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I WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

AB — peptyd amyloidu beta

Acetylo-CoA — acetylokoenzym A

Ach — acetylocholina

AchE — esteraza acetylocholinowa

ADP — adenozyno-5’-difosforan

Apo — apolipoproteina

ATP — adenozyno-5’-trifosforan

BACE1 — B sekretaza

BAD — bialko proapoptotyczne z rodziny BCL2, nalezacej do
endogennych biatkowych regulatoréw apoptozy

BCL2 — biatko antyapoptotyczne

Bialko G — biatko wiazace nukleotydy guaninowe

BSA — albumina surowicy wotu (frakcja V, pozbawiona kwasow
thuszczowych)

C(83) — fragment biatka APP zawierajacy 83 aminokwasy powstajacy
w wyniku degradacji APP przez a-sekretazg

C99(100) — fragment biatka APP zawierajacy 99-100 aminokwasow
powstajacy w wyniku degradacji APP przez B-sekretaze

cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan

cDNA — DNA komplementarny do mRNA wyprodukowany przez
odwrotna transkryptaze¢

CDP — cytydynodifosforan

ChA — choroba Alzheimera

ChAT — acetylotransferaza cholinowa

CcTP — cytydynotrifosforan

DAG — diacyloglicerol

DCF — dichlorofluoresceina

DEPC — dwuetylopirowgglan

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DNPH — 2,4-dinitrofenylohydrazyna

DTT — ditiotreitol

ECL — metoda detekcji chemiluminescencyjnej

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGTA — kwas etylenoglikotetraoctowy

GAPDH — dehydrogenaza aldehydu-3-fosfoglicerynowego

GDP — guanozynodifosforan

GTP — guanozynotrifosforan

H,DCF-DA — dichloro-dihydrofluoresceina

H-7 — inhibitor kinaz bialkowych o wigkszym powinowactwie do
PKC i PKA

H-8 — inhibitor kinaz bialkowych o wigkszym powinowactwie do
PKA i PKG

H-9 — inhibitor kinaz bialkowych o wigkszym powinowactwie do
PKG i PKA

HACU — transport choliny o wysokim powinowactwie do choliny

HEPES — kwas N-2-hydroksy piperazyno-N-2-etanosulfonowy

iNOS — indukowalna forma syntazy tlenku azotu
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1P, — inozytolofosforan

1P, — inozytolobisfosforan

IP; — inozytolotrisfosforan

1P, — inozytolotetrakisfosforan

IPs — inozytolopentakisfosforan

1P — heksakisfosfoinozytol

KA — kwas arachidonowy

Katp — kanat potasowy zalezny od ATP

kDa — kilodalton, jednostka masy

KF — kwas fosfatydowy

KRBS — bufor Krebs-Henseleit

LPI — lizofosfatydyloinozytol

LTD — dlugotrwata depresja synaptyczna

LTP — dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne

M(n) — receptor muskarynowy uktadu cholinergicznego, n=1,2,3,4,5

MDA — aldehyd malonylowy

MG — monoglicerol

mRNA — informacyjny RNA

Na'/K" -ATP-aza — pompa sodowo potasowa

NAD — dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

NF«xB — czynnik transkrypcyjny

NMDA — kwas N-metylo-D-asparaginianowy

NNLA — N-nitro-L-arginina

nNOS — neuronalna forma syntazy tlenku azotu

NO — tlenek azotu

NOS — syntaza tlenku azotu

p53 — czynnik transkrypcyjny

PARP — polimeraza (poli-ADP)rybozy

PBS — bufor fosforanowy zawierajacy chlorek sodu

PBS-T — bufor fosforanowy zawierajacy chlorek sodu i 0,05% Tween
20

PCR — lancuchowa reakcja polimeryzacji

PI — fosfatydyloinozytol

PI(3)P — fosfatydyloinozytolo-3-fosforan

PI(3,4)P; — fosfatydyloinozytolo-3,4-bisfosforan

PI(3,4,5)P; — fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforan

PI(4)P — fosfatydyloinozytolo-4-fosforan

P1(4,5)P, — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan

PI-3kinaza — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

PI-4kinaza — kinaza 4-fosfatydyloinozytolu

PIP-5kinaza — kinaza 5-fosfatydyloinozytolofosforanu

PI-TPa —izoforma o bialka transportujacego fosfatydyloinozytol

PKA — kinaza biatkowa zalezna od cAMP

PKC — kinaza biatkowa C

PKG — kinaza biatkowa zalezna od cGMP

PLA, — fosfolipaza A,

PLA, — fosfolipaza A,

PLC — fosfolipaza C

PLD — fosfolipaza D
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PMSF
PVDF

ROS

RT

SDS
SDS-PAGE

SOD

SPM

SSC

TBE

TCA

Th-T

TLC

TMB-8

Tris

Triton X-100

VAChT

BAPP

— fluorek fenylometanosulfonowy

— membrana polivinylowa

— reaktywne formy tlenu

— odwrotna transkryptaza

— 561 sodowa kwasu dodecylosulfonowego

— elektroforeza na zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych

— dysmutaza ponadtlenkowa

— blony synaptoplazmatyczne

— bufor solny zawierajacy cytrynian sodu

— Tris-boran-EDTA

— kwas trojchlorooctowy

—tioflavina T

— chromatografia ptytkowa cienkowarstwowa

- 3,3’,5,5-tetrametylobenzydyna

— tri(hydroksymetylo)aminometan

— seria niejonowych detergentow, w ktoérych X wskazuje na
srednia dhugos¢ polioksyetylenowego tancucha, dla Tritonu X-
100, wartos¢ X wynosi: 9-10

— biatko transportujace acetylocholing do pecherzykow
synaptycznych

— biatko prekursorowe peptydu amyloidu beta (ang. S Amyloid
Precursor Protein)
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| WSTEP
.1 Budowa i funkcja peptydéw Ap.

Badania nad amyloidem maja ponad 100-letnig historig. W roku 1851 Virchow
po raz pierwszy opisat skrobiopochodna, szklista substancj¢ o wlasciwosciach
zasadowych, nazwana amyloidem (Virchow, 1851). Pdzniejsze badania z uzyciem
technik biochemicznych wykazaly, ze podstawowym skladnikiem amyloidu sa
niskoczasteczkowe fragmenty biatek powstajace zazwyczaj z wysokoczasteczkowego
biatka prekursorowego. Badania kolejnych lat wykazaty, ze peptydy amyloidu beta
(APB) sa polipeptydami o masie czasteczkowej okoto 4,2 kDa (Glenner i Wong, 1984,
Masters i wsp., 1985), zawieraja zazwyczaj od 39 do 42/43 aminokwasow. N-koncowa
cze$¢ peptydu obejmujaca aminokwasy 1-28 jest hydrofilowa i zawiera aminokwasy
obdarzone tadunkiem. C-koncowa czg$¢ peptydu jest silnie hydrofobowa i obejmuje
aminokwasy 29-42/43. N-koncowa domena przybiera¢ moze zar6wno strukturg
drugorzedowa typu B, jak i helisy a, natomiast C-koncowa domena posiada zawsze
strukturg typu P-kartki. Na poczatku lat dziewigédziesiatych wykazano, ze peptydy
amyloidu beta powstaja w wyniku degradacji biatka prekursorowego nazwanego
biatkiem prekursorowym amyloidu B (BAPP) (z ang. S Amyloid Precursor Protein -
PAPP) (Estus 1 wsp., 1992, Golde i wsp., 1992, Haass i wsp., 1992a). Obecnie
wiadomo, ze PBAPP jest glikoproteing o masie czasteczkowej okoto 100-140 kDa
kodowana przez gen zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 21. Biatko to jest
biatkiem transbtonowym posiadajacym diugi zewnatrzkomorkowy fragment N-
koncowy, domeng transbtonowa oraz krétki, hydrofobowy C-koniec umiejscowiony w
cytozolu komorki. Sposrod dziesigciu zidentyfikowanych izoform BAPP osiem zawiera
sekwencje AP (Octave, 1995). Gléwnym biatkiem prekursorowym w osrodkowym
uktadzie nerwowym jest bialko zawierajace 695 aminokwasow (BAPP695), ktore
stanowi okoto 80% wszystkich transkryptow PBAPP, a najwazniejszym miejscem
ekspresji PAPP w OUN sa komorki nerwowe (Neve i1 wsp., 1988). Amyloid beta
zlokalizowany jest w obrgbie domeny zewnatrzkomoérkowej (28 aminokwaséw) i
transblonowej (11-14 aminokwasow) biatka prekursorowego. Uwaza si¢ powszechnie,

ze istnieja dwa gléwne szlaki kataboliczne BAPP, na drodze ktéorych moglyby
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powstawac peptydy AP. Jeden z nich nazwany zostal szlakiem sekrecyjnym, a drugi
endosomalno-lizosomalnym. Enzymy odpowiedzialne za proces proteolizy BAPP

nazwano sekretazami: a, § 1y (Rycina 1).
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Rycina 1. Metabolizm biatka prekursorowego amyloidu beta (SAPP) 7 udzialem
sekretaz: o, Bi y. Wedtug Dicksona, 1997.

Za szlak przemian prowadzacych do powstania peptydow AP uwaza si¢ szlak
endosomalno-lizosomalny, w ktorym czasteczka BAPP zostaje najpierw wchlonigta z
btony komorkowej i1 przetransportowana do endosomoéw 1 lizosomow, gdzie dalej jest
przetwarzana. Na zewnatrzkomoérkowym N-koncu czasteczka BAPP jest rozcinana
przez B-sekretaze w wyniku czego powstaje dtugi fragment sBAPP oraz C-koncowa
domena C 99 (C 100) zawierajaca AB. Z kolei fragment C 99 (C 100) ulega degradacji
przez vy-sekretazg w wyniku czego uwalniany jest AP, ktory jest wydzielany na
zewnatrz komorki (Estus 1 wsp., 1992, Golde i wsp., 1992, Haass i wsp., 1992a).
Uwalniany jest gléwnie AP zawierajacy 40 aminokwaséw (AP 1-40), a w niewielkim
stopniu AP 1-42/43. Ta droga degradacji BAPP z udzialem B- i y-sekretazy w wyniku
ktorej powstaje AP zwana jest droga amyloidogenna (Rycina 2).



WSTEP 11

2hvbb” b3 =3 KDY 2bvbb® VB = ¢ KD

eor

N
El
oo o0
o

Rycina 2. Degradacja BAPP przez sekretaze a i y na szlaku sekrecyjnym oraz przez
sekretaze B i y na drodze endosomalno-lizosomalnej. Wedltug Dicksona, 1997.

W wyniku dziatania B 1 y-sekretazy czasteczka AP zostaje uwolniona do przestrzeni
pozakomoérkowej. W latach 1999-2000 zidentyfikowano oraz poznano strukture i
sekwencj¢ aminokwasowa (-sekretazy (BACE 1) (Hussain 1 wsp., 1999, Sinha i1 wsp.,
1999, Vassar i wsp., 1999, Yan 1 wsp., 1999, Haniu i wsp., 2000, Pastorino i wsp.,
2002). Enzym ten wystepuje gtownie w blonie aparatu Golgiego oraz w niewielkiej
ilosci w siateczce $rédplazmatycznej i blonie plazmatycznej. Uwaza sig, ze za
aktywnos$¢ enzymatyczna tej endopeptydazy odpowiedzialna jest domena transbtonowa
(Yan i wsp., 2001). BAPP jest katabolizowany réwniez na szlaku nieamyloidogennym z
udziatem a-sekretazy. Ten enzym degraduje BAPP wewnatrz sekwencji A pomigdzy
lizyna w pozycji 16 (Lys'®) i leucyna w pozycji 17 (Leu'’) w wyniku czego powstaje
dhugi fragment sBAPP, zawierajacy w swoim skladzie 16 aminokwasow nalezacych do
AP oraz C-koniec zawierajacy 83 aminokwasy (C 83). C 83 moze by¢ degradowany
przez y-sekretaz¢ i prowadzi do uwolnienia fragmentu p3 (Rycina 2). Uwalnianie
fragmentu sBAPP, przez o-sekretaz¢ stymulowane jest przez kinazg biatkowa PKC
zalezna od DAG. Degradacja BAPP na szlaku sekrecyjnym przez sekretaz¢ o i y ma
miejsce w procesie starzenia mézgu, natomiast w mozgach alzheimerowskich peptydy
AB mialyby powstawa¢ w wyniku degradacji BAPP przez sekretazy B i y
prawdopodobnie na drodze endosomalno-lizosomalnej. Degradacja fosfolipidow

inozytolowych w wyniku pobudzenia ukladu cholinergicznego i aktywacji fosfolipazy
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C aktywuje uwalnianie sBAPP,, ktory moze mie¢ dziatanie troficzne i neuroprotekcyjne
(Buxbaum 1 wsp., 1992, Nitsch i1 wsp., 1992). Zaburzenie neurotransmisji

cholinergicznej i obnizenie aktywnos$ci PKC moze prowadzi¢ do zaburzenia degradacji

BAPP na drodze nieamyloidogennej, a w konsekwencji zwigksza¢ uwalnianie Af

(Rycina 3).

przestrzen zewnatrzkomorkowa

.\\\ stres
I >
T~ AB <— BAPP —> sBAPP

neurotoksyczny nietoksyczny

Rycina 3. Zaleiny od pobudzenia receptora cholinergicznego metabolizm LAPP i
uwalnianie neurotoksycznej formy Af. Wedtug Pacheco i Jope, 1996.

Zalezne od PKC uwalnianie spBAPP, jest wynikiem odrywania si¢ 1 transportu
pecherzykow zawierajacych BAPP od aparatu Golgiego 1 ich transportu do blony
plazmatycznej (Xu 1 wsp., 1995), miejsca aktywnosci o-sekretazy (Haass 1 wsp.,
1992b, Sisodia, 1992). Fizjologiczna rola biatka prekursorowego amyloidu beta oraz A3
jest nadal nieznana. Badania prowadzone w warunkach hodowli tkankowych wykazaty,
ze AP moze wywiera¢ na komorki zarowno wplyw troficzny jak i toksyczny. Peptydy
AP1-28, AP1-40 oraz AP1-42 podawane do hodowli komoérkowych w niskich
stezeniach 1-5uM., wykazuja dziatanie troficzne (Yankner i wsp., 1990, Whitson 1 wsp.,
1989, Whitson i wsp., 1990). W badaniach in vitro przy uzyciu peptydow A w
wyzszych stezeniach wykazano neurotoksyczne dziatanie tego peptydu (Yankner i wsp.,

1989, Frautschy 1 wsp., 1991, Kowall i wsp., 1991, Pike i wsp., 1991, Howlett i wsp.,
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1995, Diana 1 wsp., 2000, Wei 1 wsp., 2000). Toksycznos¢ AP jest zwiazana z jego
»starzeniem” w wyniku kilkugodzinnej lub kilkudniowej inkubacji, ktora przyspiesza
fibrylizacje 1 agregacj¢ peptydu (Pike i wsp., 1991). Na proces fibrylizacji A moga
mie¢ wptyw nastgpujace czynniki: pH, obecnos¢ jonéw metali, wolnych rodnikow, a
takze biatek towarzyszacych. Apolipoproteina E moze stymulowaé proces fibrylizacji
amyloidu beta, natomiast apolipoproteina J hamowac ten proces (Soto, 1996). Jednakze
mechanizm neurotoksycznosci jest nadal nie wyjasniony. Sugeruje si¢, ze AP} zaburza
homeostaze wapniowa (Mattson 1 wsp., 1992, 1993a, 1993b), prawdopodobnie przez
stymulacje¢ naptywu jonow wapnia przez kanaly wapniowe L i N zalezne od potencjatu
(Davidson 1 wsp., 1994, Ueda i wsp., 1997, MacManus 1 wsp., 2000, Samochocki i
wsp., 1998) oraz przez receptor NMDA (Holscher, 1998, Harkany 1 wsp., 1999). A
moze réwniez wplywaé na depolaryzacje blony poprzez obnizenie aktywnosci Na'/K"
ATP-azy (Mark i wsp., 1995). Istnieja dane doswiadczalne wskazujace na udziat
reaktywnych form tlenu w toksycznosci amyloidu beta (Behl i wsp., 1994, Butterfield 1
wsp., 1994, Hensley 1 wsp., 1994, Miranda 1 wsp., 2000, Varadarajan i wsp., 1999,
Butterfield 1 wsp., 1999). Ap podawany do mézgu szczura powoduje wzrost produkcji
wolnych rodnikéw w sposob zalezny od receptora NMDA 1 syntazy tlenku azotu (Parks
i wsp., 2001). Ostatnio wykazano, ze AB 1-40 i 1-42 redukuje jony metali, Fe*" oraz
Cu”" i stymuluje wytwarzanie H,0, (Huang i wsp., 1999, Yoshiike i wsp., 2001, White i
wsp., 2001, Atwood 1 wsp., 2000, Varadarajan i wsp., 2001). Wykazano, ze peptyd ten
moduluje aktywno$¢ enzymoOw utrzymujacych stan redox komorki na wilasciwym
poziomie, m.in. obniza aktywnos¢ katalazy degradujacej H,O, (Milton, 1999). Sugeruje
sig, ze peptydy AP usuwaja z bton dysmutazg ponadtlenkowa (SOD) prawdopodobnie
poprzez wigksze powinowactwo do sktadowych bton z ktorymi wiaze si¢ SOD i1 w ten
rowniez sposdb maja wptywaé na aktywacje¢ procesow wolnorodnikowych. Badania
ostatnich lat wykazaty, ze AP 1-42 gromadzacy si¢ wewnatrzkomérkowo ma
wiasciwosci neurotoksyczne (Ditaranto i wsp., 2001, Kienlen i wsp., 2002, Nagele i

wsp., 2002).



WSTEP 14

.2 Zalezna od receptora hydroliza polifosfoinozytydoéw i
udziatl w przekazywaniu informaciji.

