze w cho-
robach sercowo-naczyniowych i udarze (Yong i wsp., 2004; Lampl i wsp., 2007).

Na zlozonos¢ regulacji mechanizmoéw przezycia i Smierci komorki prze-
biegajacych z zaangazowaniem wielu szlakéw jednocze$nie naktada sie jeszcze
specyfika dziatajacych czynnikow Srodowiska, wtasciwosci biochemiczne
i wrazliwo$¢ komérek. Badania nad programowang $miercig komorki zalezng
od AIF prowadzone przez Cohausza i wsp. (2008) na komdrkach HeLa i fibro-
blastach mysich neuronéw (MEFs) wykazaty, iZ w warunkach stresu genotok-
sycznego wywotanego przez MNNG dochodzito do aktywacji kaspazy: 7 i 9 oraz
do obnizenia poziomu zwigzkéw energetycznych (zmiana stosunku ADP/ATP),
a inhibitory kaspaz zapobiegaty $mierci komérek. Z kolei doswiadczenia pro-
wadzone przez Dodoni i wsp. (2004) wskazaty na istotne protekcyjne znaczenie
cyklosporyny A, inhibitora megakanatu mitochondrialnego, ktéry chronit ko-
morki przed toksyczno$ciag MNNG. Dlatego tez w niniejszej pracy przetestowane
zostaly inhibitor mega kanatu mitochondrialnego (Cyklosporyna A), inhibitor
kaspaz-3 (Z-DEVD-FMK) oraz inhibitor biatka p53, jednak Zaden z nich nie wy-
kazal cytoprotekcyjnego dziatania. Badania Wesierskiej-Gadek i wsp. (2003)
a takze Hegedus i wsp. (2008) wykazaty rowniez brak udziatu kaspaz w $mierci
komorek w wyniku dziatania stresu genotoksycznego. Badacze ci zwrocili na-
tomiast uwage na istotne znaczenie kinazy biatkowej C (PKC). Jej dtugotrwata
aktywacja obnizata nadmierng aktywnos$¢ PARS-1 wywotang przez MNNG.
Natomiast aktywator PKC (PMA) wptywat na fosforylacje PARS-1, w konse-
kwencji prowadzac do ochrony komérek przed $miercig nekrotyczng (Hegedus
i wsp., 2008). Badania na linii komoérek nowotworowych MCF-7 w warunkach
stresu genotoksycznego wywotanego promieniami UVC wskazaty na istotne
znaczenie nowej izoformy kinazy - PKC eta. Indukowany wzrost ekspresji tej
kinazy wptywat na wzrost przezywalnosci komérek i zahamowanie ciecia PARS-
1 przez kaspaze w tych warunkach. (Rotem-Dai i wsp., 2009). Dane literaturowe
wskazujg, ze w mechanizm $mierci komorek na drodze zaleznej od PARS-1 za-
angazowane sg rowniez inne kinazy biatkowe. Moga one bezposrednio wptywac
na fosforylacje PARS-1, a tym samym jego aktywnos$¢ (Kauppinen i wsp., 2006).
Ponadto aktywnos$¢ PARS-1 i poli(ADP-rybozyl)acja moze wptywaé na aktyw-

nos$¢ kinaz (Monaco i wsp., 2005). W kolejnych dos§wiadczeniach w warunkach
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stresu genotoksycznego i wzmozonej aktywnos$ci PARS-1 przebadane zostaty
inhibitory kinaz biatkowych C i G (GF109203x inhibitor PKC i KT5823 inhibitor
PKG). W badanym uktadzie eksperymentalnym nie wykazano ro6znic

w $miertelno$ci komorek w wyniku dziatania stosowanych inhibitorow.

[stotne znaczenie w mechanizmie regulacji aktywnos$ci PARS-1 wydaje
sie odgrywa¢ ERK1/2, kinaza nalezgca do duzej rodziny kinaz aktywowanych
mitogenami. Ethier i wsp. (2007) wykazali, Ze w warunkach wzmozonej syntezy
PAR dochodzi do obnizenia fosforylacji ERK1/2, co w konsekwencji prowadzi
do wyptywu biatek proapoptotycznych na czele z cytochromem c. Zastosowanie
inhibitora PARS-1 (P] 34), a tym samym obnizenie poziomu PAR, skutkowato
aktywacja ERK1/2 i prowadzito do cytoprotekcji (Kauppinen i wsp., 2007).