Pierwsze dane na temat wudzialu acetylocholiny, agonisty uktadu
cholinergicznego w metabolizmie fosfolipidow inozytolowych pojawity si¢ w 1953
roku, kiedy to Hokin i Hokin zaobserwowali, ze acetylocholina powoduje rozpad, a
nastgpnie resynteze fosfatydyloinozytolu (Hokin 1 Hokin, 1953). Do chwili obecnej
metabolizm fosfoinozytydéw oraz zalezna od receptora fosfoinozytydowa transdukcja
sygnatu jest przedmiotem zywych zainteresowan badaczy. Receptory biorace udzial w
transdukcji sygnatu na drodze fosfoinozytydowej zwiazane sa ze specyficzna dla
fosfoinozytydow fosfolipaza C (PLC) poprzez biatka G lub poprzez kinazy tyrozynowe
receptorow dla czynnikdbw wzrostu. Degradacja fosfolipidow inozytolowych
regulowana jest przez szereg ukladow receptorowych m.in. receptory muskarynowe
M1, M3 i M5 ukladu cholinergicznego, receptory adrenergiczne oia 1 o, receptor
histaminowy H;, receptory serotonergiczne 5-HT, i 5-HT)c, receptor purynergiczny P
oraz glutamatergiczne receptory metabotropowe (Berridge i Irvine 1984, Fisher i wsp.
1992, Bothmer 1 Jolles 1994). Udziat ukladu cholinergicznego w degradacji
fosfoinozytydoéw jest kluczowym zjawiskiem w przekazywaniu informacji na tej drodze
w moézgu. Neurotransmiter uktadu cholinergicznego, acetylocholina syntetyzowana jest
w zakonczeniach nerwowych z acetylokoenzymu A (acetylo-CoA) i choliny przy
udziale acetylotransferazy cholinowej (ChAT). Wigkszos¢ efektow ACh w mozgu
zachodzi poprzez pobudzenie receptoréw muskarynowych. Istnieje 5 typow receptorow
muskarynowych od M1 do MS5. Receptory M1, M3 i1 M5 sprz¢zone sa z biatkami G
niewrazliwymi na toksyne krztusca i aktywuja fosfolipazg C. Receptory M2 i M4 sa
sprzezone z biatkiem G wrazliwym na toksyne krztusca i hamuja aktywnos¢ cyklazy
adenylanowej oraz aktywuja kanaly jonowe: potasowy 1 wapniowy. W wyniku
stymulacji cyklazy adenylanowej 1 syntezy cAMP dochodzi do aktywacji PKA.
Wykazano, ze PKA zalezna od cAMP specyficznie hamuje aktywno$s¢ PLCB2
regulowana przez bialka Gfy (Liu i Simon, 1996). Wskazuje to na specyficzne
wspoétdzialanie (z ang. ,.cross-talk”) pomigdzy ukladem przekaznictwa zaleznym od
biatlek G z udzialem PLC/DAG/PKC, a cAMP/PKA. Druga grupg receptorow

cholinergicznych stanowia jonotropowe receptory nikotynowe. Szybki przepltyw jonow
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wywolany otwarciem kanatu po przylaczeniu agonisty powoduje zmiang potencjalu
blonowego. Znaczna czg$¢ tych receptordw to receptory presynaptyczne, ktore
zaangazowane sa W uwalnianie neurotransmiterow, m.in., acetylocholiny. Dzialanie
acetylocholiny konczy si¢ po aktywacji receptora i przekazaniu sygnatu do efektora np.
fosfolipazy C. Acetylocholina oddysocjowuje od receptora i rozpada si¢ w reakcji
katalizowanej przez esterazg¢ acetylocholinowa (E.C.3.1.1.7). Powstata w wyniku
hydrolizy cholina jest wychwytywana z przestrzeni migdzykomorkowej do zakonczenia
nerwowego przez system transportu o wysokim powinowactwie wobec choliny

(HACU) 1 ponownie wykorzystywana do syntezy Ach (Rycina 4).
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Acetylo-CoA

H*
& ATP

i ATPaza
Cholina (D

ADP H*
o o
00 °
HACU PS
Cholina

AChE o o

Ach
DAG
PKC

Czes¢
postsynaptyczna

Pé\ 2+ ATP
Ca
b o
Zaz-v

Ekspresja
genu

Rycina 4. Neurotransmisja i transdukcja sygnatu na drodze cholinergicznej.

Acetylocholina  (ACh)  jest syntetyzowana w zakonczeniach nerwowych z
acetylokoenzymu A (acetylo-CoA) i choliny przy udziale enzymu acetyltransferazy
cholinowej (ChAT). Zsyntetyzowana ACh jest transportowana do pecherzykow
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synaptycznych przez obecne w ich blonie biatko transportujqce acetylocholine (VAChT)
i tam magazynowana. Po dotarciu potencjatu czynnosciowego do blony presynaptycznej
ACh jest uwalniana do szczeliny synaptycznej na drodze egzocytozy pecherzykow
synaptycznych i aktywuje receptory jonotropowe nikotynowe Ilub metabotropowe
muskarynowe. Pobudzenie tych ostatnich (M1, M3, M5) prowadzi do aktywacji
fosfolipazy C beta (PLCH) i wuwolnienia wtornych przekaznikow informacji:
inozytolotrisfosforanu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG). IPs uwalnia wapn z retikulum
endplazmatycznego, a DAG aktywuje kinaze biatkowgq C (PKC). Oba przekazniki
poprzez aktywacje czynnikow transkrypcyjnych wplywajq na ekspresje genow.
Dziatanie ACh konczy sie z chwilq jej oddysocjowania od receptora i nastepnie rozpadu
w wyniku dzialania esterazy acetylocholinoiwej (AchE). Powstata w wyniku hydrolizy
cholina jest wychwytywana z przestrzeni miedzykomorkowej do zakonczenia nerwowego
przez system transportu o wysokim powinowactwie wobec choliny (HACU) i ponownie
wykorzystywana do syntezy ACh.

W wyniku pobudzenia okreslonej grupy receptoréw i aktywacji PLC (Rhee 1 Choi 1992,
Berridge 1993, Noh i wsp. 1995) dochodzi do degradacji PIP,. Fosfolipid ten stanowi
ponizej 1% wsrdd wszystkich fosfolipidow inozytolowych petni kluczowa role w
przekazywaniu informacji w komorce. W wyniku hydrolizy PIP, z udziatem fosfolipazy
C powstaja dwa wtorne przekazniki informacji, inozytolo-1,4,5-trisfosforan (IP3) 1
diacyloglicerol (DAG). IP; uwalniany jest do cytozolu i wiaze si¢ ze specyficznym
receptorem znajdujacym si¢ w blonie siateczki $rddplazmatycznej, co prowadzi do
wyrzutu wapnia z tych magazynéw do cytozolu i pociaga za soba naptyw wapnia
zewnatrzkomoérkowego. Ponadto ostatnie dane wskazuja na istotng role IP; oraz
receptora dla IP; w regulacji rozwoju neuronéw (Mikoshiba, 2001), w ich
plastycznos$ci, mitozie i mejozie, (Nishiyama i wsp., 2000), w funkcji cytoszkieletu
(Sugiyama 1 wsp., 2000) i proliferacji komoérek (Wang i wsp., 2001). Receptor dla IP;
typu 1 moduluje mechanizmy plastycznosci synaptycznej, wptywa na dlugotrwate
wzmocnienie synaptyczne (LTP) i dlugotrwalq depresj¢ synaptyczna (LTD) (Nishiyama
1 wsp., 2000, Fujii i wsp., 2000). Receptor dla IP; poprzez bezposrednia interakcjg z
kanatem wapniowym TRP3 w blonie plazmatycznej moduluje naplyw
zewnatrzkomorkowego wapnia (Birnbaumer 1 wsp., 2000). Czas, w ktorym IPs
wywoluje mobilizacje Ca®" jest rzedu sekund. Przekaznik ten szybko ulega
defosforylacji do zwiazkow nieaktywnych, a mianowicie do IP, IP i myo-inozytolu. IP;
moze by¢ takze fosforylowany przez odpowiednia kinazg do inozytolo-1,3,4,5-
tetrakisfosforanu (IPs). Zwiazek ten dziala synergicznie z IP; utatwiajac wchodzenie
Ca®" przez blong plazmatyczna do wnetrza komorki. IP; jest rowniez zdolny do

uwalniania Ca®" z frakcji mikrosomalnej tkanki nerwowej, dzialanie jego jest jednak
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wielokrotnie stabsze niz IP; (Baranska, 1992). Badania ostatnich lat wykazaty, ze
polifosfoinozytole z pigcioma (IPs) i szeScioma (IPg) grupami fosforanowymi petnia
istotng role¢ w dynamice pgcherzykdéw synaptycznych poprzez wiazanie si¢ z biatkami
presynaptycznymi np. synaptotagming 1 moga bra¢ udzial w uwalnianiu
neurotransmiteréw (Cremona i De Camilli, 2001, Saiardi i wsp., 2000). Drugim
wtornym przekaznikiem informacji w komorce powstalym w wyniku hydrolizy
fosfolipidow inozytolowych jest diacyloglicerol (DAG). Zwiazek ten zwigksza
powinowactwo kinazy biatkowej C wobec wapnia, co powoduje jej petna aktywnos¢
juz w fizjologicznych st¢zeniach tego jonu. DAG podobnie jak IP; jest natychmiast
metabolizowany, przy udziale DAG-kinazy ulega fosforylacji do kwasu fosfatydowego
(KF), ktory inicjuje resynteze fosfatydyloinozytolu. KF reaguje z CTP, a powstaly z
niego CDP-diacyloglicerol reaguje z myo-inozytolem powstalym w wyniku kolejnych
defosforylacji IP;s. W wyniku tej reakcji powstaje fosfatydyloinozytol, ktory jest
transportowany do btony plazmatycznej i fosforylowany przez kinazy do PIP,, w ten

sposob cykl lipidowy si¢ zamyka (Rycina 5).
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Rycina 5. Szlaki przeksztalcen metabolicznych wtornych przekainikow informacji:
diacyloglicerolu (DAG) i inozytolotrisfosforanu (IP3). Wedlug: Berridge i Irvine,
1984.

Powstaly pod wplywem agonisty inozytolotrisfosforan (IP3) ulega w tzw. cyklu
inozytolofosforanowym  kolejnym  degradacjom az do powstania inozytolu.
Diacyloglicerol (DAG) wchodzi natomiast w cykl tzw. przeksztalcen lipidowych. W
wyniku fosforylacji powstaje z niego kwas fosfatydowy (KF), ktory reaguje z CTP.
Powstaly ~ CDP-diacyloglicerol  (CDP-DG) reaguje z inozytolem  tworzqc
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fostatydyloinozytol (PI). W wyniku kolejnych fosforylecji z fosfolipidu tego powstaje
fosfatydyloinozytolo-4-fosforan  (PI(4)P) i  fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan
(PI(4,5)P;). Odszczepienie od DG kwasu arachidonowego (przez fosfolipaze Aj)
prowadzi do powstania monoglicerolu (MG).

Fosfatydyloinozytol moze by¢ rowniez degradowany przy udziale fosfolipazy A,
(PLA,) do lizofosfatydyloinozytolu (LPI) i kwasu arachidonowego (KA) oraz przez
fosfolipazg¢ A; (PLA|) z uwolnieniem LPI i kwasu stearynowego. LPI moze by¢ z kolei
degradowany przez lizofosfolipazg do glicerofosfoinozytolu i kwasu arachidonowego.
Kwas arachidonowy moze by¢ réwniez uwalniany w wyniku hydrolizy DAG przez
DAG-lipazg oraz moze by¢ uwalniany z KF w wyniku dziatania PLA,. Degradacja PIP;
przez fosfolipaze¢ C i uwolnienie IP3, a w konsekwencji wzrost wewnatrzkomorkowego
poziomu Ca”" prowadzi do aktywacji fosfolipazy C degradujacej PI i PIP. W wyniku
degradacji tych lipidow powstaje DAG przez co zwigksza si¢ jego pula w komorce i
przekazywany sygnat jest podtrzymywany. Oba wtorne przekazniki informacji DAG i
IP; prowadza do fosforylacji biatek, a w konsekwencji do ekspresji genow. Ostatnie
badania (Homburg i wsp., 2000, Zambrzycka i1 Strosznajder, 2001) wskazuja, ze IP;
posredniczy w przekazywaniu informacji do enzymu jadrowego poli(ADP-
rybozo)polimerazy (PARP). Zgodnie z najnowszymi danymi enzym ten poprzez
interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi moze odgrywac istotna role w ekspresji
genow (Kannan 1 wsp., 1999, Butler i Ordahl, 1999, Hassa i Hottiger, 1999). Badania
ostatnich lat wykazaty, ze fosfoinozytydy i ich metabolizm zwiazany jest z regulacja
licznych istotnych funkcji komorki. PIP, reguluje funkcje kanalu potasowego zaleznego
od ATP (Karp) w blonie komoérkowej (Ashcroft, 1998) i wplywa na wlasciwe
funkcjonowanie cytoszkieletu. Poprzez interakcje ze specyficznymi biatkami PIP;
reguluje proces egzo- i endocytozy oraz funkcje metabotropowych i jonotropowych
receptoréw postsynaptycznych w tym receptora NMDA (Osborne 1 wsp., 2001). PLC,
poza tym, ze jest kluczowym enzymem w metabolizmie fosfoinozytydow petni istotne
funkcje fizjologiczne. PLCB1 reguluje ksztattowanie i rozwoj kory mézgowej, wplywa
na plastyczno$¢ neuronoéw (Kind i wsp., 1997, Hannan i wsp., 2001, Blakemore 2001,
Weeber 1 wsp., 2001). PLCd4 reguluje reakcje akrosomalna w procesie zaptodnienia
(Fukami 1 wsp., 2001), pelni istotna funkcje w regulacji cyklu komorkowego, a gtownie
w fazie wzrostu komorki. W ostatnim dziesigcioleciu odkryto obecnos$é

fosfoinozytydow w jadrze komorkowym. PLC bierze udzial w funkcji jadra
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komoérkowego, ekspresji genéw 1 syntezie DNA. Inozytolofosforany wplywaja na
ekspresj¢ gendw oraz transport mRNA z jadra komérki (Odom i1 wsp., 2000, Chi i
Crabtree, 2000). Zwrocono tez uwagg na polifosfoinozytydy ufosforylowane w pozycji
3 pier$cienia inozytolowego, ktére nie sa substratami dla PLC, a w ich syntezie bierze
udzial PI-3kinaza. Ta grupa fosfolipidow rowniez uczestniczy w transdukcji sygnatu
(Payrastre i wsp., 2001) oraz w transporcie wewnatrzkomorkowym 1 regulacji
pecherzykow synaptycznych (Corvera i wsp., 1999, Simonsen i wsp., 2001). Jednakze
do chwili obecnej nie wiadomo jaka jest funkcja licznych inozytolofosforanow w
komoérce 1 w jadrze komérkowym gdzie cykl fosfoinozytydowy nie jest w petni

poznany.

.3 Enzymy zaangazowane w metabolizm fosfolipidow
inozytolowych.

1.3.1 Wystepowanie, struktura i izoformy fosfolipazy C.

Badania Hokin’a (Hokin i Hokin, 1953) i pozniejsze badania Michell’a
(Michell, 1975) wykazatly, ze fosfolipaza C (PLC) jest kluczowym enzymem w zaleznej
od agonistow degradacji fosfoinozytydéw i mobilizacji wapnia wewnatrzkomorkowego.
W  pbéznych latach osiemdziesiatych 1 na poczatku lat dziewigédziesiatych
zidentyfikowano 1 wyizolowano trzy podtypy PLC: B, y 1 & oraz zsekwencjonowano
cDNA dla tych izoform (Rhee i Choi, 1992). W 2001 roku zidentyfikowano kolejna
izoformeg fosfolipazy C, izoforme € o masie czasteczkowej 230-260kDa (Rhee, 2001).
Izoformy PLC 3 maja mas¢ molekularng 155kDa, izoformy y 1 & odpowiednio 145kDa i
85kDa. U ssakow zidentyfikowano cztery izoformy [3, dwie izoformy 7y oraz cztery
izoformy 0. Enzymy opisane u drozdzy, grzybdéw oraz roslin wykazuja strukturg
izoformy delta wskazujac, ze jest to najstarsza filogenetycznie forma. Formy beta i
gamma wyewoluowaly po6zniej, po wyodrgbnieniu si¢ krolestwa grzybdw, roslin i
zwierzat okoto 940 milionow lat temu (Koyanagi i wsp. 1998). Enzymy te sa
pojedynczymi polipeptydami, w ktérych zidentyfikowano 1 scharakteryzowano liczne
domeny funkcjonalne. Centralna czg$¢ polipeptydu stanowi wysoce konserwatywna

domena katalityczna X/Y wokot ktorej zlokalizowane sa pozostale domeny: lezaca na
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N-koncu domena PH, nastgpnie domena z motywem dtoni EF oraz C-koncowa domena

C2 lezaca bezposrednio za regionem Y (Rycina 6).

PH EF C2

es -OOBHERO

SH2 SH2 SH3

Rycina 6. Struktura izoform fosfolipazy C. Na schemacie zaznaczono domeny
katalityczne X i Y, oraz domene PH, EF, C2, SH2, SH3, RasGEF i RA.

Region X domeny katalitycznej zbudowany jest ze 147 aminokwasow, a region Y
zawiera 118 reszt aminokwasowych. Do centrum aktywnego znajdujacego si¢ w tej
domenie wigzane sa jony wapnia. Domena PH zawierajaca 100 aminokwasow nie
posiada wlasciwosci katalitycznych, natomiast poprzez specyficzne wiazanie do
polifosfoinozytydow odpowiedzialna jest za przytwierdzanie enzymu do wewngtrznej
powierzchni membrany, domena PH wiaze si¢ tez z podjednostka P/y biatka G.
Wigkszos¢ fosfolipaz C u Eucariota zawiera pojedyncze domeny PH. Dodatkowe
regiony PH wystepuja w izoformie y1 1 y2, ktére oddzielaja domeny SH w regionie
X/Y. Funkcja domeny EF jest nadal nie poznana, sugeruje sig¢, ze jest ona swego
rodzaju elastycznym facznikiem migdzy domena PH, a pozostala czg$cia enzymu.
Domena C2 zawierajaca okoto 120 aminokwaséw ma zdolno$¢ wiazania trzech jonow
wapnia i jest odpowiedzialna za wlasciwa orientacj¢ centrum katalitycznego enzymu w
stosunku do powierzchni membrany. Izoformy [ posiadaja dodatkowa domeng C-
koncowa lezaca bezposrednio za domena C2. Jest to fragment o 400 aminokwasach,
ktory zawiera sekwencje istotne w wiazaniu enzymu do btony komoérkowej, lokalizacji

w jadrze komorkowym i aktywacji tej izoformy przez biatka G. Usunigcie tego
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fragmentu z PLCP nie usuwa wiasciwosci katalitycznych enzymu, ale znosi jego

aktywacjg przez biatka G.

I.3.1.1 Regulacja PLC .

U ssakow zidentyfikowano cztery izoformy PLCP: B1 - p4. PLC B1 jest
najobficiej reprezentowana w mozgu (Suh 1 wsp., 1988, Rebecchi i Pentyala, 2000)
wystepuje gldwnie w neuronach piramidalnych hipokampa, w komorkach ziarnistych
zakrgtu zgbatego oraz w jadrach wzgdrza (Rebecchi i Pentyala, 2000). Pozostate
izoformy PLCB3 i PLCf4 bogato sa reprezentowane w mézdzku i siatkowcee. [zoformy
PLCP regulowane sa przez biatka G, ktoére stanowia rodzing homologicznych bialek
trojpodjednostkowych, zbudowanych z podjednostek o, B 1 y 1 odgrywaja rolg
posrednikow, przenoszac sygnat poprzez blong komodrkowa od receptora do efektora.
Pierwsze biatko G zostato odkryte i wyizolowane w latach 70-tych przez fizjologa
amerykanskiego A.G. Gilmana, ktory w roku 1994 otrzymat Nagrode Nobla za badania
w tej dziedzinie. Cecha charakterystyczna biatek G jest regulacja ich dzialania przez
nukleotydy guanylowe, GTP-,wlaczajacy” i GDP-,,wylaczajacy” system informacji.
Chociaz wiadomo, ze domena PH PLCP jest odpowiedzialna za wigzanie enzymu do
bialek G molekularne mechanizmy rzadzace jej aktywacja sa nadal nie wyjasnione.
Izoformy fosfolipazy C P sa aktywowane zaré6wno przez podjednostkg o jak tez
kompleks B/y bialek G (Exton, 1996, Singer 1 wsp., 1996). Bialka G dziela sig¢ na cztery
podstawowe rodziny: Gs, Gi, Gq 1 Gi2. W regulacjg fosfolipazy C B zaangazowane sa
biatka G z rodziny G, podjednostki o4 1 o1, jednak poszczegdlne izoformy PLCP
wykazuja rézny stopien wrazliwosci na te biatka. Ostatnio zidentyfikowano PLCP4,
ktora jest nie wrazliwa na o, (Kim 1 wsp., 1998). Izoformy PLCP2 i1 33 sa regulowane
gléwnie przez podjednostki PB/y (Park 1 wsp., 1993), podczas gdy PLCP1 jest
stymulowana przez te podjednostki w niewielkim stopniu (Camps i wsp., 1992), a
PLCPB4 jest catkowicie niewrazliwa na kompleks B/y (Lee i wsp., 1994). Chociaz
region PLCP odpowiedzialny za interakcj¢ enzymu z biatkami G jest zidentyfikowany,

molekularne mechanizmy aktywacji przez bialka G sa nadal nie wyjasnione (Jenco i

wsp., 1997, Morris i Scarlata, 1997).
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1.3.1.2 Regulacja PLC y.

Zidentyfikowano dwie izoformy tego enzymu: PLCyl 1 PLCy2. Sa one
nierownomiernie rozmieszczone w moézgu. Poziom mRNA PLCyl jest najwyzszy w
neuronach, nastgpnie oligodendrocytach i1 astrocytach (Mizuguchi 1 wsp., 1991).
Wysoki poziom mRNA tej izoformy obserwuje si¢ w korze mézgu u embrionéw (Ross i
wsp., 1989), a takze w hipokampie, opuszce wegchowej oraz w moézdzku. PLCy2
wystepuje gtownie w komorkach Purkinjego oraz w komorkach ziarnistych mézdzku
(Tanaka i Kondo, 1994). PLCy jest regulowana przez kinazy tyrozynowe zwigzane z
receptorami czynnikoéw wzrostu. Po zwiazaniu liganda do receptora nastgpuje zmiana
konformacyjna w czesci zewnatrzkomorkowej receptora i oligomeryzacja receptoréw,
co umozliwia interakcje miedzy domenami cytoplazmatycznymi sasiadujacych
receptoréow 1 autofosforylacj¢ kinaz tyrozynowych bedacych integralna czgsécia
receptoréw. W wyniku autofosforylacji receptora powstaja miejsca wiazace dla domen
SH2, ktére rozpoznaja swoiscie fosfotyrozyne. PLCy, ktora zawiera w swoim sktadzie
dwie domeny SH2 przemieszcza si¢ do btony komodrkowej, gdzie jest fosforylowana na
tyrozynie przez kinazg tyrozynowa. Powoduje to stymulacje aktywnos$ci i degradacje
fosfatydyloinozytoli. Izoforma PLCy1 jest ponadto fosforylowana przez PKA 1 PKC na
serynie w pozycji 1248 oraz na treoninie, to prowadzi jednak do obnizenia aktywnos$ci
enzymu. PLCy jest réwniez modulowana przez biatka zwigzane z aktyna, m.in.
profiling i gelsoling, ktore wiaza si¢ z PIP, 1 hamuja aktywnos$¢ PLC. Aktywatorem
PLCy jest PI(3,4,5)Ps. Lipid ten taczy si¢ bezposrednio z N-koncowa domena PH oraz
C-koncowa domena SH2 enzymu i umozliwia wiazanie czasteczki do powierzchni
membrany, aktywujac w ten sposob PLCy nawet przy braku fosforylacji na tyrozynie
(Bae 1 wsp., 1998). Nienasycone kwasy ttuszczowe, w tym kwas arachidonowy rowniez

stymuluja aktywno$¢ PLCy (Sekiya i wsp., 1999).

1.3.1.3 Regulacja PLC 4.

Zidentyfikowano cztery izoformy PLCo: 61 —04,u ssakow najobficiej
reprezentowana jest PLC31, chociaz jej poziom jest stosunkowo niski w poréwnaniu do
izoformy B i y. W mézgu szczurzym PLCJ1 jest zlokalizowana gtéwnie w komoérkach

astrogleju, a w mniejszym stopniu w neuronach (Choi 1 wsp., 1989, Mizuguchi i wsp.,
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1991). Izoforma ta jest gldwnie forma cytozolowa. W przeciwienstwie do pozostalych
izoform PLCd1 nie jest regulowana przez fosforylacjg ani tez przez podjednostki biatek
G. PLCS jest regulowana przez odkryte w ostatnich latach biatko G: Gy. Biatko to
posiada aktywnos$¢ transglutaminazy, ale nie jest zaangazowane w regulacje PLCP
(Murthy 1 wsp., 1999). Ponadto enzym ten odznacza si¢ wysoka wrazliwoscia na jony
wapnia, jest aktywowany w obecnosci cytozolowych stezen jonéw wapnia: 107 do 107
M. Stymulacja wapniem tej formy PLCS wywotuje okolo 100-krotnie wyzsza
aktywnos¢ specyficzng w stosunku do izoform f i y. Czy pozostale izoformy PLCS sa
regulowane podobnie nie wiadomo. Mechanizmy regulujace aktywno$¢ izoenzymow

PLC? oraz ich znaczenie biologiczne pozostaja nadal niewyjasnione.

1.3.1.4 Regulacja PLC ¢.

Zidentyfikowana w ostatnich latach PLC-¢ szczegolnie obficie wystepuje w
komorkach migsnia sercowego. Opisano dwie formy tego enzymu, o masie
molekularnej 260kDa i 230kDa (Lopez i wsp., 2001, Song 1 wsp., 2001). Obie formy
poza domena katalityczna X/Y oraz domena regulatorowa C2 posiadaja dodatkowe
domeny, N-koncowa domen¢ RasGEF 1 C-koncowa domeng RA, ktore sa specyficzne
tylko dla tej formy enzymu. Ta fosfolipaza C nie posiada domeny PH i domeny EF.
PLC-¢ jest regulowana przez male biatka G, biatka Ras, domena RA enzymu wiaze si¢
z bialkiem Ras i1 enzym tranlokuje si¢ z cytozolu do btony komoérkowej. Czynniki
wzrostowe réwniez aktywuja t¢ forme¢ enzymu. Ponadto biatko Goujr aktywuje PLC-¢.
Dotychczas niewiele jednak wiadomo na temat mechanizmoéw rzadzacych regulacja tej

nowej formy fosfolipazy C.

1.3.2 Wystepowanie, struktura i izoformy kinaz fosfolipidéw
inozytolowych.

11.3.2.1 Pl-4kinaza i PIP-5kinaza.

Okoto 5-10% pula fosfatydyloinozytolu wystepujacego w komodrce jest

ufosforylowana w jednej lub kilku pozycjach pierscienia inozytolowego. W wyniku
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fosforylacji PI powstaja odpowiednio: PI4P, PI4,5P,, PI3P, PI3,4P, i PI3,4,5P;
(Rycina 7).

Rycina 7. Synteza fosfoinozytydow.

1- Pl-3kinaza (typ 11l); 2- Pl-4kinaza; 3- PI-5kinaza; 4- Pl-3kinaza (typ I lub 11); 5-
PI(5)P-4kinaza; 6- PI(4)P-5kinaza; 7- 3-fosfataza,; 8- 4-fosfataza; 9- 5-fosfataza,

PI4P jest produkowany przez Pl-4kinazg, ktoéry nastegpnie moze by¢ fosforylowany
przez PIP-5kinaz¢ w wyniku czego powstaje P14,5P,, ktory jest prekursorem wtornych
przekaznikow informacji DAG i IP;. PI-4kinaza jest forma gtownie blonowa, wystepuje
w Dblonie plazmatycznej jak tez w blonach wewnatrzkomorkowych: jadrowe;,
lizosomalnej, aparatu Golgiego i1 siateczki $rédplazmatycznej (Carpenter i Cantley
1996, Pike, 1992, Olsson 1 wsp., 1999). Badania ostatnich lat wykazaty obecnos¢ PI-
4kinazy w jadrze komérkowym oraz istotng rolg tego enzymu w procesach jadrowych
(deGraaf i wsp., 2002). Oczyszczono i scharakteryzowano dwa typy Pl-4kinazy: II i III.

Klasyfikacja ta jest oparta na podstawie jego wrazliwosci na detergent i adenozyng. PI-
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4kinaza typu II o masie czasteczkowej 55kDa jest forma zwiazana z blonami, jej
aktywnos¢ jest hamowana przez adenozyng i stymulowana przez detergent. Typ III PI-
4kinazy o masie 230kDa jest mniej wrazliwy na adenozyne i aktywacj¢ detergentem.
Regulacja aktywnosci tego enzymu nie jest w pelni wyjasniona. PIP-5kinaza, ktora
katalizuje fosforylacje PIP w pozycji 5 pierScienia inozytolowego jest forma gléwnie
cytozolowa, niewielka pula wystgpuje rowniez w btonach plazmatycznych, szczegdlnie
obficie jest reprezentowana w zakonczeniach synaptycznych. Forma cytozolowa ma
mas¢ 100-110 kDa. Podobnie jak w przypadku PI-4 kinazy regulacja tego enzymu nie

jest doktadnie poznana.

1.3.2.2 PI-3 kinaza.

Metabolizm fosfolipidow inozytolowych okazat si¢ bardziej skomplikowany z
chwila odkrycia fosfolipidow inozytolowych ufosforylowanych w pozycji 3 pierscienia
inozytolowego. Reakcj¢ te prowadzi 3 kinaza fosfatydyloinozytolowa (PI-3kinaza). W
wyniku dziatania poszczegdlnych izoform tego enzymu powstaja polifosfoinozytydy
nalezace do nowej klasy fosfolipidéw inozytolowych z grupa fosforanowa w pozycji 3
pierscienia inozytolowego, naleza do nich fosfatydyloinozytolo(3)fosforan (PIP), dwa
podwojnie  ufosforylowane fosfolipidy, fosfatydyloinozytolo(3,4)bisfosforan i
fosfatydyloinozytolo(3,5)bisfosforan ~ (PIP,) oraz  potrdjnie  ufosforylowany
fosfatydyloinozytolo(3,4,5)trisfosforan (PIP3;). Zwiazki te nie sa substratami dla
fosfolipazy C, ale podobnie jak produkty fosfolipazy C sa wtdérnymi przekaznikami
informacji (Toker 1 Cantley, 1997). Ich znaczenie biologiczne nie jest jeszcze w pelni
wyjasnione, wiadomo jednak, ze pelnia istotna rolg¢ w proliferacji komorek, zmianie
ksztaltu, czynnos$ciach wydzielniczych, transporcie glukozy, regulacji funkcji
cytoszkieletu i aktywnosci fosfolipazy Cy (Ptasznik 1 wsp., 1997, Falasca i wsp., 1998,
Pan i wsp., 1999, Yudowski 1 wsp., 2000, Hsu 1 wsp., 2000, Lee i wsp., 2001). Uwaza
sig, ze PI-3 kinaza pelni istotna role w regulacji procesu apoptozy poprzez regulacje
fosforylacji biatka proapoptotycznego BAD, badz tez wplywa na ekspresje
antyapoptotycznego biatka BCL2. Produkty PI-3kinazy zostaly po raz pierwszy
zidentyfikowane 1 wyizolowane w neutrofilach w 1988 roku. Od tego momentu zaczeta
si¢ cata seria odkry¢ dotyczaca PI-3 kinazy 1 jej produktow. Obecnie enzym ten jest juz
oczyszczony 1 poznana jest jego budowa. PI-3 kinaza stanowi cala grupg

spokrewnionych ze soba enzyméw, do chwili obecnej wyizolowano 9 réznych izoform
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tego enzymu. Klasyczna forma PI-3kinazy sktada si¢ z dwoch potaczonych ze soba
polipeptydow. Jeden, o masie czasteczkowej 85 kDa, pelni funkcje regulatorowe i taczy
si¢ z receptorem. Drugi o masie czasteczkowej 110 kDa, petni funkcje katalityczne i
prowadzi reakcje fosforylacji fosfolipidow inozytolowych wprowadzajac grupe
fosforanowa w pozycj¢ 3 pierScienia inozytolowego. PI-3kinaza posiada w jednostce
regulatorowej grupe SH2, ktéra ma zdolno$¢ wiazania si¢ z receptorami posiadajacymi
aktywno$¢ kinazy tyrozynowej. Enzym jest aktywowany poprzez fosforylacje na
tyrozynie, w wyniku bezposredniej interakcji z receptorem posiadajacym w swojej
czasteczce kinazg tyrozynowa. Poza regulacja przez kinazy tyrozynowe zwiazane z
receptorami czynnikow wzrostu PI-3 kinaza moze by¢ regulowana przez system
receptorowy zwiazany z biatkami G. Znane sa obecnie dwa alternatywne szlaki
aktywacji tego enzymu zalezne od biatek G. Pierwszy szlak zwigzany jest z
podjednostka B/y biatka G, ktora stymuluje odmienna od klasycznej form¢ PI-3kinazy,
to jest forme, ktéra nie posiada jednostki regulatorowej p85 i nosi nazwe p110y. Drugi
mechanizm regulacji enzymu przez biatka G opiera si¢ na zalozeniu, ze klasyczna
forma PI-3kinazy jest aktywowana przez niereceptorowa kinaz¢ tyrozynowa z grupy
Src. Aktywacja kinazy Src zachodzi prawdopodobnie przez zwiazanie podjednostek o
bialek G z domena katalityczna enzymu (Ma 1 wsp., 2000, Ptasznik i wsp., 1995,
Ptasznik 1 Giewirtz, 2000). Wskazuje to na nowe szlaki przekazywania informacji w

komorce z udziatem biatek G.

.4 Wptyw peptyddw AP na procesy przekaznictwa
informaciji na drodze przemian fosfoinozytydoéw.

Zaburzenia przekazywania informacji na drodze przemian fosfoinozytydoéw z
udziatem uktadu cholinergicznego moga wystgpowac na wielu etapach funkcjonowania
tego uktadu. Peptydy AP odkladane w postaci plytek starczych w procesie starzenia
(Geula 1 wsp., 1998) oraz w licznych chorobach neurodegeneracyjnych odgrywaja
istotng rol¢ w patomechanizmie choroby Alzheimera (Jope, 1996) i sa modulatorem
kluczowych enzyméw uktadu cholinergicznego (Auld i wsp., 1998). Badania Geula i
wsp., 1998 wskazuja, ze A wylacznie w moézgach starczych i wyltacznie u krggowcow

wyzszego rz¢du jest odpowiedzialny za zmiany neuropatologiczne charakterystyczne
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dla choroby Alzheimera. Peptydy AP hamuja uwalnianie neurotransmitera uktadu
cholinergicznego, acetylocholiny oraz wychwyt i transport choliny przez komorki
hipokampa 1 kory (Rylett i wsp., 1983, Kar i wsp., 1998) i w wyniku zaburzenia tych
proceséw dochodzi do zaburzenia syntezy acetylocholiny (Hoshi i wsp., 1997). Badania
prowadzone in vitro na linii komoérkowej PC12 wykazaly, ze AB 1-42 nie wptywa na
aktywnos$¢ acetylotransferazy cholinowej (ChAT) odpowiedzialnej za syntezg
acetylocholiny (Pedersen i wsp., 1997). W badaniach prowadzonych na komorkach
SN56 uzyskanych w wyniku hybrydyzacji komoérek neuroblastomy NI8TG2 z
komoérkami z przegrody wykazano, ze AP 1-42 oraz 1-28 obnizaja poziom
acetylocholiny o okolo 40% oraz hamuja aktywnos$¢ acetylotransferazy cholinowe;j
(Pedersen i wsp. 1996, Pedersen i Blusztajn, 1997). Nalezy jednak podkresli¢, ze
badania te byly prowadzone na komorkach zmodyfikowanych pod wzgledem
genetycznym 1 biochemicznym, ktére znacznie réznia si¢ od komorek nerwowych w
mézgu. W mozgach alzheimerowskich stwierdzono bardzo wyrazny spadek
acetylocholiny w korze mdzgu, a przede wszystkim w jadrze Meynerta (Richter i wsp.,
1980). Zaobserwowano ubytek liczby potaczen synaptycznych w tym przede wszystkim
cholinergicznych oraz obnizenie aktywnos$ci markera uktadu cholinergicznego,
acetylotransferazy cholinowej (ChAT) w korze moézgu i hipokampie (Bird i wsp.,
1983). Na podstawie tych badan zrodzila si¢ ,.cholinergiczna” teoria choroby
Alzheimera (Bartus i wsp., 1985, Collerton, 1986, Palmer i Gershon, 1990, Perry,
1986). Badania ostatnich lat (Keller i wsp., 1997, Mattson 1 wsp., 1998) wykazatly, ze
neurotoksycznos¢ peptydéw AP zwiazana jest z ich lokalizacja wokot zakonczen
synaptycznych i ze synapsy sa miejscem gdzie proces neurodegeneracji si¢ rozpoczyna.
Peptydy AP uszkadzaja w synaptozomach transport glukozy i glutaminianu oraz funkcje
mitochondriow (Keller 1 wsp., 1997). W chorobie Alzheimera (ChA) wystgpuja
zaburzenia metabolizmu fosfolipidow bton plazmatycznych, wzrost degradacji
fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloaminy, z jednocze$nie obnizonym poziomem ich
prekursoréw, choliny i1 etanoloaminy. W korze mozgu pacjentow z choroba Alzheimera
jest rowniez obnizony poziom fosfatydyloinozytolu oraz fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfosforanu (Stokes i Hawthorne, 1987). Uszkodzenie transdukcji sygnatu na drodze
fosfoinozytydowej badane jest poczawszy od roku 1987, kiedy to Stokes i Hawthorne
(Stokes 1 Hawthorne, 1987) wykazali, ze w korze mozgdéw alzheimerowskich wystepuje