Dane literaturowe wskazujg, ze biatkowa kinaza ERK1/2 oprécz swej
dobrze poznanej roli pro-zyciowej, moze by¢ rowniez zaangazowana w $mier¢
pewnych typéw komorek. Do jej wzmozonej aktywacji moze dochodzi¢ w zwie-
rzecym modelu niedokrwienia, w warunkach stresu oksydacyjnego i po zadzia-
faniu cisplatyna. Do$wiadczenia Okano i Rustgi (2001) pokazaty, ze inhibitor
ERK hamuje aktywacje PARS w komorkach ptasko komérkowego nowotworu
przetyku. Podobne wyniki uzyskane zostaty po zahamowaniu kinazy seryno-
wo/treoninowej CHK1, ktéra wptywata na aktywacje ERK1/2, prowadzac do
fosforylacji histonu H2AX i zahamowania PARS-1 (Mitchell i wsp. 2010).
W przedstawionej pracy dziatanie inhibitora ERK1/2 zbadane zostato rowniez
w stresie genotoksycznym. Badania wtasne wykazaty protekcyjny wptyw zaha-
mowania aktywnos$ci ERK1/2 w komérkach HT22 podanych stresowi, wywota-
nemu przez MNNG. Zmiany aktywnos$ci ERK1/2 moga w istotny sposob wpty-

wac na poziom PAR.

Poziom PAR w komorce regulowany jest nie tylko przez PARS-1, ale tak-
ze przez glikohyrolaze poli(ADP-rybozy) (PARG). Enzym ten wykazuje aktyw-
nos$¢ egzo- i endoglikozydazy i hydrolizuje wigzanie glikozydowe pomiedzy jed-
nostkami ADP-rybozy w czasteczce PAR (D°Amours i wsp., 1999; Davidovic
i wsp., 2001). W prezentowanych badaniach w warunkach stresu genotoksycz-
nego zastosowanie inhibitora PARG, wigzace sie z utrzymaniem PAR, obnizato

przezywalno$¢ komarek.
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Wiadomo, ze w apoptozie zaleznej od AIF/PARS/PAR/ uczestnicza pro-
teazy zalezne od jonéw wapnia - kalpainy (Wang i wsp., 2009). W badaniach
prowadzonych przez Boland'a i Campbell’a (2003) na komoérkach kory mézgu
traktowanych Af3, obserwowany byt wzrost aktywnoSsci kalpain, a takze PARS-1.
Zastosowanie inhibitora tych proteaz - MDL 28170, skutkowato obnizeniem
aktywnosci PARS-1. Réwniez w niniejszej pracy uzyty zostal wymieniony powy-
zej inhibitor kalpainy. Jego zastosowanie w hodowli komérek HT22 w warun-

kach stresu genotoksycznego skutkowato wzrostem przezywalnos$ci komérek.

Jedna z wazniejszych kinaz przyczyniajaca sie do przezycia komorek jest
kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3-K). Posredniczy ona w odpowiedzi na czyn-
niki wzrostu i dopowiada za fosforylacje wielu biatek zwigzanych z regulacja
podstawowych proceséow komérkowych (Dudek i wsp., 1997; Strosznajder
i Strosznajder, 2008). Niedawno stwierdzone zostato, Ze kinaza AKT (gtéwna
kinaza odbierajgca sygnaty od PI3-K) blokuje translokacje AIF do jadra komorki
w odpowiedzi na sygnat proapoptotyczny indukowany ceramidem (King i wsp.,
2004). W przedstawionej pracy zastosowanie inhibitora PI3-K (LY-294002)
skutkowato jeszcze wiekszym obnizeniem przezywalnos$ci komérek w stosunku
do samego MNNG. Wynik ten wskazuje na udziat PI3-K w procesie przezycia, ale
niewielkiej puli komoérek HT22 w warunkach stosowanego stresu. Natomiast
zastosowanie tego inhibitora wraz z P] 34 sugeruje, Ze zahamowanie PARS-1

wptywa na aktywacje szlaku zaleznego od PI3-K.