obnizony poziom fosfoinozytydéw. Rozpoczegly si¢ woOwczas intensywne badania
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fosfoinozytydowej transdukcji sygnalu w chorobie Alzheimera. W 1993 roku
zaobserwowano, ze Ww mozgach alzheimerowskich obnizona jest degradacja
fosfoinozytydéw zalezna od receptora muskarynowego (Ferrari-DilLeo i Flynn, 1993).
Kolejne badania (Crews i wsp., 1994, Jope 1996, Jope 1 wsp., 1997) wykazaty, ze o
okoto 45% obnizona jest degradacja fosfatydyloinozytolu (PI) zalezna od biatek G 1
agonisty uktadu cholinergicznego, natomiast ilo$¢ receptorow muskarynowych M1 w
moézgach alzheimerowskich nie ulega zmianie (Jope, 1996). Badania Shimohama i wsp.,
1998 wykazaty, ze podstawowa aktywno$¢ PI-PLC niezaleznie od st¢zenia wapnia nie
ulega zmianie w chorobie Alzheimera. Grupa amerykanskich badaczy (Zhang i wsp.,
1998) stwierdzita podwyzszony poziom PLCy w blonach synaptoplazmatycznych
uzyskanych z hipokampa pacjentéw z ChA. Zaobserwowano rowniez wzrost biatka
izoformy PLCS bez zmian jej aktywnosci u pacjentow z ta choroba (Shimohama 1 wsp.
1995, Shimohama i wsp., 1998) i sugerowano udziat tej izoformy w fosforylacji biatka
tau. Badania in vitro na komoérkach neuroblastomy wykazaty, ze AP 25-35 stymuluje
aktywnos$¢ PLC w sposob niezalezny od st¢zenia wapnia i kinazy biatkowej C (Singh i
wsp., 1995, Singh i wsp., 1997, Hartmann i wsp., 1996). Peptyd ten moduluje réwniez
aktywnos$¢ fosfolipazy C w blonach synaptoplazmatycznych z kory moézgu szczura
(Strosznajder 1 wsp., 1999). Huang 1 wsp., 2000 stwierdzili, ze AP 25-35 oraz AP 1-42
obniza zalezne od karbacholu uwalnianie IP; w hodowli neuronéw z kory moézgu
szczura. W tym samym roku zaobserwowano, ze zagregowany A3 1-40 obniza zalezna
od Ca* i od pobudzenia receptora cholinergicznego degradacje fosfoinozytydow w
korze moézgu (Zambrzycka i wsp., 2000). Ponadto wczesniejsze badania wykazatly, ze
AP 25-35 oraz AP 1-28 wywoluje niewielka stymulacj¢ PLC w blonach
synaptoplazmatycznych, natomiast dziatanie AP 1-40 zalezy od jego stezenia. Af 1-40
w 10uM stezeniu stymuluje aktywnos$¢ tego enzymu, natomiast w wyzszym stezeniu
wykazuje dziatanie inhibicyjne (Wallace, 1994). Dotychczasowe wyniki badan sa
kontrowersyjne i nie w peini wyjasnione. Peptydy AP poprzez modulacje aktywnos$ci
PLC wywotuja zaburzenie homeostazy wapniowej (Hartmann i wsp. 1996). W mdzgach
pacjentdw z choroba Alzheimera zaobserwowano obnizenie aktywno$ci PI-kinazy we
frakcji btonowej, cytozolowej 1 synaptozomalnej, nie wykazano natomiast roznic w
aktywnosci PIP-kinazy (Jolles i wsp., 1992, Jolles 1 wsp., 1993). Nalezy zwroci¢ uwagg,

ze w ostatnim dziesigcioleciu dokonal si¢ ogromny postgp w zrozumieniu funkcji
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polifosfoinozytydow oraz enzymow bioracych udzial w ich metabolizmie w regulacji
wielu procesow komodrkowych. Poszerzyta si¢ wiedza na temat znaczenia fosfolipidow
inozytolowych w procesach fizjologicznych jak réwniez w stanach patologicznych.
Stwierdzono, ze zaburzenia przekaznictwa informacji w szlaku przemian fosfolipidow
inozytolowych moga odgrywac istotna rolg¢ w patomechanizmie choroby Alzheimera.
Ponadto moga one mie¢ istotne znaczenie w innych stanach patologicznych (ischemia
mozgu, urazy), w ktorych obserwuje si¢ wzrost stezenia peptydow AP. Istniejace dane
wskazuja, ze peptydy AP moduluja przekazywanie informacji na drodze

fosfoinozytydowej, jednak mechanizm ich dzialania pozostaje nadal nie wyjasniony.
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Peptydy AP 39/43, produkty degradacji biatka prekursorowego amyloidu beta
(BAPP) obecne sa w plynach ustrojowych oraz w plynie zewnatrzkomérkowym w
stezeniu pikomolarnym. Stgzenie tych peptydow wzrasta w mozgu w procesie starzenia,
w roéznego typu amyloidozach, po urazach, a przede wszystkim w chorobie Alzheimera.
Obecnie uwaza sig, ze peptydy AP} moga odgrywacd istotna rolg¢ w patogenezie choroby
Alzheimera. Zwiazki te odkladane w postaci blaszek starczych w hipokampie i korze
moézgu moga powodowac zaburzenia funkcji licznych ukladow przekaznikowych, w
tym sprzezonych z przemianami fosfoinozytydéw. Fosfolipidy inozytolowe, ktore
stanowia 5%-8% wszystkich fosfolipidow bton sa bogato reprezentowane w
zakonczeniach synaptycznych mozgu. Wigkszo$¢ z nich (80%) zawiera w pozycji 2

szkieletu glicerolowego kwas arachidonowy (Rycina 8).
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Rycina 8. Schemat czqsteczki fosfatydyloinozytolu.

Fosfoinozytydy znalazty si¢ w ostatnich kilku latach ponownie w centrum
zainteresowania badaczy. Ostatnio zwrdcono szczegdlng uwage na znaczenie przemian
fosfolipidow inozytolowych 1 powstajacych z nich przekaznikow informacji w
metabolizmie PAPP. Badania wskazuja na bezposrednia zalezno$¢ pomigdzy
regulowana przez diacyloglicerol (DAG) kinaza biatkowa C (PKC), a uwalnianiem Af
z BAPP. Ponadto najnowsze dane wskazuja na coraz szersze fizjologiczne znaczenie

fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP;) i jego metabolitéw w regulacji procesow
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synaptycznych, w tym w egzo- i endocytozie pgcherzykdéw synaptycznych, w funkcji
kanatéw jonowych oraz w uwalnianiu neurotransmiterow. Kinazy fosfolipidow
inozytolowych PI-4kinaza i PIP-5kinaza poprzez interakcj¢ z biatkami pgcherzykow
synaptycznych wptywaja na uwalnianie neurotransmiterow oraz moduluja funkcje
metabotropowych 1 jonotropowych receptorow postsynaptycznych. Coraz szersze
zainteresowanie wzbudza ich udziat w procesach jadrowych. Wiadomo od dawna, ze
transmisja cholinergiczna oraz prawidtowy metabolizm fosfolipidéw inozytolowych w
mozgu pelni istotna role w procesach uwagi 1 pamigci, funkcjach poznawczych i
uczeniu si¢. W wyniku pobudzenia receptorow muskarynowych dochodzi do degradacji
PIP, przez fosfolipazg C (PLC) i uwolnienia 1,4,5-inozytolotrisfosforanu (IP;) oraz
DAG. IP; uwalnia Ca*" z siateczki $rodplazmatycznej, a DAG aktywuje kinaze
biatkowa C. Czas, w ktorym IP; wywoluje mobilizacje Ca’" i aktywacje kolejnych
procesow jest rzedu sekund, przekaznik ten szybko ulega fosforylacji do IPs lub
defosforylacji do zwiazkéw nieaktywnych. Wzrost wapnia w komorce aktywuje z kolei
PLC, ktora hydrolizuje fosfatydyloinozytol (PI). W wyniku degradacji tego lipidu
uwalnia si¢ DAG przez co zwigksza sig jego pula w komoérce w celu podtrzymania
sygnatu. Zaburzenia ukladu cholinergicznego 1 metabolizmu fosfoinozytydow
wystgpuja w procesie starzenia oraz w chorobach neurodegeneracyjnych m.in. w
chorobie Alzheimera. Stwierdzono uszkodzenie funkcji tego uktadu przekaznikowego
na poziomie receptora, na etapie metabolizmu acetylocholiny, syntezy fosfolipidéw i
ich transportu do bton oraz na poziomie uwalniania wtornych przekaznikow informacji.
Celem wielu prac w ostatnim dziesigcioleciu byto zrozumienie mechanizmu dziatania
AP na ukilad cholinergiczny. Mimo intensywnych badan w tym zakresie wiele
zagadnien pozostaje nadal nie wyjasnionych. Dotychczasowe prace wykazaty, ze
peptydy AP obnizaja poziom acetylocholiny w neuronach oraz hamuja jej uwalnianie,
nie wyjasniono jednak czy powoduja one obnizenie aktywnosci acetylotransferazy
cholinowej, kluczowego enzymu w syntezie acetylocholiny. Do chwili obecnej nie
wyjasniony pozostaje udzial peptydow AP w zaburzeniach aktywnos$ci fosfolipazy C
degradujacej PI 1 PIP, w procesie niezaleznym i zaleznym od pobudzenia receptora
cholinergicznego. Wytlumaczenia wymaga mechanizm zaburzen przekaznictwa zalezny
od receptora cholinergicznego i metabolicznych przekaznikow drugiego rzgdu
powstajacych w wyniku degradacji PIP,. Nieliczne prace dotyczace wptywu AP na

kinazy fosfolipidow inozytolowych odpowiedzialnych za syntezg substratow dla
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fosfolipazy C wymagaja dalszych badan. Brak jest danych odno$nie udziatu Ap w
modulacji bialek transportujacych fosfatydyloinozytol. Pozostaje nie wyjasniona rola
apolipoproteiny E4 (apoE4) i1 innych zwiazkéw towarzyszacych peptydom AB w
modulacji proceséw przekaznictwa informacji na drodze przemian fosfoinozytydéw w
moézgu. Dalszych badan wymaga znaczenie zmian komponenty lipidowe] blony
wywotanych procesem starzenia w toksycznosci AP. Powyzsze dane uzasadnialy
podjecie zagadnien badawczych dotyczacych wymienionych probleméow z

uwzglednieniem procesu starzenia si¢ mozgu.

Celem prezentowanej pracy bylo:
Zbadanie udzialu peptydow A3 w modulacji molekularnych procesow
przekaznictwa informacji na drodze przemian fosfoinozytydow w

mozgu.

Na ten cel zlozyly si¢ nastgpujace cele szczegélowe:

1. Zbadanie udzialu peptydéw AP i zwigzkow im towarzyszacych w zmianach
aktywnosci ChAT, enzymu odpowiedzialnego za syntez¢ acetylocholiny,
agonisty receptora cholinergicznego w mozgach dojrzalych i starczych.

2. OKreslenie udzialu peptydow AP w zaburzeniu podstawowej oraz zaleznej od
pobudzenia receptora cholinergicznego i bialek G aktywnosci PIP,-PLC

3. Zbadanie wplywu peptydow AP na Kkonstytutywna i zalezna od pobudzenia
receptora muskarynowego i IP; aktywnos$¢ polimerazy (poli-ADP)rybozy w
mozgu dojrzalym i starczym.

4. Zbadanie wplywu peptydéw AP oraz apoE4 na fosfolipaz¢ C degradujaca
fosfatydyloinozytol (PI-PLC).

5. Ocena wudzialu peptydow AP w procesach fosforylacji fosfolipidow
inozytolowych oraz w regulacji aktywnosci kinaz tych fosfolipidow w mozgach
dojrzalych i starczych.

6. Zbadanie wplywu peptydéow AP na zalezna od lipidowych mediatorow
aktywacje cytozolowego czynnika(-0w) w synaptozomach odpowiedzialnego za

degradacje¢ jadrowego DNA.
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IV MATERIALY | METODY.

IV.1 Zwierzeta doswiadczalne.

Do doswiadczen uzywano szczuréw dorostych i starych, rasy Wistar, z
hodowli prowadzonej w IMDiK PAN, w Warszawie. Osobniki pici meskiej] w wieku 4
miesigcy 1 masie ciata 300g byly traktowane jako zwierzgta doroste, natomiast osobniki
ptci meskiej w wieku 24 miesigcy i masie ciata 500g byty traktowane jako zwierzgta

stare. Zwierzeta hodowano w warunkach stabilnej temperatury, wilgotnosci i diety.

IV.2 Przygotowanie peptydéw Af i ocena struktury
drugorzedowej.

IV.2.1 Przygotowanie peptydow Ap.

AP 1-42 i 1-40 rozpuszczano w wodzie dejonizowanej i bidestylowanej w
stezeniu 250uM natomiast AP 25-35, 1-28 1 35-25 w stgzeniu 2,5mM i uzywano
bezposrednio do doswiadczen lub poddawano ,,starzeniu”. AP 1-42 inkubowano przez 1
godzing w tazni wodnej o temperaturze 37°C, AR 1-40 inkubowano przez 14 dni,

natomiast A} 25-35 przez 7 dni w temperaturze pokojowe;j.

IV.2.2 Ocena struktury drugorzedowej peptydow AB przy pomocy
metody dichroizmu kotowego.

Strukturg AP 1-40 1 25-35 poddanych starzeniu oznaczono metoda dichroizmu
kotowego.  Pomiaru  spektropolarymetrycznego  dokonywano  przy  uzyciu
spektropolarymetru CD 62 DS w temp. 20°C. Badane probki umieszczano w kuwetce o
dhugosci $ciezki optycznej 0,5 cm i dla kazdej probki dokonywano trzech odczytow,
odczyty nastgpnie usredniano. Wyniki wyrazano w formie molarnej eliptycznosci ().
Peptydy AP 1-40 posiadaty dominujaca strukture¢ drugorzedowa typu B, podczas gdy
AR 25-35 wykazywal widmo absorpcyjne typowe dla struktury typu ,,random coil”
(posta¢ kigbka statystycznego).
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IV.2.3 Ocena agregacji peptydow AB na podstawie elektroforezy na
zelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych.

Rozdzial elektroforetyczny peptydéw AP 1-40 w warunkach denaturujacych
prowadzono wedlug metody Schiggera i von Jagowa, 1987, uzywajac aparatu do
elektroforezy firmy BIO-RAD. AP 1-40 nie agregowany lub poddany agregacji
mieszano z taka sama objetoscia buforu do probek (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 20%
glicerol, 2% SDS, 100 mM DTT oraz 0,2 mM bigkit bromofenolu) i umieszczano na 5
min w bloku grzejnym w temperaturze 95°C. Po schtodzeniu, niewielka ilo§¢ proby
zawierajaca Sug peptydu nanoszono do studzienek elektroforetycznych w  zelu
poliakrylamidowym i przeprowadzano elektroforezg. Uzywano zeli
poliakrylamidowych o grubosci Imm. Do rozdzialu peptydow uzywano akrylamidu
zawierajacego 3% bis-akrylamid jako czynnik sieciujacy. Zel rozdzielajacy zawierat
15% akrylamidu, 1M Tris-HCI, pH 8,43 oraz 0,1% SDS. Zel zageszczajacy sktadat sie z
4% akrylamidu, 0,1% SDS oraz 0,74M Tris-HCI, pH 8,43. Inicjacje reakcji
polimeryzacji uzyskiwano dodajac nadsiarczan amonowy i TEMED (odpowiednio
33,3mg i 33ul w przeliczeniu na 100ml roztworu). Elektroforeze prowadzono przy
statym napigciu 30V przez jedna godzing, a nastgpnie przy napigciu 90V przez 2
godziny. Po elektroforezie zele barwiono przy pomocy blekitu Coomassie’ego

(Rycina 9).

Rycina 9. Elektroforeza peptydow A 1-40 na zelu poliakrylamidowym-SDS.

AP 1-40 rozpuszczano w wodzie dejonizowanej i bidestylowanej w stezeniu 250uM i
poddawano “starzeniu” przez 14 dni w temperaturze pokojowej. Do elektroforezy
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uzywano Ap bezposrednio po rozpuszczeniu lub poddany 14-dniowej inkubacji. A - A
1-40 swiezo rozpuszczony, B - A 1-40 inkubowany 14 dni;

Analiza elektroforetyczna wykazata, ze wylacznie A 1-40 poddany starzeniu tworzy
agregaty o masie molekularnej okoto 18 kDa. AP 1-40 nie poddany starzeniu nie
wykazuje tendencji do tworzenia agregatow. W zwiazku z tym w dalszej pracy w
stosunku do AP 1-40 poddanego starzeniu uzywa si¢ okreslenia ,,zagregowany”,
natomiast AP nie poddany agregacji okresla si¢ jako ,rozpuszczalny” badz

,hiezagregowany’ .

IV.2.4 Ocena fibrylizacji (agregacji) peptydéw AB przy uzyciu
tioflawiny-T.

Spektrofluorymetri¢ z uzyciem tioflawiny-T (Th-T) zastosowano do
potilosciowe] oceny tworzenia widkien przez peptydy AP zawierajacych strukture [3-
kartki. Peptydy AP 1-40 inkubowano w stgzeniu 250uM, natomiast AP 25-35 w
stezeniu 2,5mM w H,O dejonizowanej bidestylowanej. Po inkubacji 10ul AP 1-40 oraz
lul AB 25-35 dodawano do 3uM Th-T w koncowej objetosci 300ul S50mM buforu
fosforanowego, pH 6,0. Pomiary fluorescencji Th-T wykonywano uzywajac
spektrofluorymetru LS 50 B (Perkin Elmer) przy dlugosci fali $wiatta pobudzajacego
450nm i dlugosci fali $wiatta emitowanego 482nm, w 300ul 50mM buforu
fosforanowego, pH 6,0. Fluorescencje Th-T badano przez 300 sek., a srednia wynikow
po 280 sek., 290 sek. 1 300 sek. stanowita koncowy wynik dla danej probki. Kazda

inkubacj¢ wykonywano w trzech powtdrzeniach. (Rycina 10).
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Rycina 10. Tworzenie widkien przez peptydy Ap.

Peptydy A 1-40 inkubowano w stezeniu 250uM, natomiast Af 25-35 w stezeniu 2,5mM
w H,O dejonizowanej bidestylowanej. Po inkubacji peptydow oznaczano ich
fluorescencje przy uzyciu Th-T. Od wartosci fluorescencji proby badanej odejmowano
wartos¢ fluorescencji samej Th-T. W obecnosci wtokien amyloidowych Th-T wykazuje
fluorescencje proporcjonalng do ilosci witokien. W obecnosci Af 1-40 poddanego
starzeniu Th-T wykazuje fluorescencje 468 + 2,36 (Srednia z trzech doswiadczen + SD).
W obecnosci A 25-35 niezaleznie od jego inkubacji oraz z AP 1-40 nie poddanym
inkubacji Th-T wykazuje niewielkq fluorescencje. Przedstawione dane sq wartosciami z
trzech niezaleznych pomiarow w trzech powtorzeniach (srednia + SD). Znamiennosc
oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, ***p<0,001 w stosunku
do fluorescencji Af 1-40 rozpuszczalnego.

IV.3 Przygotowanie materiatu do doswiadczen i analiz.

Zwierzeta dekapitowano, izolowano mozg, a nastgpnie na schtodzonej do
temperatury 4°C szalce Petriego preparowano potkule mézgowe w celu usunigcia opon,

naczyn oraz istoty biatej. Nastgpnie izolowano kor¢ moézgu, hipokamp i prazkowie.
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IV.3.1 Preparatyka skrawkow.

Z wyizolowanych czeg$ci mozgu otrzymywano skrawki o grubosci 0,35 x 0,35
mm na schlodzonym stoliku do temperatury 4°C przy uzyciu aparatu Mc Illwaina.
Nastgpnie skrawki zawieszano w buforze Krebs-Henseleit (KRBS) o sktadzie: 120mM
NaCl; 5mM KCI; 1,2mM MgSOs; 1,2mM KH,PO4; 25mM NaHCO; 1 10mM glukoza,
rownowazonym karbogenem (mieszanina 95%0, i 5%CO;) do uzyskania pH 7.4.
Skrawki réwnowazono w s$rodowisku karbogenu przez 60 minut w tazni wodnej z
wytrzasaniem o temperaturze 37°C w celu przywrocenia rownowagi metabolicznej.
Skrawki z roznych czg§ci mozgu dojrzatego 1 starczego uzywano do badania udzialu
peptydow AP w modulacji aktywnosci wybranych enzyméw oraz do oznaczania

poziomu biatka fosfolipazy C.

IV.3.2 Preparatyka frakcji synaptoneurozomalne;.