W poszukiwaniu nowych zwigzkéw neuroprotekcyjnych w niniejszej
pracy zbadane zostato dziatanie wielonienasyconego kwasu ttuszczowego ome-
ga-3, dokozaheksaenowego (DHA). Kwas ten jest waznym sktadnikiem fosfoli-
pidéw btonowych, o wtasciwosciach niezbednych dla prawidtowego rozwoju
zdolnos$ci poznawczych. Jego brak lub peroksydacja wydajg sie by¢ odpowie-
dzialne za sygnal prozapalny, degeneracje komdrek siatkowki i dysfunkcje neu-
ronéw w chorobie Alzheimera, a takze za postepujace z wiekiem zaburzenia
poznawcze (Lukiw i Bazan, 2008; Dyall 2010). DHA jest prekursorem licznej
grupy zwigzkéw zwanych dokozanoidami (w tym neuroprotektyny D, NPD1)
o wtasciwosciach protekcyjnych. W badaniach na linii komérek HT22 w warun-

kach stresu genotoksycznego wykazano protekcyjne dziatanie DHA w zakresie
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stezen 10-30 uM. Zastosowanie DHA w powyzszych warunkach skutkowato za-
trzymaniem wyptywu AIF w mitochondriach i brakiem jego translokacji do ja-
dra komorki. Podobne wyniki uzyskane zostaty przez Suphioglu i wsp. (2010).
W prowadzonych przez nich badaniach na komoérkach ludzkiej neuroblastomy
(M17) wykazano bezposrednig zalezno$¢ pomiedzy traktowaniem DHA a apop-
totoza. DHA w stezeniu 20 uM obnizatl o ponad 60% aktywno$¢ kaspazy-3, biat-
ka egzekutorowego apoptozy. Badacze Ci zwrdcili rowniez uwage, Ze protekcyj-
na rola DHA jest nierozerwalnie ztaczona z zaleznym od PI3-K/AKT szlakiem
przekaznictwa komorkowego. Natomiast dane Green'a i wsp. (2001) sugeruja,
ze neuroprotekcyjne dziatanie DHA jest zwigzane z jego zdolnos$cig do obnizenia
poziomu peroksydacji lipiddw w mozgu. Doswiadczenia prowadzone na szczu-
rach o diecie bogatej w DHA wykazaly znaczace obnizenie poziomu uszkodzo-
nych lipiddw w médzgach tych zwierzat, w poréwnaniu z kontrolg (Kubo i wsp.,
1998, Dyall 2010). Dane te wskazujg, ze DHA moze odgrywac istotna role anty-
oksydacyjna. Yavin i wsp. (2002) sugeruja kilka potencjalnych mechanizméw
tego zjawiska, miedzy innymi zdolno$¢ DHA do aktywacji enzyméw antyoksy-
dacyjnych. A Green i wsp. (2001) pokazujg, Ze obnizenie reaktywnych form tle-
nu przez DHA zachodzi przez wzrost produkcji NO, co moze wptywac na obni-
zenie puli aktywnej formy rodnika ponadtlenkowego, a tym samym na obnize-
nie liczby wolnych rodnikéw i uszkodzen oksydacyjnych w odpowiednich wa-
runkach $rodowiskowych (Dyall 2010). Dane doswiadczalne Banasika i wsp.
(1992) wykazaty, ze nienasycone kwasy ttuszczowe, w tym kwas o linolenowy
(ALA, ang. alpha-linolenic acid), maja zdolno$¢ do hamowania aktywnoSci
PARS-1. Wydaje sie, ze rowniez DHA wykazuje wtasciwosci hamujgce aktyw-
no$¢ PARS-1. Dane Lukiw'a i Bazan'a (2008) pokazuja, iz w toku przemian me-
tabolicznych DHA dochodzi do powstania NPD1. Zwigzek ten wykazuje wtasci-
wosci cytoprotekcyjne, gdyz umozliwia utrzymanie integralnosci btony komor-
kowej, nasila ekspresje biatek antyapoptotycznych, a ponadto moze hamowac¢
drogi przekazZnictwa komoérkowego prowadzace do programowanej $mierci

komoérki.