Frakcj¢ synaptoneurozomalng otrzymywano wedlug procedury opisanej przez
Hollingsworth i wsp., 1985 i zmodyfikowanej przez Strosznajder i Samochocki, 1991. Z
wyizolowanej kory mozgowej otrzymywano skrawki o grubosci 0,35 x 0,35 mm na
schtodzonym stoliku do temperatury 4°C przy uzyciu aparatu Mc Illwaina. Nastgpnie
umieszczano je w homogenizatorze Dounce’a 1 homogenizowano rgcznie (pigé
przesuwow ttoka, typ A) w temperaturze 4°C w 7 ml buforu Krebs-Henseleit (KRBS) o
sktadzie: 120mM NaCl; SmM KCI; 1,2mM MgSO4; 1,2mM KH;PO4; 25mM NaHCO; i
10mM glukoza, réwnowazonym karbogenem (mieszanina 95%0, 1 5%CO,) do
uzyskania pH 7,4. Otrzymana zawiesing rozcienczano do objgtosci 35ml buforem
KRBS 1 wirowano przy 1100 x g przez 15 minut w celu osadzenia frakcji
synaptoneurozomalnej. Nadsacz odrzucano a osad zawieszano w Sml $§wiezego buforu

KRBS i oznaczano biatko.

IV.3.3 Preparatyka frakcji synaptozomalnej i cytozolu
synaptozomalnego.

Frakcje synaptozomoéw otrzymywano zgodnie z metoda opisana przez

Mattsona (Mattson i wsp., 1998). Synaptozomy otrzymywano z kory mdzgu szczurow
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dojrzatych. Kor¢ mézgu homogenizowano w szklanym homogenizatorze Dounce’a (12
przesuwow tloka, typ A) w temperaturze 4°C w 8 ml buforu zawierajacego: 0,32 M
sacharozg, 4ug/ml pepstatyny, Sug/ml aprotyniny 20 pg/ml inhibitora trypsyny, 4pug/ml
leupeptyny, 0,2mM PMSF, 2mM EDTA, 2mM EGTA i 20mM HEPES. Otrzymany
10% homogenat wirowano 3 min. przy 900 x g w 4°C. Osad odrzucano, a otrzymany
nadsacz wirowano 10 min 12400 x g w 4°C. Otrzymany osad zawieszano w 1,5 ml
buforu, ktéry byl uzywany do homogenizacji i naktadano na gradient sacharozowy (3,5
ml 1,18 M sacharoza, pH 8,5, 3,5 ml 1 M sacharoza, pH 8,0, 3,5 ml 0,85 M sacharoza,
pH 8,0). Nastgpnie wirowano 2 h przy 87275 x g w 4°C. Po odwirowaniu delikatnie
zbierano warstwe synaptozomow na granicy warstw 1M sacharoza/1,18M sacharoza,
zawieszano w 4 objeto$ciach buforu Locke’a (154mM NaCl; 5,6mM KCI; 2,3mM
CaCly; ImM MgCly; 3,6mM NaHCO;; SmM HEPES; 5mM glukoza; pH 7,2) i
wirowano 10 min przy 17000 x g w 4°C. Otrzymany osad zawierajacy synaptozomy
zawieszono w 0,5 ml buforu Locke’a. Synaptozomy uzywano bezposrednio do dalszych
badan. W celu uzyskania cytozolu synaptozomalnego synaptozomy wirowano w
probowkach eppendorf 5 min. przy 10000 x g w 4°C. Nadsacz odrzucano, a osadzone
na dnie probéwki synaptozomy zawieszano w 100ul buforu HEPES w stezeniu 1mM,
pH 7,4 1 rozbijano strzykawka. Homogenat synaptozomoéw pozostawiono na 30 min. w
lodzie 1 czynno$¢ powtarzano. Nastgpnie rozbite synaptozomy wirowano 30 min. przy
10000 x g w 4°C. Nadsacz zawierajacy cytozol z synaptozomow uzywano do inkubacji

z frakcja jadrowa.

IV.3.4 Przygotowanie homogenatu.

Wyizolowanga kor¢ mézgowa, hipokamp lub prazkowie dorostych lub starych
szczuréw homogenizowano r¢eznie w temperaturze 4°C w szklanym homogenizatorze
Dounce’a (czternascie przesuwow ttoka, typ A) w medium izolacyjnym zawierajacym
0,32M sacharozg rozpuszczona w 10mM buforze Tris-HCI, pH 7,4. Otrzymany 10%
homogenat uzywano do doswiadczen lub wirowano w celu uzyskania frakcji

podkomodrkowych: blon synaptoplazmatycznych (SPM) 1 cytozolu.
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IV.3.5 Otrzymywanie bton synaptoplazmatycznych i cytozolu z kory
mozgu.

W celu uzyskania SPM i cytozolu komérkowego, homogenat z kory mézgu
dojrzatego lub starczego wirowano 3 minuty przy 900 x g w temperaturze 4°C. Osad
(Py) odrzucano, a nadsacz (S;) wirowano ponownie 10 minut przy 17 000 x g. Z
nadsaczu (S;) uzyskiwano frakcje cytozolu komodrkowego, natomiast osad (P»),
stanowiacy  frakcje = synaptozomalno-mitochondrialna ~ poddawano  szokowi
hipoosmotycznemu oraz r¢cznej homogenizacji w homogenizatorze Dounce’a (dziesig¢
przesuwow tloka, typ A) w ImM buforze Tris-HCI, pH 7,4 o temperaturze 4°C i
umieszczano zawiesing w tazni lodowej na 30 minut. Zawiesing nastgpnie wirowano 10
minut przy 9 000 x g, zbierano nadsacz do probowki, a osad powtdrnie
homogenizowano i wirowano. Potaczone nadsacze ostatecznie wirowano 20 minut przy
48 000 x g, osadzajac frakcj¢ SPM. Otrzymana frakcj¢ SPM zawieszano w 10mM
buforze Tris-HCI, pH 7,4.

Frakcj¢ cytozolu komorkowego otrzymywano, wirujac postmitochondrialny

nadsacz S, 100 000 x g przez 60 minut.

IV.3.6 Preparatyka frakcji jader komérkowych.

Frakcj¢ jader komoérkowych otrzymywano zgodnie z metoda opisana przez
Mattsona (Mattson 1 wsp., 1993a). Jadra komodrkowe otrzymywano z kory mozgu
szczurdw dorostych. Kor¢ mézgu homogenizowano w buforze A zawierajacym 10mM
HEPES, pH 7,5, 5SmM MgCl,, 10mM KCl i ImM DTT, a nast¢pnie wirowano 3 min
przy 900 x g w 4°C. Otrzymany osad zawieszano w 2 ml buforu A i naktadano na
warstwe 30% sacharozy w buforze A (10ml). Nastgpnie wirowano 10 min przy 840 x g
w 4°C. Po odwirowaniu zbierano osadzona na dnie proboéwki frakcje jadrowa i
zawieszano w 0,4 ml buforu A. Otrzymana frakcj¢ jadrowa uzywano bezposrednio do

inkubacji z cytozolem otrzymywanym z synaptozomow.
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IV.4 Metody biochemiczne oznaczania aktywnosci enzymoéw.

IV.4.1 Oznaczanie aktywnosci acetylotransferazy cholinowej (ChAT).

Aktywnos$¢ ChAT oznaczono zgodnie z metoda opisang przez Fonnum, 1975
przy uzyciu egzogennych substratow: choliny i ['*CJacetylo-CoA. Zrédtem enzymu byt
homogenat, SPM 1 cytozol. Wptyw réznych form peptydow AP na aktywno$¢ ChAT
badano po uprzedniej inkubacji skrawkow z kory moézgu, prazkowia i hipokampa
zwierzat dorostych, dorostych-starych i starych. Skrawki stabilizowano w tazni wodnej
przez jedna godzing w temperaturze 37°C w Srodowisku karbogenu. Nastgpnie do
zawiesiny skrawkow podano peptydy AB w stgzeniu od 25 do 100 uM 1 inkubacj¢
prowadzono w temperaturze 37°C przez jedna godzing. Kolejno skrawki odwirowano
przy 900 x g przez 10 min. i zawieszono w 50mM buforze fosforanowym, pH 7,4 i
przygotowano 10% homogenat. Do oznaczen pobierano po 10 pl 10% homogenatu i
dodawano do 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: 10mM bromek choliny, 0,5mM
['*CJacetylo-CoA (aktywnosé¢ specyficzna 55,3mCi/mmol, 0,04 uCi na probke), 0,1mM
eseryng 300mM NaCl, oraz 50 mM bufor fosforanowy, pH 7,4. Nastgpnie proby
inkubowano w tazni wodnej o temperaturze 37°C przez 15 min. Reakcj¢ zatrzymywano
przez dodanie 2,5 ml 10mM buforu fosforanowego pH 7,4. Kolejno do préb dodawano
1 ml butyronitrylu zawierajacego 15 mg C,sH,0BNa i worteksowano przez 2 minuty.
Nastegpnie proby wirowano 10 minut przy 3 000 x g w celu rozdzielenia faz. 0,5 ml
gornej fazy organicznej zawierajacej powstala ['*Clacetylocholine odbierano do
naczynek scyntylacyjnych zawierajacych S5ml toluenu 1 2 ml acetonitrylu.
Radioaktywnos¢ ["*Clacetylocholiny mierzono w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac

1409 stosujac czas zliczania 5 minut.

IV.4.2 Oznaczanie aktywnosci fosfolipazy C.

Aktywnos$¢ PI-PLC oraz PIP,-PLC w btonach synaptoplazmatycznych i
cytozolu oznaczono przez pomiar poziomu radioaktywnosci rozpuszczalnych w wodzie
metabolitow inozytolu powstajacych ze znakowanych substratow wedlug metody
opisanej przez Rhee i1 wsp., 1991. Do badan uzywano egzogennych substratow:

fosfatydylo[3H]inozytolofosforanu (PD 1 fosfatydylo[2-3H]inozyt010-4,5-bisfosforanu
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(PIP;). Substraty do reakcji, 20nmoli (4 x 10* dpm) PI lub 10nmoli (2 x 10* dpm) PIP,,
z ktérych odparowano organiczny solwent zawieszano w 0,1% dezoksycholanie sodu
(DOC) i w przypadku PI w 20mM buforze Tris-HCI, pH 7,8 i w buforze Tris-HCI pH
6,6 w przypadku PIP,. Mieszanina reakcyjna zawierata ponadto: 10mM LiCl, 0-
2mMCaCl, lub 10mM EGTA oraz 100ug biatka. Objetos¢ koncowa mieszaniny
reakcyjnej wynosita 200ul. Wptyw peptydéw A na aktywno$¢ fosfolipazy C okreslano
po inkubacji mieszaniny reakcyjnej w obecnosci AP 25-35, 1-40 oraz 35-25 w lazni
wodnej o temperaturze 37°C przez 30 minut w przypadku PI-PLC lub 15 minut w
przypadku PIP,-PLC. Reakcj¢ degradacji fosfolipidow przerywano 1 ml mieszaniny
chloroform/metanol/HCI (100/100/0,6, v/v/v). Nastgpnie do préb dodawano 0,3ml H,O
1 wirowano 5 minut x 1500g w celu rozdzielenia faz. 0,5ml z 1ml goérnej fazy wodne;j
odbierano 1 oznaczano poziom radioaktywnos$ci inozytolofosforanow w liczniku
scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosujac czas zliczania 5 minut. W kazdym
dos$wiadczeniu wykonywano probe slepa inkubowana w czasie 30 lub 15 minut w
temperaturze 37°C bez dodawania zrédta enzymu. W celu wykluczenia udziatu innych
fosfolipaz PLA; 1 PLD przeprowadzano analiz¢ rozpuszczalnych w wodzie metabolitow

inozytolu przy uzyciu chromatografii kolumnowe;j

IV.4.2.1 Rozdziat rozpuszczalnych w wodzie metabolitéw inozytolu przy
zastosowaniu chromatografii kolumnowej.

0,5ml gornej fazy wodnej zawierajacej wodno-rozpuszczalne metabolity
inozytolu naktadano na kolumny odtugosci 7 cm i §rednicy 0,5 cm, ktorych wypeknienie
stanowit Dowex AG-1 x 8 (200-400 mesh). Z kolumny wymywano kolejno metabolity
inozytolu. Pierwsza frakcje inozytolu wymywano 15ml wody bidestylowanej, nastgpnie
frakcje glicerofosfoinozytolu (GPI) eluowano 15 ml roztworu tetraboranu sodowego w
mréwczanie sodu (SmM Na;B4O7/60mM HCOONa). Eluat zbierano po Sml do trzech
kolejnych probowek. Inozytolofosforany: IP;, 1P, 1 IP; wymywano uzywajac
wzrastajacych stgzen buforu mréwczanowego odpowiednio 0,2M HCOONH4/0,1M
HCOOH, 0,4M HCOONH,/0,1M HCOOH, 1,0M HCOONH4/0,IM HCOOH. IP; i IP,
zbierano w trzech porcjach po 4, 2 i 2 ml, natomiast IP; zbierano w dwu porcjach po
2ml. Z kazdej porcji eluatu odbierano 0,5 ml w celu policzenia catkowitej

radioaktywnosci rozdzielonych metabolitow.
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IV.4.3 Oznaczanie aktywnos¢i polimerazy(poli-ADP)rybozy (PARP).

Wplyw pobudzenia receptora muskarynowego uktadu cholinergicznego oraz
udziat peptydow AP w modulacji aktywnosci PARP badano na skrawkach z kory
mozgu 1 hipokampa zwierzat dorostych i starych. Skrawki zawieszano w buforze Krebs-
Henseleit bez wapnia 1 stabilizowano przez 30 minut w tazni wodnej w temperaturze
37°C. Nastepnie skrawki inkubowano w tym samym buforze lecz w obecnosci 2mM
CaCl, oraz ImM karbacholu i 100uM GTP(y)S lub w obecnosci 1-25uM A 25-35 lub
25uM AP 1-40. Po inkubacji skrawki homogenizowano i oznaczano aktywno$¢ PARP
przy uzyciu radioaktywnego substratu ['*C]dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NAD). Mieszanina reakcyjna w koncowej objetosci 100ul zawierata 200 uM (4 x 10
dpm) NAD (specyficzna aktywnos¢: 252mCi/mmol), 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM
MgCl,, ImM DTT oraz 200 pg biatka. Reakcje przeprowadzano przez 1 minutg w
temperaturze 37°C. Reakcje zatrzymywano 0,8ml 25% zimnego kwasu
trojchlorooctowego (TCA). Nastepnie proby przesaczano pod cisnieniem stosujac filtry
Whatman GF/B 1 pigciokrotnie przeptukiwano 3ml 5% TCA. Radioaktywnos¢
wlaczonej poli(ADP-rybozy) w bialkach zatrzymanych na filtrach oznaczano w
scyntylatorze Bray’a w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosujac czas

zliczania 5 minut.

IV.4.4 Oznaczanie aktywnosci kinaz fosfolipidow inozytolowych: PI-
4kinazy i PIP-5kinazy.

Aktywnos$¢ Pl-4kinazy 1 PIP-Skinazy oznaczano we frakcji blon
synaptoplazmatycznych z kory moézgu i hipokampa zwierzat dorostych i starych.
Badania prowadzono w obecnosci endogennych fosfolipidéw oraz przy uzyciu
egzogennych fosfolipidéw: PI lub PIP (5 nmoli). Do reakcji uzywano 30ug biatka, ktére
zawieszono w mieszaninie inkubacyjnej zawierajacej: SOmM bufor Tris-HCI, pH 7,4,
0,lmM ATP, 10mM MgCl,, 0,2% detergent Igepal, ImM EGTA, 1mM DTT, 50uM.
Na3;VOy, 1 0,5uCi [y-*P]JATP w koficowej objetosci 50ul. Proby inkubowano 5 minut w
temperaturze 30°C. Reakcj¢ zatrzymywano przez dodanie 400ul zimnego 25mM ATP
oraz Iml mieszaniny chloroform/metanol w stosunku objgtosciowym 2:1. Proby

mieszano przez 2 minuty, a nastgpnie wirowano 10 min 900 x g. Odbierano dolna fazg
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chloroformowa, a  pozostala  gérna  fazg  plukano 1ml  mieszaniny
chlorororm/metanol/HCI stezony w stosunku objgtosciowym 100:100:0,6 i ponownie
odbierano dolng fazg. Potaczono obie dolne fazy i ptukano trzykrotnie mieszaning
chloroform/metanol/0,6M HCI (3:48:47 v/v/v). Dolna fazg organiczna zawierajaca
fosfolipidy odparowywano do sucha pod azotem, zawieszano w niewielkiej ilo$ci
chloroformu i naktadano na ptytk¢ chromatograficzna, ktora rozwijano w ukladzie
chloroform/metanol/4N NH4OH (9:7:2 v/v/v). Plytk¢ wywolywano w jodzie, plamy
identyfikowano zgodnie ze standardem, zeskrobywano i przenoszono do naczynek
scyntylacyjnych zawierajacych scyntylator toluenowy. Radioaktywno$¢ badanych prob
oznaczano w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosujac czas zliczania 5

minut.

IV.5 Oznaczanie uwalniania kwasu arachidonowego (KA) i
diacyloglicerolu (DAG) z bton synaptoplazmatycznych.

IV.5.1 Oznaczanie uwalniania ['*C]JKA z egzogennego 1-stearylo-2-
[**C]arachidonylo-fosfatydyloinozytolu przez enzymy btonowe
kory mézgu.

Do probowki inkubacyjnej dodawano 20 nmoli 1-stearylo-2-arachidonylo-PI,
rozpuszczonego w chloroformie, oraz taka ilo$¢ jego znakowanej formy (1-stearylo-2-
[1-"*CJarachidonylo-PI (["*C]PI), aby uzyskaé¢ aktywno$¢ specyficzna substratu rowna
1000dpm/nmol. Roztwor doktadnie mieszano i odparowywano rozpuszczalnik w
strumieniu azotu. Nastepnie dodawano 20mM bufor Tris-HCI, pH 7,4 oraz okreslona
objetos¢ roztworu dezoksycholanu sodu tak, aby jego st¢zenie koncowe wynosito 0,1%.
Reakcje rozpoczynano dodajac 200ug biatka frakcji SPM izolowanej z kory mdzgu.
Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 200ul. Proby inkubowano w tazni
wodnej z mieszaniem o temperaturze 37°C przez 20 minut, po czym reakcj¢ przerywano

dodajac 3ml mieszaniny chloroform/metanol (1:2, v/v) i ekstrahowano lipidy.
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IV.5.2 Ekstrakcja lipidow.

Lipidy ekstrahowano 2,5ml mieszaniny chloroform/metanol (1:2 v/v) zgodnie
z warunkami opisanymi przez Bligh’a i Dyer’a, 1959. Ekstrakt pozostawiano na 5 min.
w temp. 4°C, a nastgpnie dodawano odpowiednie objgtosci chloroformu oraz wody
destylowanej. Cato§¢ wytrzasano energicznie 30 sekund i pozostawiano na 5 min. w
temp. 4°C. W celu dokladnego rozdzielenia faz, proby wirowano przy 3500 obrotow

przez 10 minut. Fazg dolna, zawierajaca lipidy odparowywano w strumieniu azotu.

IV.5.3 Rozdzielanie lipidow.