Biatka z rodziny BCL sg waznymi regulatorami apoptozy. Aktywacja eks-
presji i poziomu biatka BAX wptywa na jego oligomeryzacje, co w konsekwencji

moze skutkowa¢ zmianami interakcji biatko-biatko (w tym biatka 14-3-3)
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i zmianami fosforylacji, wptywajac na jego translokacje do mitochondriéw. Inte-
rakcja BAX moze powodowa¢ zmiany konformacyjne wewnetrznej btony mito-
chondrialnej i moze prowadzi¢ do uwolnienia m.in. AIF. Badania Cabona i wsp.
(2011) wykazaty, ze sygnal zwigzany z aktywacjq i translokacjg BAX, prowadzi
do uwolnienia AIF z mitochondriéw i jest kluczowym warunkiem prowadzgcym
do nekroptozy w warunkach dziatania MNNG (Cabon i wsp., 2011). W przed-
stawionej pracy zbadana zostata ekspresja genow dla biatek Bcl-2, Bcl-XL i Bad
w warunkach uszkodzenia DNA wywotanego alkilacjg. Doswiadczenia wykazaty
wzrost ekspresji dla biatka proapoptotycznego Bax oraz spadek ekspresji biatek
antyapoptotycznych Bcl-2 i Bcl-XL. Badania dotyczace ekspresji biatek z rodziny
Bcl skupiaja sie gtownie wokét komérek nowotworowych. W doswiadczeniach
prowadzonych po zastosowaniu Kadheryny E, zwigzku spowalniajagcego nowo-
tworzenie, wykazano wzrost ekspresji genu dla Bcl-2 (Friess i wsp., 1998; Miy-
amoto i wsp., 1999). Natomiast wzrost ekspresji dla Bax obserwowany byt
w komorkach nowotworowych trzustki (Ferreira i wsp., 2011). Dodatkowo
w badaniach na komoérkach regionu CA1 szczurzego hipokampa w modelu hipo-
termii wykazano wzrost ekspresji zaré6wno genu Bcl-2 jak i Bax. Badacze Ci su-
gerowali zaangazowanie tych genéw w proces obumierania komérek w tym
regionie (Zhang i wsp. 2006). Badania Strosznajder i Gajkowskiej, (2006) wyka-
zaty istotne zmiany lokalizacji tych biatek po niedokrwieniu mézgu. Analiza
wplywu promieniowania jonizujacego na ludzkie komorki wykazata wzrost
ekspresji genu antyapoptotycznego Bcl-XL. W warunkach tych poziom Bcl-2
ulegal obnizeniu. Ekspresja obu genow, podobnie jak i Bax, zalezna byta od

prawidtowej funkcji biatka p53 (Zhan i wsp., 1996).

Podsumowujgc uzyskane wyniki wykazano, ze w warunkach stresu ok-
sydacyjnego wywotanego zwiekszonym uwalnianiem peptydéw amyloidu f3
w komoérkach transfekowanych biatkiem APP, jak tez w wyniku dziatania pep-
tydow AP 1-42 podanych zewnatrzkomoérkowo, obserwuje sie podwyzszony
poziom mitochondrialnego biatka AIF, ktéremu towarzyszy obnizenie aktywno-
$ci jadrowego enzymy PARS-1. Podobny podwyzszony poziom AIF
obserwowany byt w mitochondriach komoérek kory mézgu i prazkowia w zwie-
rzecym modelu choroby Alzheimera u myszy APP+/+, jak i w warunkach stresu

nitrozacyjnego o umiarkowanym nasileniu (100 pM SNP). W warunkach tych
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pomimo wzrostu poziomu wolnych rodnikéw i daleko posunietych zaburzen
strukturalnych, komérki przezywaja lub obumiera ich stosunkowo niewielka

ilos¢. Powyzsze dane moga wskazywac na istotng adaptacyjno-obronng role AIF.