Dolna fazg chloroformowa po ekstrakcji lipidéw suszono pod azotem i
rozpuszczano w 80ul mieszaniny chloroform: metanol (9/1 v/v) 1 naktadano no ptytke
chromatograficzng (TLC). Po natozeniu plytk¢ dokladnie suszono. Wolne kwasy
thuszczowe 1 diacyloglicerol rozdzielano na plytce umieszczonej w komorze
zawierajacej mieszaning chloroform/aceton (96/4 V/V) lub
chloroform/metanol/4AMNH4OH (9/7/2 v/v/v). Po rozwinigciu 1 odparowaniu
rozpuszczalnikéw plytke wywotywano w jodzie, miejsca lokalizacji wolnych kwasow
thuszczowych 1 diacyloglicerolu identyfikowano przy uzyciu wzorcow. Plamy
zeskrobywano z ptytki, cato$¢ przenoszono do naczynek scyntylacyjnych i oznaczano

radioaktywno$¢.

IV.6 Immunodetekcja izoform PLC, bialek transportujacych
fosfatydyloinozytol oraz PARP metoda Western blotu.

IV.6.1 Elektroforeza biatek na zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

Zawiesing skrawkow mieszano z taka sama objgtoscia buforu zawierajacego
62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 20% glicerol, 2% SDS, 100 mM DTT oraz 0,2 mM biekit
bromofenolu i umieszczano na 5 min w bloku grzejnym w temperaturze 95°C. Po
schtodzeniu, niewielka ilo$¢ proby zawierajaca 7-10ug biatka nanoszono do studzienek
elektroforetycznych w zelu poliakrylamidowym 1 przeprowadzano -elektroforeze.
Rozdzial elektroforetyczny biatek w warunkach denaturujacych prowadzono wedlug

metody Schiggera 1 von Jagowa (1987), uzywajac aparatu do elektroforezy firmy BIO-
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RAD. Rozdziat prowadzono na zelach o grubosci 0,75 mm, uzywajac 30% akrylamidu
zawierajacego 2,67% bis-akrylamid jako czynnik sieciujacy. Stosowano nieciagly
gradient akrylamidu, uzywajac w kazdym przypadku 4% zelu zageszczajacego oraz w
przypadku PLC zelu rozdzielajacego 7,5%, a w przypadku bialek transportujacych i
PARP-u 15%. Zel rozdzielajacy zawierat odpowiednia ilo$¢ akrylamidu w zaleznosci
od rozdzielanych biatek oraz 1,5M Tris-HCI, pH 8,8 i 0,1% SDS. Zel zageszczajacy w
kazdym przypadku sktadat si¢ z 4% akrylamidu, 0,1% SDS i 0,5M Tris-HCI, pH 6,8.
Inicjacj¢ reakcji polimeryzacji uzyskiwano dodajac 10% nadsiarczan amonowy i
TEMED (odpowiednio 50ul i S5ul na 10ml roztworu). Elektroforeze prowadzono przy
stalym napigciu 250V przez 45 minut. Po elektroforezie bialka z zelu byly przenoszone

na btony nitrocelulozowe Hybond-Extra C (Amersham) lub PVDF.

IV.6.2 Przenoszenie bialek z zelu na btony nitrocelulozowe lub blony
PVDF.

Rozdzielone biatkka w przypadku badania fosfolipazy C 1 biatek
transportujacych przenoszone byly z zeli poliakrylamidowych metoda elektroblotu na
btony nitrocelulozowe Hybond-Extra C (Amersham), a w przypadku PARP-u na
membrang PVDF (BioRad). Elektroblotting prowadzono przez 2 godziny przy statym
natezeniu pradu 1,1 mA /cm® w buforze: 25mM Tris-HCI, pH 8,3, 192mM glicyna i
20% (v/v) metanol w przypadku PLC 1 biatek transportujacych lub w buforze
weglanowym Dunn’a (10mM NaHCO;, 3mM Na,COs, 20% v/v metanol) w przypadku
PARP-u. Efektywno$¢ przenoszenia biatek na blony sprawdzano czerwienia Ponceau S.
Po zakonczeniu transferu blony nitrocelulozowe lub PVDF zawierajace biatka
inkubowano 1 godzing w temperaturze pokojowej w 100mM buforze fosforanowym
zawierajacym 100mM NacCl, (PBS) oraz 0,1% Tween-20, 1% BSA i 5% odtluszczone

mleko w celu zablokowania wiazan niespecyficznych.

IV.6.3 Analiza immunochemiczna biatek.
IV.6.3.1 Analiza immunochemiczna izoform PLC: j, v, 4.

Inkubacjg z pierwszorzgdowym przeciwciatem poliklonalnym przeciwko PLC-
B, PLC-y 1 PLC-d (Santa Cruz Biotechnology) w rozcienczeniu 1:500 prowadzono
okoto 12 godzin w temperaturze 4°C w buforze PBS-T zawierajacym 3% BSA.
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Nastgpnie po trzykrotnym ptukaniu w buforze PBS-T (3 x 15 minut) blony inkubowano
przez 45 minut z drugorzegdowym przeciwciatem typu IgG sprzezonym z peroksydaza
chrzanowa w rozcienczeniu 1:8000 w buforze PBS-T zawierajacym 5% mleko i 1%
BSA. Po ponownym czterokrotnym (3 x 15 min w PBS-T 1 x 15 min w PBS) plukaniu
poddano immunodetekcji stosujac metode chemiluminescencji (ECL), wykorzystujac
firmowy zestaw Amersham. Blony eksponowano w ciemni na klisz¢ Hiperfilm""-ECL
(Amersham). Czas na$wietlania klisz Hyprefilm"-ECL (Amersham) wynosit 5-15 min.
Zaczernienie analizowano densytometrycznie uzywajac densytometru firmy LKB

(Ultrascan XL 1 programu GelScan).

IV.6.3.2 Analiza immunochemiczna biatek transportujacych PI-TPa.

W czasie calej procedury uzywano 100mM bufor fosforanowy pH 7,5
zawierajacy 100mM NaCl 1 0,05% Tween-20 (PBS-T). Wszystkie inkubacje
prowadzono w temperaturze pokojowej. Wiazania niespecyficzne na blonach
nitrocelulozowych zawierajacych rozdzielone biatka wysycano 5% roztworem
odtluszczonego mleka w buforze PBS-T przez 1 godzing. Nastgpnie prowadzono
inkubacje przez okoto 12 godzin z pierwszorzgdowym przeciwciatem monoklonalnym
przeciwko PI-TPa (Affiniti, Wielka Brytania) w rozcienczeniu 1:200 w buforze PBS-T
zawierajacym 2,5% roztwor odtluszczonego mleka. Nastgpnie po trzykrotnym ptukaniu
w PBS-T (3 x 10 minut) blony inkubowano przez 1 godzing z drugorzegdowym
przeciwciatem typu IgG sprzezonym z alkaliczng fosfataza w rozcienczeniu 1:1000 w
buforze PBS-T. Po ponownym trzykrotnym (3 x 10min) ptlukaniu poddano
immunodetekcji uzywajac buforu do alkalicznej fosfatazy (0,1M NaHCO;, ImM MgCl,
x 6H,O, pH 9,8). Grubos¢ prazkdw analizowano densytometrycznie uzywajac

densytometru firmy LKB (Ultrascan XL i programu GelScan).

IV.6.3.3 Analiza immunochemiczna PARP.

Inkubacjg z pierwszorzegdowym przeciwciatem monoklonalnym mysim IgG C-
2-10 w rozcienczeniu 1:5000 prowadzono przez 2h w temperaturze pokojowej w
buforze zawierajacym 1% BSA 1 0,1% azydek sodu w PBS-T. Nastgpnie po
trzykrotnym ptukaniu, 3 x 15 minut w buforze PBS-T z 1% BSA membrany byty

inkubowane przez 1 h w temperaturze pokojowej z drugorzgdowym przeciwciatem w
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rozcienczeniu 1:3000 sprzezonym z peroksydaza chrzanowa. Kolejno membrang
przemywano dwukrotnie buforem PBS-T z 1% BSA i dwukrotnie w buforze PBS-T
pozbawionym BSA. Reakcje z substratami dla peroksydazy chrzanowej (zestaw ECL,
Amersham) przeprowadzano przez 2 minuty. Klisz¢ naswietlano 10 minut 1
wywotywano przy uzyciu odczynnikow firmy Foton. Po wysuszeniu klisza byla
skanowana, a obraz prazkow poddawany analizie densytometrycznej przy uzyciu

oprogramowania TotalLab 1.1 firmy Phoretix.

IV.7 Ocena ekspresji genu dla PLC3 metoda hybrydyzacji in
situ.

Ekspresj¢ mRNA dla PLCB w poétkulach mozgu szczura badano metoda
hybrydyzacji in situ. Zwierzgta dekapitowano, izolowano mozg tak aby nie uszkodzié
jego struktury, natychmiast zamrazano w suchym lodzie i przechowywano w
temperaturze -80°C az do momentu hybrydyzacji. Przed przystapieniem do krojenia
moézgu na skrawki preparaty ogrzewano do temperatury okoto -20°C, ktora jest
utrzymywana przy krojeniu w mikrotomie, przygotowywano skrawki o grubosci 10pum i
umieszczano je na szkietlku podstawowym. Tak przygotowane preparaty
przechowywano w temperaturze -80°C. Po trzy preparaty z okreslonego obszaru mézgu
uzywano do hybrydyzacji in situ w celu oceny ekspresji mRNA PLCP. Mieszaning
oligonukleotydéow dla poszczegodlnych izoform PLCPB otrzymywano z firmy Perkin-
Elmer. Do badan uzywano nastgpujace sekwencje nukletydow: PLCB1: 5> CCT GGC
ATC CTT GAC GAG GCT GAG ATC TAA CAG CTC CGT CTC CTT 3’, PLCB2: 5°
AAG TTT CAC GAA CGA TTT CTG TTG CTT GAG CTC TTC AAT GGT CTG 3’ i
PLCB3: 3° CAA CTT CTG CAA AAT GAG TTT AAT GTG CTC CCG CTT CTG
GTA CTT 3’. Potaczone oligonukleotydy dla wszystkich izoform PLCP znakowano na
3°-koficu radioaktywnym deoxyadenozynotrisfosforanem (dATPaS [*°S], 12,5 mCi/ml,
Dupont NEN) przy uzyciu terminalnej transferazy (Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim). Przygotowane preparaty rozmrazano i poddawano pre-hybrydyzacji, czyli
utrwalano 5 minut w 4% (v/v) formaldehydzie w buforze PBS, nastgpnie plukano jeden
raz w buforze PBS przez 2 minuty. Nastgpnie preparaty pokrywano s$wiezo

przygotowanym roztworem zawierajacym 0,25% bezwodnik octowy w 0,1M



MATERIALY I METODY 48

trietanoloaminie-HC1/0,09% (w/v) NaCl, pH 8,0 na 10 minut. Z kolei preparaty
odwadniano poprzez kolejne ptlukania w etanolu, 70%, 80%, 95% i 100% i
odttuszczano w chloroformie. Ponownie ptukano przez 1 min w 100% i w 95% etanolu
1 pozostawiano na 15 minut w temperaturze pokojowej. Po wysuszeniu poddawano
hybrydyzacji. Bufor do hybrydyzacji zawieral: 4 x SSC (0,6M. NaCl, 0,06M. cytrynian
sodu, pH 7,2), 50% formamid (v/v), roztwor Denhardt’a (0,02% Ficol, 0,02%
poliwinylopirolidon, 0,02% BSA), 500ug/ml DNA (pojedyncza ni¢ otrzymana przez
denaturacj¢ DNA otrzymanego z Boehringer Mannheim, #223646), tRNA (250ug/ml),
10mM DTT i 10% (w/v) dekstran. Na jeden preparat uzywano 50ul buforu do
hybrydyzacji, ktory zawierat wyznakowane radioaktywnym dATP oligonukleotydy (1 x
10° dpm w 50p1 buforu). Hybrydyzacje przeprowadzano przez cata noc w temperaturze
37°C. Nastgpnie preparaty ptukano cztery razy po 15 minut w 2 x SSC/50% formamid
w temperaturze 40°C i1 dwa razy po 30 minut w 1 x SSC w temperaturze pokojowej.
Nastgpnie preparaty ptukano przez 20-30 sekund w wodzie destylowanej, zanurzano na
3 minuty w 70% etanolu i1 suszono przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Po
wysuszeniu preparaty poddawano ekspozycji przez 7-10 dni, uzywano filmu firmy
Kodak (Kodak BioMax MR Film). Film wywolywano i1 analizowano autoradiogram

poprzez pomiar gestosci optycznej w stosunku do standardow.

IV.8 Oznaczanie ekspresji genu syntazy tlenku azotu (NOS)
metoda RT-PCR.

IV.8.11zolacja RNA z kory mézgu.

Calkowite RNA izolowano w warunkach sterylnych z kory mézgu zgodnie z
metoda opisang przez Chomczynski 1 Sacchi (1987), zmodyfikowana, uzywajac
odczynnika TRI-reagent (Tel-TEST Inc., Sigma). Tkankg zawieszano w 1ml
odczynnika TRI-reagent, homogenizowano i inkubowano 5 minut w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie do Iml homogenatu dodawano 200ul chloroformu, cato$é
wytrzasano przez 15 sekund, a nastgpnie wirowano 9000 x g przez 15 min. w 4°C.
Gorng fazg wodna zawierajaca RNA przenoszono do nowej probowki, dodawano 1ml
izopropanolu i intensywnie mieszano. Nastgpnie proby inkubowano w -70°C przez 30

min. Po inkubacji wirowano 9000 x g przez 15 min.,, a osad RNA trzykrotnie
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przemywano 75% etanolem, 0,5ml. Po usunigciu etanolu z probek osad RNA
zawieszano w 50-70ul wody zawierajacej 0,1% dietylopirowgglan (DEPC). Nastgpnie
mierzono ilo$¢ otrzymanego RNA metoda spektrofotometryczna przy dlugosci fali A =
260, oraz zanieczyszczenie RNA biatkami przy dlugosci fali A = 280. Stosunek
A260/ A2go wynosit od 1,6 do 1,9. Tlos¢ RNA oznaczano z nastepujacej zaleznosci: Azgy =

1 odpowiada 40pug RNA w 1ml.

IV.8.2 Reakcja odwrotnej transkrypciji.

Calkowite wyizolowane RNA (5ug) byto matryca dla dziatania odwrotnej
transkryptazy, w reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano DNA komplementarne do
mRNA (cDNA). Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w 42°C przez 60 min.
w mieszaninie zawierajacej: SmM MgCly; 10mM Tris-HCI, pH 9,0; 0,1% Triton X-100;
ImM dNTP (mieszanina trifosforandéw deoksynukletydow); 1u/ul inhibitora
rybonukleazy (RNAsin); 15u/pug odwrotnej transkryptazy (AMV reverse transcriptase);
0,5ug oligo(dT/;s) 1 H,O uzupetniajaca do koncowej objetosci 20ul. W celu inaktywacji
odwrotnej transkryptazy mieszaning reakcyjna inkubowano przez 5 min. w 90°C, a

nastegpnie schtadzano przez 5 min. w lodzie.

IV.8.3 Reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain
reaction, PCR).

Uzyskane cDNA (5pg) amplifikowano metoda PCR uzywajac starterow dla
INOS 1 nNOS wykonanych przez firm¢ TIB Molbiol wedlug sekwencji
komplementarnych do sekwencji uzyskanych z banku gendéw. Jednocze$nie
analizowano poziom ekspresji genu kodujacego konstytutywne biatko dehydrogenaze
fosforanu aldehydu glicerynowego (GAPDH). Mieszanina do wielokrotnego powielania
sekwencji DNA (mieszanina PCR) zawierata nastgpujace sktadniki: 20ul Taq PCR
Master MIX Kit (Qiagen, Valencia CA); 2ul (5pug) cDNA oraz 20pmoli kazdego ze
starterow: starter nNOS-f: TTCCGAAGCTTCTGGCAACA; starter nNOS-1:
TTAGGAGCTGAAAACCTCAT; starter iNOS-f TGGGTCTTC
GGGCTTCAGGTTATT; starter iNOS-r ACCTGGGGAACACCTGGGGATTT; starter
GAPDH-f: TGAAGGTCGGAG TCAACGGATTTGGT i1 starter GAPDH-1:
CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC. Kazda probke uzupetniano woda do objetosci
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50ul. Probki cDNA z mieszaning PCR byly inkubowane w aparacie GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer) w nastepujacych warunkach: wstgpna denaturacja (Smin,
94°C, 1 cykl), denaturacja (1min, 94°C), asocjacja starterow (2min, 60°C) i wydtuzanie
fancucha (3min, 72°C) 35 cykli i faza koncowego wydtuzania tancucha (7min, 72°C).
Produkty PCR (10ul) poddawano elektroforezie w 2% zelu agarozowym z bromkiem
etydyny w buforze 0,5 x TBE (0,045M Tris-boran, 0,0001M. EDTA) przy nat¢zeniu
100V. Poziom ekspresji biatka nNOS badano w odniesieniu do ekspresji genu
kodujacego biatko GAPDH. Obraz zapisywano przy uzyciu systemu Nucleovision
firmy Nucleotech, za§ analiz¢ densytometryczna prazkow przeprowadzano przy

pomocy programu GelExpert 4.0.

IV.9 Badanie wptywu peptydéw AP na indukcje czynnika
proapoptotycznego w synaptozomach.

IV.9.1 1zolacja DNA.

Frakcje synaptozomalna zawieszona w buforze Locke’a inkubowano 4h w
37°C w atmosferze karbogenu w obecnosci S0uM zagregowanego A 25-35 lub bez AP
(kontrola). Po inkubacji synaptozomdéw otrzymywano cytozol i uzywano do inkubacji z
frakcja jadrowa. Nastgpnie cytozol synaptozomalny odwirowywano, a frakcje jadrowa
uzywano do izolacji DNA przy uzyciu odczynnika do izolacji DNAzol. Lizg frakcji
jadrowej prowadzono w 1ml DNAzolu przez 15 min. w temperaturze pokojowej
delikatnie mieszajac probki. Nastgpnie lizat wirowano 10000 x g przez 10 min w 4°C.
Nadsacz zawierajacy DNA przenoszono do nowej probowki i dodawano 0,5ml 100%
etanolu. Probki delikatnie mieszano i pozostawiano na 3 min. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie odwirowywano 1000 x g przez 3 min. w temperaturze pokojowej.
Nadsacz usuwano, a do wytraconego DNA dodawano Iml 96% etanolu. Probki
mieszano przez odwracanie 3-6 razy i odstawiano na ok. 1 min., aby wytracone DNA
sptyng¢lo na dno probowki. Alkohol usuwano pipeta 1 ptukano ponownie 96% etanolem.
Po usunigciu etanolu DNA suszono w probowkach przez 15 min. w temperaturze
pokojowej. Wysuszone DNA rozpuszczano w 50ul 8mM NaOH i pozostawiano na 24
godziny w lodowce. Nastepnie mierzono ilos¢ otrzymanego DNA metoda

spektrofotometryczna przy dlugosci fali A = 260, oraz zanieczyszczenie DNA biatkami
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przy dtugosci fali A = 280. Stosunek Ayeo/ A2gp wynosit od 1,6 do 1,9. Ilos¢ DNA
oznaczano z nastgpujacej zaleznosci: Ay = 1 odpowiada S0ug DNA w ml. Otrzymane

DNA uzywano do badania jego degradacji metoda elektroforezy na zelu agarozowym.