Natomiast stres genotoksyczny zwigzany z alkilacyjnym uszkodzeniem
DNA prowadzi do uwolnienia AIF i jego translokacji do jadra neuronéw hipo-
kampa, komérek HT22. Wynikiem tego procesu jest zalezna od AIF/PARS/PAR
$Smier¢ komorek nerwowych HT22. Inhibitory PARS-1 poprzez zapobieganie
uwalniania AIF z mitochondriéw i hamowanie syntezy PAR, w znaczacy sposéb
zwiekszajg przezycie komorek poddanych stresowi genotoksycznemu. Podobne
dziatanie wykazuja tetracykliny trzeciej generacji oraz kwas dokozaheksaeno-

wy, ktére w znaczny sposéb chronig komérki neuronalne przed $miercia.
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L 4

Stwierdzono podwyzszony poziom biatka AIF w mitochondriach komoé-
rek PC12 transfekowanych genem APP z mutacja szwedzka (APPsw)
oraz w zwierzecym modelu AD u myszy transgenicznych z mutacjg lon-
dynska APP+/*. Te same zmiany wykazano w komérkach PC12 podda-
nych dziataniu egzogennego AB 1-42 i stresu nitrozacyjnego. W wymie-

nionych warunkach stwierdzono obumieranie niewielkiej puli komorek.

Wyniki te moga wskazywac na udziat biatka AIF w procesach obron-

nych/adaptacyjnych umozliwiajacych przezycie komérek.

Obnizenie aktywnosSci PARS-1 w komoérkach APPsw moze by¢ spowodo-
wane dziataniem NO uwalnianego przez Af lub z automodyfikacjg enzy-
mu. Stwierdzona modyfikacja enzymu wyklucza jego aktywny udziat za-
réwno w mechanizmie naprawy DNA jak i w mechanizmie $mierci komo-

rek.

W warunkach stresu genotoksycznego wywotanego zalezng od MNNG
alkilacja DNA inhibitory PARS-1 chronig komérki przed synteza PAR,
uwalnianiem AIF z mitochondriéw i jego translokacja do jadra. W efekcie
zwiekszajg one znaczaco przezycie neuronalnych komoérek HT22. Tetra-
cykliny trzeciej generacji oraz wielonienasycony kwas DHA wykazuja

réwniez istotne cytoprotekcyjne dziatanie.

Uzyskane wyniki wskazujg na fundamentalne znaczenie $ciezki sygnato-
wej zaleznej od AIF i PARS-1/PAR w mechanizmie $mierci komorek

HT22 w wyniku dziatania czynnika genotoksycznego MNNG.

W $mier¢ komorek zalezng od MNNG nie sg zaangazowane: PKC i PKG,

megakanat mitochondrialny, biatko p53 ani tez kaspaza-3.
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*

Stres genotoksyczny wywotany MNNG powoduje obnizenie ekspresji bia-
tek antyapoptotycznych, Bcl-X1 i Bcl-2 oraz wzrost ekspresji genu dla

biatka proapoptotycznego Bax.

Zaburzenie ekspresji tych biatek i ich wzajemnych relacji moze przyczy-
nia¢ sie zmiany funkcji mitochondriow i wyptywu AIF w badanych wa-

runkach.
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Streszczenie

Stres oksydacyjny uwazany jest za jeden z gtdwnych elementéw patoge-
nezy chor6b neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera i Parkinsona.
Pomimo intensywnych badan, doktadny mechanizm prowadzacy do stresu ok-
sydacyjnego w tych schorzeniach nie jest doktadnie poznany, a zjawiska mole-
kularne i szlaki obumierania komérek spowodowane aktywacja stresu oksyda-
cyjnego i genotoksycznego, nie sg wpelni wyjasnione. W wyniku dziatania wol-
nych rodnikéw moze dochodzi¢ do zmian wewnatrzkomorkowej transdukcji
sygnatu, ekspresji gendw oraz zmian strukturalnych, w tym do zaburzenia funk-
cji mitochondriéw i enzyméw naprawy DNA. W konsekwencji zmiany te moga
prowadzi¢ do aktywacji szlakéw $mierci komorki. Poznanie mechanizméw wa-
runkujacych przezycie lub doprowadzajacych do $mierci jest istotne w odnie-

sieniu do nowych dziatan neuroprotekcyjnych.