IV.9.2 Elektroforeza DNA na zelu agarozowym.

Degradacj¢ DNA badano metoda elektroforezy na 2% zelu agarozowym z
bromkiem etydyny (2ul roztworu 10mg/ml na 200 ml zelu agarozowego). 1ug
wyizolowanego DNA mieszano z kropla (zwykle 2-3ul) buforu obciazajacego z
barwnikiem (btekit bromofenolowy) i1 nanoszono na zel. Elektroforeze prowadzono w
buforze 0,5 x TBE przez 3-4 godziny przy napieciu 60 V na cm dtugosci zelu. Zel
analizowano przy uzyciu aparatu z kamera NucleoVision i GelExpert 4.0 software z

NucleoTech.

IV.10 Oznaczanie naptywu [**Ca**] do synaptoneurozoméw i
synaptozomow.

Zawiesina synaptozoméw lub synaptoneurozomoéw zawierajaca 1 mg biatka
byta preinkubowana przez 10 min. w tazni wodnej o temperaturze 37°C w buforze
KRBS w $rodowisku karbogenu w obecnosci AR w 25uM stgzeniu lub bez AP
(kontrola). W wybranych eksperymentach synaptoneurozomy byty preinkubowane z
nimodypina w stezeniu 1mM przez 5 min. 1 inkubacja byta kontynuowana przez kolejne
10 min. po dodaniu AP. Mieszanina inkubacyjna zawierala bufor KRBS oraz 0,1uCi
[*Ca]Cl, w koficowe] objetoéci 5ml. Reakcje rozpoczynano przez dodanie do probowek
Img preinkubowanych synaptozomow lub synaptoneurozomow i proby inkubowano
przez 30 sekund w temperaturze 37°C. Po inkubacji do probéwek dodawano S5ml
zimnego buforu KRBS z 5SmM EGTA. Nastgpnie proby przesaczano pod ci$nieniem
stosujac filtry Whatman GF/B i przeptukiwano 5ml buforu KRBS. Radioaktywnos¢
[*Ca’"] pozostalego na filtrach oznaczano w scyntylatorze Bray’a w liczniku

scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosujac czas zliczania 5 minut.
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IV.11 Badanie poziomu wolnych rodnikéw przy uzyciu sondy
dichlorofluoresceiny (DCF).

Acetylowana dichloro-dihydrofluoresceina (H,DCF-DA) jest sonda uzywana
do pomiaru wewnatrzkomorkowego stresu oksydacyjnego. Acetylowana sonda
przechodzi przez btony komoérkowe, wewnatrz komorki ulega deacetylacji przez
niespecyficzne esterazy i ulega oksydacji w wyniku stresu oksydacyjnego. Utleniona
sonda DCF ma wtasciwosci fluorescencyjne. Swiezo wyizolowane synaptozomy byly
inkubowane w obecnosci 15 uM H,DCF-DA w buforze Locke’a przez 30 min. w 37°C
w ciemnosci. Nastgpnie wirowane 14000 obr./min przez 5 min. i ponownie zawieszone
w buforze Locke’a. Synaptozomy inkubowano w obecnosci 250 uM H,0, oraz
zagregowanych peptydow amyloidu beta: AB 25-35 1 1-40 w stezeniu 25 uM w
koncowej objetosci 200 ul przez 4 godz. w atmosferze karbogenu w 37°C w ciemnosci.
Fluorescencje DCF oznaczano przed 1 po inkubacji przy uzyciu spektrofluorymetru LS-

50B przy dhugosci fali pobudzajacej 488nm i1 emitowanej 530nm .

IV.12 Badanie oksydacji lipidéw i biatek.

IvV.12.1 Pomiar stezenia 2zwigzkéw reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS).

Oksydacje lipidow okreslano poprzez pomiar st¢zenia zwiazkoéw reagujacych z
kwasem tiobarbiturowym w tym dialdehydu malonylowego (MDA) w blonach
synaptoplazmatycznych (SPM) z kory moézgu wg metody opisanej przez Asakawa i
Matsushita (1980). SPM z kory mézgu (1mg biatka) inkubowano w 1ml buforu KRBS z
réznymi fragmentami peptydow amyloidu beta (AB) lub z FeCl, przez 60 minut w tazni
wodnej o temperaturze 37°C. Nastepnie do prob dodawano 1 ml 30 % TCA 1 0,1 ml SM
HCl 1 wirowano przez 5 minut przy 1500 x g, nadsacz przenoszono do nowych
probowek 1 dodawano 1ml 0,75 % kwasu tiobarbiturowego (TBA). Proby byty
inkubowane przez 15 min. w 100°C. Po schodzeniu prob odczytywano ich absorbancj¢
na spektrofotometrze shimadzu przy dlugosci fali A=535nm wobec proby Slepej. Do
obliczen stezenia MDA stosowano molowy wspotczynnik ekstynkcji =1,56 x 10° M

-1
cm .
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IV.12.2 Oznaczanie ilosci grup karbonylowych w biatkach.

Oksydacje biatek w btonach synaptoplazmatycznych oznaczano poprzez
pomiar poziomu grup karbonylowych w  biatkach przy wuzyciu 2,4-
dinitrofenylohydrazyny zgodnie z metoda opisana przez Levine i wsp., 1990. 2.4-
dinitrofenylohydrazyna (DNPH) reaguje a grupami karbonylowymi biatek. Powstajace
2,4-dinitrofenylohydrazony maja charakterystyczne zotte zabarwienie 1 ich stgzenie
moze by¢ oznaczane kolorymetrycznie. Nat¢zenie zottej barwy jest wprost
proporcjonalne do st¢zenia 2,4-dinitrofenylohydrazonow. Blony synaptoplazmatyczne z
kory moézgu i hipokampa (1mg biatka) inkubowano z zagregowanym Af 1-42 w
stezeniu 25uM przez 30 minut w tazni wodnej o temperaturze 37°C. Nastgpnie proby
przenoszono do lodu i dodawano taka sama objgtos¢ 20% zimnego kwasu
trojchlorooctowego (TCA) w celu wytracenia biatka. Proby wirowano przez 15 min.
przy 10000 x g. Nadsacz usuwano, a do osadu dodawano 500ul 10mM DNPH w 2M
kwasie solnym (HCI). Nastgpnie proby inkubowano 1 godzing w temperaturze
pokojowej mieszajac co 10 minut. Po inkubacji wytracano biatko dodajac do préb 500ul
20% zimnego TCA 1 wirowano przez 3 minuty przy 11000 x g. Otrzymany osad
ptukano trzykrotnie Iml mieszaniny: 96% etanol/octan etylu (1/1, v/v). Po ostatnim
ptukaniu osad rozpuszczano w 600ul 6M guanidyny w 20mM K;3POj, nierozpuszczalny
osad odwirowywano przez 3 min. przy 11000 x g. Nastgpnie przeprowadzono pomiar
spektrofotometryczny przy diugosci fali A=370 nm wobec proby slepej. Do obliczen
stezenia pochodnych guanidyny stosowano molowy wspolczynnik absorbcji, ktory

wynosi 22000 M ecm’.

IV.13 Inne oznaczenia.

Zawarto$¢ biatka w probkach oznaczano przy uzyciu fenolowego odczynnika

Folin’a wedlug procedury opisanej przez Lowry’ego i wsp., 1951.

IV.14 Pomiary radioaktywnosci badanych proéb.

Radioaktywnos¢ prob, zawierajacych roztwory wodne, mierzono uzywajac 8ml
mieszaniny scyntylacyjnej, przygotowywanej wg procedury opisanej przez Bray’a

(1960). Stosunek objetosciowy proby do scyntylatora wynosit 1:16-1:20.
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Radioaktywno$c probek zawierajacych zwiazki organiczne mierzono przy uzyciu
scyntylatora toluenowego. Radioaktywno$¢ probek znakowanych izotopami *H, *2P, '*C
i ®Ca®" mierzono w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409, stosujac czas zliczania

1 minute lub 5 minut.

IV.15 Statystyczne opracowanie wynikow.

Kazde oznaczenie wykonywano w trzech powtorzeniach. Za ostateczny wynik
przyjmowano warto$§¢ Srednia * odchylenie standardowe (SD) obliczone z
indywidualnych pomiaréw ($rednich z powtérzen). W celu ustalenia wiarygodnosci
zaistniatych réznic w badanich poréwnawczych, warto$ci z poszczegdlnych
eksperymentéw weryfikowano wieloczynnikowa anliza wariancji (ANOVA) z uzyciem
testu post-hoc Newmana- Keulsa. Wyniki uznawano za znamienne statystycznie przy

poziomie istotnosci p ponizej 0,05.
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V  WYNIKI

V.1 Regulacja aktywnosci ChAT. Wplyw A i zwigzkow
towarzyszacych w mézgach dojrzatych i starczych.

Celem podjetych doswiadczen bylo zbadanie modulacji aktywnosci ChAT
przez peptydy AP oraz wybrane zwiazki towarzyszace tym peptydom w modzgach
dojrzatych 1 starczych. Badania przeprowadzono na moézgach zwierzat dorostych, 4-
miesigcznych, dorostych-starych, 14-miesigcznych oraz starych, 24-miesigcznych.
Aktywno$¢ ChAT oznaczono metoda radiochemiczna z uzyciem egzogennych
substratow: choliny i znakowanego ['‘Clacetylokoenzymu A. Stwierdzono, ze 70%
catkowitej aktywno$ci enzymu wystepuje w cytozolu, a wspotczynnik wzbogacenia
frakcji cytozolowej wynosi 6,5. Najwyzsza aktywnos$¢ zaobserwowano w prazkowiu,
nast¢pnie korze moézgu 1 hipokampie, wynosita ona odpowiednio 1,605 + 0,081, 0,533 +
0,058 1 0,158 + 0,020 nmoli powstalej acetylocholiny/mg biatka/min ($rednia = SD z 3-
5 niezaleznych doswiadczen). Aktywnos$¢ tego enzymu zalezy od ilosci biatka 1 czasu
inkubacji. Zalezno$¢ ta jest prostoliniowa w obecnos$ci biatka w granicach 15 — 100ug
oraz w czasie inkubacji 5 — 25 minut. Optymalne st¢zenie substratow wynosi: 10mM
bromek choliny oraz 0,5mM acetylokoenzym A. Aktywno$¢ ChAT nie ulegala zmianie
w obecnosci kwasu etylenodiaminotetraoctowgo (EDTA) w stgzeniu 1-20mM oraz w
obecnosci CaCl, w stezeniu 0,1-1mM. Inhibitory kinaz biatkowych: PKC, PKA i PKG
(H-7, H-8 1 H-9) oraz inhibitor fosfatazy 2A (cyklosporyna A) rOwniez pozostawaly bez

wplywu na aktywnos$¢ enzymu (Tabela I).
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Tabela 1. Udzial wapnia, inhibitorow kinaz biatkowych oraz fosfatazy 2A w regulacji

acetylotransferazy cholinowej (ChAT).

Badany zwigzek Stezenie Ak[t(%wll:giirgll;f& T
1,0mM 99 +5
EDTA 10mM 96 + 4
20mM 103+ 1
0,ImM 100 £2
CaCl, 0,5mM 992
1,0mM 97+ 4
Inhibitory kinaz bialkowych
H-7 0,0lmM 95 £ 28
H-8 0,0lmM 101 £30
H-9 0,0lmM 100 + 34
Cyklosporyna A 0,0lmM 105 + 30

Aktywnos¢ ChAT oznaczano w homogenacie z kory mozgu zwierzqt dorostych. Wartosci
przedstawione w procentach kontroli sq srednimi z trzech niezaleznych eksperymentow

+ SD. Znamiennos¢ badano metodqg ANOVA.
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Aktywnos¢ acetylotransferazy choliny podlega natomiast istotnym zmianom w procesie
starzenia. Znamienne obnizenie aktywno$ci ChAT zaobserwowano w korze moézgu i
prazkowiu u zwierzat 24-miesigcznych w stosunku do zwierzat 4-miesigcznych
odpowiednio o 50% 1 37%. W hipokampie zwierzat starych oraz w mézgach zwierzat

14-miesigcznych aktywno$¢ ChAT pozostawata bez zmian (Rycina 11).

BN zwicrzgta 14-miesigczne

zwierzeta 24-miesigczne
1235+

100

Aktywno$¢ ChAT [% kontroli]
\]
Ul
|
>*

*
50+
25+
0-
Kora mozgu Hipokamp Prazkowie

Rycina 11. Aktywnosé acetylotransferazy cholinowej (ChAT) w korze mozgu,
prazkowiu i hipokampie w procesie starzenia.

Wartosci przedstawiajq procenty odpowiednich kontroli, za wartos¢ kontrolng uznano
aktywnos¢ ChAT w poszczegolnych strukturach mozgu u zwierzqt 4-miesiecznych, ktora
wynosita: 0,533 £ 0,058 w korze mozgu, 1,605 = 0,081 w prqzkowiu i 0,158 = 0,020 w
hipokampie (nmole powstalej acetylocholiny/mg biatka/min). Przedstawione dane sq
Srednimi + SD z 3-5 niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Znamiennos¢
oznaczono przy uzyciu testu t. *p<0.05 w stosunku do kontroli.
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Dhugotancuchowy peptyd AB 1-42 w formie zagregowanej w zakresie stgzen 25-100uM
oraz jego neurotoksyczny fragment AP 25-35 nie wplywa na aktywno$¢ ChAT w korze

mozgu, hipokampie 1 prazkowiu u zwierzat dorostych (dane nie prezentowane).

Agregowany AP 25-35 obniza aktywnos$¢ ChAT o okoto 20% wylacznie w prazkowiu u
zwierzat starych (Rycina 12).
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Rycina 12. Zmiany w aktywnosci acetylotransferazy cholinowej (ChAT) w korze
mozgu, hipokampie i prqzkowiu u zwierzqt starych w wyniku dzialania agregowanego
AP 25-35.

Skrawki z kory mozgu, prazkowia Ilub hipokampa zwierzqt starych inkubowano w
buforze Krebsa-Ringera (pH 7,4) przez 1 godzine w temperaturze 37°C w srodowisku
karbogenu (95%0:/5%CO0;) z AP 25-35 w 25uM stezeniu lub bez Af (kontrola). Po
inkubacji  skrawki  homogenizowano i oznaczano aktywnos¢ ChAT. Wyniki
przedstawione w procentach kontroli sq wartosciami z trzech do osSmiu niezaleznych
doswiadczen w trzech powtorzeniach (srednia = SD). Znamiennos¢ badano przy uzyciu
testu t dla danych sparowanych, *p<0,05.
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Zagregowany AP 1-40 obniza aktywno$¢ ChAT w prazkowiu zwierzat 24-miesigcznych
0 40% (59,00 + 3,46, $rednia z trzech oznaczen £ SD, % kontroli). W celu wyjasnienia
mechanizmu dziatania peptydow AP na aktywno$¢ ChAT zbadano wptyw procesow
wolnorodnikowych na ten enzym, majac na uwadze fakt, ze AP powoduje ich
aktywacje. Procesy wolnorodnikowe wywotane dziataniem nadtlenku wodoru (1mM
H,0;,) powoduja inhibicje enzymu w prazkowiu, a pozostaja bez wpltywu na jego

aktywno$¢ w korze mozgu (Rycina 13).
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Rycina 13. Udzial nadtlenku wodoru (H;0,) oraz agregowanego Af 25-35 w
modulacji aktywnosci acetylotransferazy cholinowej (ChAT) w korze mozgu i
praikowiu u zwierzqt dorostych.

Skrawki z kory mozgu lub z prqzkowia zwierzqt starych inkubowano w buforze Krebsa-
Ringera (pH 7,4) przez 1 godzine w temperaturze 37°C w Srodowisku karbogenu
(95%0:/5%C0;) bez AP i H>O; (kontrola) lub z H,O> w ImM stezeniu i Af 25-35 w
25uM stezeniu lub w obecnosci tych dwu czynnikow razem. Po inkubacji skrawki
homogenizowano i oznaczano aktywnos¢ ChAT. Wyniki przedstawione w procentach
kontroli sq wartoSciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach
(srednia £ SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-
Keulsa, *p<0.01 w stosunku do kontroli.
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AP 25-35 nie poteguje hamowania wywotanego woda utleniona w prazkowiu. Istotnym
czynnikiem modulujacym aktywno$¢ ChAT jest kwas arachidonowy (KA), ktéry w
obecnosci 0,1% albuminy (BSA) znamiennie obniza aktywno$¢ enzymu w prazkowiu

oraz w korze mézgu (Rycina 14).
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Rycina 14. Modulacja aktywnosci acetylotransferazy cholinowej (ChAT) w korze
mozgu i prqikowiu u zwierzqt dorostych przez kwas arachidonowy (KA).

Cytozol z kory mozgu i prqzkowia zwierzqt dorostych inkubowano przez 1 godzine w
temperaturze 37°C z kwasem arachidonowym w stezeniu od 15uM do 150uM w
obecnosci 15uM albuminy z surowicy wotu pozbawionej wolnych kwasow ttuszczowych
(BSA). Kontrolq byta frakcja cytozolowa inkubowana z 15uM BSA bez KA. Po inkubacji
oznaczano aktywnos¢ ChAT. Wyniki przedstawione w procentach kontroli sq
wartosciami z czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (Srednia +
SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa,
*n<0,05 w stosunku do kontroli w prqzkowiu, #p<0,05 w stosunku do kontroli w korze

mozgu.
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W kolejnych badaniach uwzgledniono zwiazki, ktére towarzysza peptydom AP
odktadanym w postaci plytek starczych. Zaobserwowano, ze apolipoproteina E4
(apoE4) w stezeniu 0,5uM obniza aktywno$¢ ChAT w prazkowiu u zwierzat dorostych,
a pozostaje bez wpltywu na ten enzym w korze mozgu (Tabela II). Homocysteina w

stezeniu 1mM nie wptywa na enzym (dane nie prezentowane).

Tabela I1. Udzial apoE4 w modulacji aktywnosci ChAT w korze mozgu i prqzkowiu u
zwierzqt doroslych.

Aktywnos$¢ ChAT [nmol/mg bialka/min] (% kontroli)

Kora mézgu Prazkowie
Kontrola 0,438 £ 0,007 (100) 1,053 £ 0,032 (100)
ApoE4 (0,5uM) 0,469 + 0,004 (107) 0,873 +£ 0,056 (83) ()

Przedstawione dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech
powtorzeniach (Srednia £ SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu
testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli

FeCl, w stgzeniu 20-100uM pozostaje bez wptywu na aktywno$¢ ChAT w korze
moézgu, natomiast w 1000uM stezeniu obniza aktywno$¢ enzymu w tej strukturze
mozgu. Jony zelaza stymuluja oksydacje lipidow 1 bialek w badanym zakresie stezen.
Badania te miaty postuzy¢ lepszemu zrozumieniu roli procesow wolnorodnikowych w
modulacji aktywno$ci ChAT. Uzyskane wyniki wskazuja na brak zalezno$ci pomigdzy
stopniem aktywno$ci procesoOw wolnorodnikowych badanych poprzez oksydacje

lipidoéw 1 biatek, a aktywnoscia ChAT (Tabela III).
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Tabela I11. Charakterystyka dziatania FeCl, na aktywnos¢ ChAT i procesy oksydacji
lipidow i bialek w korze mozgu.