Zaburzenia funkcji mitochondriéw sg jednym z kluczowych zjawisk
zwigzanych z patomechanizmem wielu choréb neurodegeneracyjnych. Jednym
z gtownych biatek zaangazowanych w prawidtowg funkcje mitochondriow jest
czynnik indukujacy apoptoze (AIF), a jadrowym odbiorca licznych szlakow
przekaznictwa i kaskady wolnorodnikowej jest PARS-1.

AIF to flawoproteina zwigzana z przestrzenig miedzybtonowa mitochon-
driéw, ktéra razem z biatkami AMID i AIFL wspottworzy rodzine biatek. Ich
funkcje fizjo-patologiczne nie sg w jeszcze w petni poznane. W warunkach fizjo-
logicznych AIF posiada wtasciwosci oksydoreduktazy NADH i odgrywa istotna
role w fosforylacji oksydacyjnej i obronie wolnorodnikowej (Susin i wsp., 1999;
Miramar i wsp., 2001; Hangen i wsp., 2010). Zawiera trzy funkcjonalne domeny:
wigzaca FAD, wigzaca NADH i domene C-koncowa (Otera i wsp., 2005; Modjta-
hedi i wsp., 2006). Dwie pierwsze domeny AIF odpowiedzialne sg za oksydore-
dukcyjng funkcje biatka i w warunkach fizjologicznych biorg udziat w transpor-
cie elektronow jako elementy sktadowe kompleksu I i III tancucha transportu
elektronéw (Miramar i wsp., 2001; Vashen i wsp., 2004; Modjtahedi i wsp.,

2006; Hagen i wsp., 2010). Wiadomo réwniez, Zze domena C-koncowa odpowie-
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dzialna jest za wtasciwosci apototyczne AIF i w odpowiedzi na sygnat proapop-
totyczny biatko to transportowane jest z mitochondrium do jadra komorki,
gdzie wraz z cyklofiling A indukuje kondensacje chromatyny i fragmentacje
DNA, na drodze niezaleznej od kaspaz (Hong i wsp., 2004; Yu i wsp., 2006; Kran-
tici wsp., 2007).

Dotychczasowe badania pokazuja, ze biatko AIF jest bardzo konserwo-
wane ewolucyjnie i niezbedne dla rozwoju embrionalnego (juz od dziewiatego
dnia) (Brown i wsp., 2006). Jego brak prowadzi do neurodegeneracji, zaniku
mies$ni szkieletowych i kardiomiopatii (Klein i wsp., 2002). A ponadto, jego ni-
ska ekspresja wptywa na upos$ledzenie homeostazy wolnych rodnikéw (Aposto-
lova i wsp., 2006), co w konsekwencji prowadzi do stresu oksydacyjnego
i uszkodzenia makromolekut. Oksydacja DNA i jedno lub dwuniciowe jego pek-
niecie powodujg aktywacje jadrowego enzymu syntazy poli(ADP-rybozy)
(PARS), okre$lanej poprzednio mianem polimerazy (PARP) (Yu i wsp., 2002;
Strosznajder i wsp., 2005, 2011; Moroni i wsp 2011). PARS-1 bierze udziat
w wyKryciu oraz naprawie uszkodzen DNA, modyfikacji chromatyny oraz w re-
gulacji transkrypcji. Jest on kluczowy dla przebiegu wielu patofizjologicznych
i patologicznych proceséw takich jak: utrzymanie stabilno$ci genomu, starzenie,
stan zapalny, czy karcenogeneza (Strosznajder i wsp. 2003; Beneke i Burkle,
2007, Moroni, 2008; AbdElmageed i wsp., 2011; Moroni i wsp. 2011).
W warunkach stresu oksydacyjnego i genotoksycznego dochodzi do nadmiernej
aktywacji PARS-1, zuzycia BNAD* i w konsekwencji ATP. Ponadto produkt
PARS-1, poli(ADP-ryboza) PAR jest czastka sygnalizacyjng, ktérej zwigzanie sie
z btong mitochondrialng moze prowadzi¢ do wyptywu AIF z mitochondriow
i jego translokacji do jadra (Yu i wsp., 2006). W konsekwencji prowadzi to do

$Smierci komérki na drodze apoptozy niezaleznej od kaspaz.

Podjete w niniejszej pracy zagadnienia miaty na celu zbadanie ekspresji
genu, poziomu biatka i udziatu AIF w procesach przezycia i $mierci komérek
w warunkach dziatania peptydow Amyloidu . W badaniach uwzgledniono
czynniki zaangazowane w aktywacje stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego
i genotoksycznego. Zbadano zaleznosSci pomiedzy poziomem AIF w mitochon-

driach a aktywnos$cig PARS-1/poziomem PAR i przezywalno$cig komérek. Oce-
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niano dziatanie cytoprotekcyjne inhibitoréw wybranych enzyméw oraz licznych

zwigzkoéw czynnych farmakologicznie.

Badania prowadzono na szczurzych komoérkach pochodzenia nerwowego
PC12 oraz na mysich neuronach hipokampa HT22. Do badan uzyto komérki
PC12 transfekowane pustym wektorem oraz ludzkim genem dla biatka prekur-
sorowego AP typu dzikiego APPwt i genem z mutacjg szwedzka APPsw, ktére
endogennie uwalniajg peptydy AB. Ponadto komoérki PC12 poddano zewnatrz-
komorkowemu dziataniu egzogennych peptydéw AP i dodatkowemu stresowi
nitrozacyjnemu. Wyniki dotyczace poziomu i ekspresji AIF po dziataniu pepty-
dow AP poréwnywano z danymi uzyskanymi w badaniach na zwierzetach
transgenicznych - myszach z mutacja londynska w genie dla APP
(FVBTg(Thy1;APP)Val717lle)  ktére stanowig model rodzinnej choroby Alzheime-
ra. W badaniach molekularnych zjawisk wptywajacych na poziom AIF w mito-
chondriach i jego translokacje do jadra, szczegdlng uwage zwrocono na aktyw-
nos¢ i integralno$¢ jadrowego enzymu PARS-1. W badaniach oceniano takze
wewngtrzkomérkowy poziom wolnych rodnikéw za pomocg fluorymetrycznego
testu DCF oraz wrazliwo$¢ komorek na stres oksydacyjny i ich przezycie za po-
mocg testu MTT. Udziat AIF w molekularnych mechanizmach przezycia i $mierci
komorek badano réwniez w warunkach stresu genotoksycznego, wywotanego
alkilacjag DNA przez zwigzek genotoksyczny - MNNG. Zwigzki genotoksyczne s3
szeroko rozpowszechnione w $rodowisku naturalnym. Nalezg do nich sktadowe
dymu papierosowego, produkty uboczne proceséw przemystowych czy leki sto-
sowane w terapii antynowotworowej. Ich mechanizm dziatania i skutki, jakie
wywotuja w organizmach zywych, a w szczegélnosci w komoérkach nerwowych,
nie sg wystarczajaco dobrze poznane. Szczegdlng uwage w prowadzonych do-
$Swiadczeniach zwrdocono na znaczenie PARS-1 i pod tym wzgledem przetesto-

wano liczne zwiazki o charakterze neuroprotekcyjnym.

W prezentowanych przez nas badaniach zalezny od stezenia Af stres ok-
sydacyjny w mitochondriach trzech linii komérek PC12 transfekowanych ge-
nem biatka dla APP oraz w komérkach PC12 poddanych dziataniu egzogennego
peptydu AB 1-42, powodowat wzrost poziomu biatka AIF. Dziatanie stresu ni-

trozacyjnego wywotanego donorem NO takze wplywalo na wzrost poziomu
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biatka AIF w mitochondriach. W warunkach tych obserwowano nieznaczny od-
setek obumierajgcych komoérek. Podwyzszony poziom biatka AIF obserwowano
réwniez w korze mdézgu i prazkowiu w zwierzecym modelu choroby Alzheimera
(AD) u myszy transgenicznych APP+/*z mutacja londynska. Powyzszym zamia-
nom towarzyszyto znaczace obnizenie aktywnosSci PARS-1 zar6wno w komor-

kach APPsw, jak i po zastosowaniu donora NO (500 uM SNP).

W doswiadczeniach prowadzonych w warunkach stresu genotoksytcz-
nego wywotanego czynnikiem alkilujgcym DNA, MNNG, stwierdzono wzrost
uwalniania AIF z mitochondriéw, ktéremu towarzyszyto obumieranie znaczacej
puli komdrek. Efekt ten byt niwelowany przez zastosowanie inhibitor6w PARS-
1 (P] 34 i 3AB), a takze tetracyklin trzeciej generacji (mino- i doksycykliny) oraz
wielonienasyconego kwasu DHA. Korzystne dodatkowe dziatanie wykazywato
zahamowanie kalpainy (biatka prawdopodobnie zaangazowanego w uwalnianie

AlF), a takze kinazy regulowanej sygnatem zewngtrzkomorkowym ERK1/2.

Dodatkowo zaobserwowano, Ze stres genotoksyczny wywotany alkilacja
DNA powoduje obnizenie ekspresji biatek antyapoptotycznych, BclXl1 i Bcl2 oraz
wzrost ekspresji genu dla biatka proapoptotycznego Bax (mogacego przyczy-

nia¢ sie do wyptywu AIF z mitochondrium).

Podsumowujac, uzyskane dane w przedstawionej pracy wskazuja na
istotny udziat biatka AIF w procesach obronnych/adaptacyjnych (umozliwiajac
przezycie komoérkom) w warunkach toksycznosci peptydéw Af dziatajacych
endogennie i egzogennie, a takze po zadziataniu donora NO, SNP. Obserwowana
obnizona aktywnos$ci enzymatyczna PARS-1 moze by¢ zwigzana z udziatem
uwalnianego przez AB NO i z automodyfikacja enzymu. MozZe réwniez miec
miejsce degradacja PARS-1 w wyniku aktywacji kaspazy 3. Natomiast obnizenie
to wyklucza udziat PARS-1 w mechanizmie $mierci, ale moZe miec istotne zna-

czenie w zaburzeniu proceséw naprawy DNA.

W badaniach dotyczacych mechanizmu $mierci komorek w stresie geno-
toksycznym wykazano, ze Sciezka sygnatowa zalezna od AIF oraz PARS-1/PAR
odgrywa fundamentalng role w mechanizmie Smierci neuronéw HT22 w wyni-

ku dziatania zwigzku alkilujacego DNA, MNNG. W warunkach tych inhibitory
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PARS-1 (P] 34 i 3AB), tetracykliny trzeciej generacji (mino- i doksycyklina) oraz
wielonienasycony kwas DHA chronity komorki HT22 przed stresem genotok-
sycznym i $miercig. Korzystne dodatkowe dziatanie wykazuje rowniez zaha-
mowanie kalpainy (biatka prawdopodobnie zaangazowanego w uwalnianie
AlF), a takze kinazy regulowanej sygnalem zewngtrzkomérkowym ERK1/2.
W mechanizmie cytoprotekcyjnego dziatania inhibitoréw PARS-1 stwierdza sie
udziat PI-3 kinazy, a w $mier¢ komorek zalezng od MNNG nie sg zaangazowane:

PKC i PKG, biatko p53 jak réwniez kaspaza-3.

Uzyskane wyniki badan mogg by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu me-
chanizmu Smierci komdrek w wyniku dziatania stresu oksydacyjnego i genotok-
sycznego, ktéry towarzyszy chorobom neurodegeneracyjnym oraz dziataniu
licznych toksyn $rodowiskowych. Ponadto moga utatwi¢ wskazanie punktow

uchwytu dla skutecznej cytoprotekcji.
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