Aktywno$¢ ChAT TBARS Grupy karbonylowe
[nmol/mg bialka/min] [nmol/mg bialka] [nmol/mg bialka]
(% kontroli) (% kontroli) (% kontroli)
Kontrola 0,438 + 0,007 2,466 £ 0,119 0,841 £ 0,032

FeClz

20uM | 0,441 £0,009 (101) | 15,793 £ 1,010 (+) (645) | 1,773 + 0,643 (210)

100uM | 0,424 £0,003 (97) | 17,715 + 1,424 (+) (718) | 2,409 £ 0,276 (+) (286)

1000uM | 0,317 +0,002 (+) (72) | 9,122 + 1,221 (+) (370) | 2,424 + 0,224 (+) (288)

Homogenat z kory mozgu inkubowano w temperaturze 37 °C przez 30 min w {azni
wodnej. Nastepnie oznaczono aktywnos¢ ChAT, poziom zwiqzkow reagujqcych z
kwasem tiobarbiturowym (TBARS) oraz oksydacje biatek mierzonq poprzez pomiar
poziomu grup karbonylowych. Przedstawione dane sq wartosciami z trzech
niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (Srednia + SD). Znamiennosé
oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do
kontroli.

V.2 Modyfikacja przez AP niezaleznej i zaleznej od receptora
cholinergicznego aktywnosci PIP,-PLC i PARP.

W celu okres$lenia roli peptydow AP w zaburzeniu przekazywania informacji
na drodze degradacji fosfolipidéw inozytolowych przez PLC zbadano wptyw AP na
degradacje fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP;) zalezna od pobudzenia
receptora cholinergicznego i biatek G. Ponadto zbadano udziat peptydow AP w
modulacji aktywno$ci PARP jako jadrowego odbiorcy informacji na szlaku przemian

fosfoinozytydow.
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V.2.1 Wplyw peptydéw AP na podstawowq i zalezng od pobudzenia
receptora cholinergicznego i biatlek G aktywnos¢ PLC.

Uzyskane wyniki badan wykazaty 1 potwierdzity, ze istnieja dwie drogi degradacji
fosfolipidow inozytolowych, zalezna od wapnia degradacja fosfatydyloinozytolu (PI)
przez PI-PLC oraz zalezna od pobudzenia receptora cholinergicznego i aktywacji biatek
G degradacja fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP,) z udzialem PIP,-PLC.
Zaobserwowano, ze PI-PLC wykazuje czterokrotnie wyzsza aktywno$¢ w cytozolu w
stosunku do frakcji blon synaptoplazmatycznych (SPM). Aktywnos$¢ PI-PLC zalezy od
stezenia wapnia. W obecnosci 2mM EGTA aktywnos$¢ PI-PLC jest nie wykrywalna.
CaCl, w 2mM stgzeniu stymuluje blonowa i1 cytozolowa form¢ enzymu o okoto 100%
w poréwnaniu do aktywnosci enzymu w obecnosci endogennych stezen CaCl,

(Rycina 15).

I Endogenny CaCl,
[ 2mM CaCl,
—7_ PI-PLC PIP,-PLC
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g
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Rycina 15. Udzial jonow wapnia w regulacji aktywnosci fosfolipazy C degradujqcej
Josfatydyloinozytol (PI-PLC) oraz fosfolipazy C degradujqcej fosfatydyloinozytolo-
4,5-bisfosforan (PIP;) w blonach synaptoplazmatycznych i cytozolu.

Z kory mozgowej z hipokampami izolowano blony synaptoplazmatyczne (SPM) oraz
cytozol. Nastepnie oznaczano aktywnos¢ PI-PLC oraz PIP>-PLC w tych frakcjach
subkomorkowych w obecnosci CaCl, w 2mM steZeniu lub bez wapnia. Przedstawione
dane sq wartosciami z pieciu niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach
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(srednia £ SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-
Keulsa, *p<0,05 w stosunku do aktywnosci PI-PLC badanej bez wapnia, #p<0,05 w
stosunku do aktywnosci PI-PLC w blonach synaptoplazmatycznych, *p<0,05 w stosunku
do aktywnosci PI-PLC.

Pobudzenie receptora muskarynowego uktadu cholinergicznego i biatek G nie wplywa

na aktywnos¢ PI-PLC (Tabela IV).

Tabela IV. Wplyw CaCl; oraz pobudzenia receptora muskarynowego i bialek G na
aktywnosé fosfolipazy C degradujqcej PI (PI-PLC) oraz fosfolipazy C degradujqcej
PIP, (PIP,-PLC)

Aktywno$¢ PLC [nmol/mg bialka/min] (% kontroli)
PI-PLC PIP,-PLC
Kontrola 0,682 + 0,069 (100) 3,829 + 0,244 (100)
1mM Karbachol 0,640 £ 0,005 (94) 3,987 + 0,386 (104)
1mM Karbachol
+ - .
100uM GTP()S 0,481 + 0,034 (70) 5,056 £ 0,206 (132) (+)
2mM CacCl, 2,747 £ 0,018 (403) (+) 3,313 £ 0,215 (86)
2mM CaCl,
1mM Karbachol 2,891 + 0,065 (424) (+) 3,839 + 0,447 (100)
2mM CaCl,
100uM GTP(y)S 2,585 £ 0,096 (379) (+) 4,816 £ 0,350 (125) (»)
1mM Karbachol

Z kory mozgowej z hipokampami izolowano blony synaptoplazmatyczne (SPM) i
oznaczano aktywnos¢ PI-PLC oraz PIP,-PLC w obecnosci badanych zwiqzkow.
Przedstawione dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w  trzech
powtorzeniach (Srednia = SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu
testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli.
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PIP,-PLC nie jest regulowana przez CaCl,, wykazuje zblizona aktywno$¢ w obecnosci
2mM EGTA, 2mM CaCl, i w endogennym st¢zeniu wapnia. Aktywnos$¢ PIP,-PLC
wzrasta w wyniku pobudzenia muskarynowego receptora cholinergicznego i biatek G.
Aktywno$¢ PI-PLC i PIP,-PLC zalezy od pH, st¢zenia biatka i1 substratu oraz od czasu
inkubacji. PI-PLC osiagata najwyzsza aktywno$¢ w pH 7,8 w obecnosci 20nmoli PI i
100pg biatka po 30min inkubacji. Maksymalna aktywnos¢ PIP,-PLC zaobserwowano w
pH 6,6 po 15 minutach inkubacji w obecnosci 10nmoli PIP; 1 50ug biatka. Regulowana
przez biatka G PIP,-PLC to izoforma (. PLCS w gltownej mierze degraduje PI i jej
aktywno$¢ zalezy od jonéw wapnia. Badania immunochemiczne w hipokampie z
przeciwcialami specyficznymi przeciwko izoformie PLCP, v 1 & wykazaty najwyzsza

immunoreaktywnos¢ PLCP w stosunku do pozostatych izoform (Tabela V).

Tabela V. Immunoreaktywnosé izoform fosfolipazy C w hipokampie.

Immunoreaktywnos$¢ PLC [gestos¢ optyczna]

Izoforma PLC PLCPB PLCy PLCb

3300 + 580 1717 £ 310 457 £33

Zdjecie reprezentatywne Western blotu 7 jednego wybranego doswiadczenia

[kDa] B Y S

205 —

-— .
121 —

4 —

Zawiesine skrawkow z hipokampa mieszano z buforem do probek w stosunku
objetosciowym 1:1, inkubowano 5 min. w temp. 95 C i poddawano elektroforezie na
zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE. Rozdzielone biatka przenoszono na blone
nitrocelulozowq Hybond-Extra C (Amersham) i blokowano 1 godz. w temp. pokojowej
w  buforze PBS-T z 5% odtluszczconym mlekiem. Kolejno inkubowano z
pierwszorzedowym przeciwciatem monoklonalnym przeciwko PLCS, y i o6 (santa Cruz
Biotechnology, Inc.) w rozcienczeniu 1:500 i po trzykrotnym ptukaniu w buforze PBS-T
inkubowano z drugorzedowym przeciwciatem typu IgG sprzezonym z peroksydazq
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chrzanowq —w  rozcienczeniu  1:8000.  Intensywnos¢ — prqzkow  oceniano
densytometrycznie. Dane w tabeli sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen
(srednia + SD).

Badania ekspresji mRNA genu kodujacego PLCPB metoda hybrydyzacji in situ
wykazaty, ze ta forma enzymu jest bogato reprezentowana w hipokampie i w korze

mozgu (Rycina 16).

Rycina 16. Reprezentatywny obraz hybrydyzacji in situ dla PLCS.

K- Kora mozgu; H- Hipokamp;

W celu zbadania udziatu peptydow AP w zaburzeniu degradacji PIP, i w wytwarzaniu
wtornych przekaznikow informacji IP3; 1 DAG do badan uzyto frakcji bton
synaptoplazmatycznych oraz egzogennego substratu, radioaktywnego
fosfatydylo[*H]inozytolo-4,5-bisfosforanu. Stwierdzono, ze AB 25-35 w 25uM stezeniu
poddany agregacji obniza aktywno$¢ PIP,-PLC o okoto 30% niezaleznie od pobudzenia
receptora cholinergicznego i biatek G oraz o okolo 20% po pobudzeniu receptora i

biatek G (Rycina 17).
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Rycina 17. Aktywnosé  fosfolipazy C  degradujqcej  fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfosforan (PIP;) pod wplywem agregowanego Af 25-35 w blonach
synaptoplazmatycznych.

Oznaczano podstawowq aktywnosé PIP,-PLC w nieobecnosci karbacholu i GTP(y)S lub
w obecnosci karbacholu w stezeniu ImM i GTP(»)S w stezeniu 100uM. W obydwu
grupach przeprowadzono inkubacje w obecnosci agregowanego AL 25-35 w 25uM
stezeniu lub bez AP. Dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech
powtorzeniach (Srednia £ SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu
testu Newmana-Keulsa, #p<0,05 w stosunku do aktywnosci PIP,-PLC podstawowej bez
karbacholu i GTP()S, *p<0,05; w stosunku do aktywnosci PIP,-PLC oznaczanej bez

Ap.

Swiezo rozpuszczone peptydy AP 25-35 pozostawaly bez wplywu na aktywnosé PIP,-
PLC (dane nie prezentowane). Dhugotancuchowy peptyd AP 1-40 w formie
zagregowanej powoduje 50% inhibicj¢ aktywnos$ci konstytutywnej PIP,-PLC nie
stymulowanej karbacholem 1 GTP(y)S (Rycina 18 A) oraz 30% inhibicj¢ aktywnosci

enzymu zaleznej od receptora i biatek G (Rycina 18 B).
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Rycina 18. Regulacja aktywnosci konstytutywnej PIP,-PLC (Rycina A) oraz zaleinej
od pobudzenia receptora cholinergicznego (Rycina B) przez peptydy A 1-40.

Z kory mozgowej z hipokampami izolowano blony synaptoplazmatyczne. Nastepnie
oznaczano aktywnos¢ PIP,-PLC konstytutywnq (w nieobecnosci karbacholu i GTP(%)S,
(Rycina A) lub w obecnosci karbacholu w stezeniu ImM i GTP(y)S w stezeniu 100uM
(Rycina B). W obydwu grupach przeprowadzono inkubacje w obecnosci
rozpuszczalnego lub zagregowanego Af 1-40 w 25uM  stezeniu Ilub bez Ap.
Przedstawione dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech
powtorzeniach (Srednia + SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu
testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli (aktywnos¢ PIP>-PLC
oznaczona bez Ap).
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AP 1-40 w formie rozpuszczalnej podobnie jak AP 25-35 nie wplywa na fosfolipazg C
degradujaca PIP,. Zagregowany AP 1-40 poprzez inhibicje PIP,-PLC obniza uwalnianie
DAG 1 IPs;. Analiza procentowego udziatu inozytolofosforanow w catkowitej puli
wodnorozpuszczalnych metabolitow inozytolu wykazata, ze A 1-40 nie wptywa na

aktywnos$¢ S5-fosfatazy inozytolo-1,4,5-trisfosforanu (dane nie prezentowane).

V.2.2 Zalezna od pobudzenia receptora cholinergicznego i biatek G
oraz dzialania AP aktywnos¢é PARP.

Celem podjetych doswiadczen bylo zbadanie wpltywu pobudzenia uktadu
cholinergicznego na aktywno$¢ enzymu jadrowego PARP oraz udziatu peptydow AP w
modulacji aktywnosci konstytutywnej tego enzymu jak rowniez w wyniku aktywacji
uktadu cholinergicznego. Badania przeprowadzone zostaly na skrawkach z kory mozgu
1 hipokampa. Do badan pomiaru aktywnosci ADP-rybozylacji biatek przez PARP uzyto
radioaktywny substrat ['*CINAD. Zaobserwowano, ze 1mM karbachol i 100puM
GTP(y)S wywotuje okoto 50% wzrost aktywnosci PARP-u w korze mdzgu oraz o okoto
100% stymulacj¢ enzymu w hipokampie u zwierzat dorostych. Pobudzenie receptora

muskarynowego nie wplywa na aktywno$¢ PARP u zwierzat starych (Rycina 19).
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Rycina 19. Aktywnos¢ polimerazy (poli-ADP)rybozy (PARP) w korze mozgu i
hipokampie u zwierzqt dorostych i starych podczas pobudzenia receptora
cholinergicznego.

Skrawki z kory mozgu lub z hipokampa zwierzqt dorostych i starych stabilizowano w
buforze Krebs-Henseleit (pH 7,4) przez 30 minut w temperaturze 37°C w srodowisku
karbogenu (95%0,/5%C0;). Nastepnie do wszystkich prob dodawano CaCl; tak aby
jego koncowe stezenie wynosito 2mM i inkubacje kontynuowano przez 30 min z
karbacholem w stezeniu ImM i GTP(y»)S w stezeniu 100uM lub bez pobudzenia
receptora muskarynowego (kontrola). Po inkubacji skrawki homogenizowano i
oznaczano aktywnos¢ PARP. Przedstawione dane sq wartosciami z trzech niezaleznych
doswiadczen w trzech powtorzeniach (srednia + SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq
ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli.

U zwierzat starych w hipokampie zaobserwowano obnizenie poziomu biatka PARP o

20%, a w korze mozgu o 40% w stosunku do zwierzat dorostych (Tabela VI).
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Tabela V1. Poziom biatka PARP w korze mozgu i hipokampie u zwierzqt doroslych i
starych.

PARP [gestos¢ optyczna] (% kontroli)

Dorosle Stare
Kora moézgu 11893 + 684 (100) 7246 + 1692 (60) (»)
Hipokamp 15892 + 1483 (100) 12920 + 1067 (80) (»)

Standard Dorosle Stare

122 kDa —
kora mbzgu Bl
102 kDa —» | e '

122 kD —= =T
hipokamp

102 kDa — S

Zdjecie reprezentatywne Western blotu 7 jednego wybranego doswiadczenia
Homogenat z kory mozgu i hipokampa zwierzqt dorostych i starych mieszano z buforem
do probek w stosunku objetosciowym 1:1, inkubowano 5 min. w temp. 95C i
poddawano elektroforezie na zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE. Rozdzielone biatka
przenoszono na btone PVDF (BioRad) i blokowano 1 godz. w temp. pokojowej w
buforze PBS-T z 5% odtluszczonym mlekiem. Nastepnie inkubowano z
pierwszorzedowym przeciwciatem monoklonalnym mysim w rozcienczeniu 1:5000 i po
trzykrotnym ptukaniu w buforze PBS-T inkubowano z drugorzedowym przeciwciatem
sprzezonym z peroksydazq chrzanowq w rozcienczeniu 1:3000. Intensywnos¢ prqzkow
oceniano densytometrycznie. Dane w tabeli sq wartosciami z trzech niezaleznych
doswiadczen (srednia = SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu
Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do zwierzqt dorostych.

Zablokowanie receptora dla IP; przez 100uM TMB-8 likwiduje aktywacje¢ PARP-u w

hipokampie wywotana pobudzeniem receptora muskarynowego (Rycina 20).
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Rycina 20. Efekt pobudzenia receptora muskarynowego oraz inhibicji receptora IP;
na aktywnos¢ polimerazy(poli-ADP)rybozy (PARP) w hipokampie u zwierzqt
dorostych.

Skrawki z hipokampa zwierzqt dorostych stabilizowano w buforze Krebs-Henseleit (pH
7,4) przez 30 minut w temperaturze 37°C w Srodowisku karbogenu (95%0,/5%C0O,).
Nastepnie do wszystkich prob dodawano CaCl, tak aby jego kornicowe stezenie wynosito
2mM. oraz do jednej grupy skrawkow TMB-8 w stezeniu 100uM. Inkubacje z
karbacholem i GTP(»)S w obecnosci TMB-8 w stezeniu 100uM Ilub bez TMB-8
kontynuowano przez 30 min. Po inkubacji skrawki homogenizowano i oznaczano
aktywnos¢ PARP. Przedstawione dane sq wartosciami z trzech niezaleznych
doswiadczen w trzech powtorzeniach (srednia + SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq
ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do aktywnosci PARP
kontrolnej (skrawki inkubowane bez karbacholu i GTP(y)S), #p<0,05 w stosunku do
aktywnosci PARP oznaczanej w obecnosci karbacholu i GTP(%)S).



WYNIKI 73

AP 25-35 w stezeniu 10-25uM stymuluje aktywnos¢ PARP wytacznie w hipokampie
(Rycina 21).
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Rycina 21. Zaleina od steienia peptydow AL 25-35 aktywnosé polimerazy(poli-
ADP)rybozy (PARP) w hipokampie u zwierzqt dorostych.

Skrawki z hipokampa zwierzqt dorostych stabilizowano w buforze Krebs-Henseleit (pH
7,4) przez 30 minut w temperaturze 37°C w Srodowisku karbogenu (95%0,/5%C0O,).
Nastepnie do wszystkich prob dodawano CaCl, tak aby jego kornicowe stezenie wynosito
2mM i inkubacje kontynuowano przez 30 min w obecnosci Af 25-35 w steZeniu I-
25uM.  Po inkubacji skrawki homogenizowano i oznaczano aktywnos¢ PARP.
Przedstawione dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech
powtorzeniach (Srednia = SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu
testu Newmana-Keulsa, *p<0,05, **p<0,01 w stosunku do aktywnosci PARP kontrolnej
(skrawki inkubowane bez Ap).

Peptydy amyloidu beta, AB 25-35 oraz dlugotancuchowy AP 1-40 nie wplywaja na
aktywnos¢ PARP w korze moézgu. Jednakze oba peptydy likwiduja stymulacj¢ PARP-u

w tej strukturze mézgu wywotana pobudzeniem uktadu cholinergicznego (Rycina 22).
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Rycina 22. Znaczenie pobudzenia receptora muskarynowego oraz peptydow AL w
regulacji aktywnosci polimerazy(poli-ADP)rybozy (PARP) w korze mozgu u wierzqt
dorostych.

Skrawki z kory mozgu zwierzqt dorostych stabilizowano w buforze Krebs-Henseleit (pH
7,4) przez 30 minut w temperaturze 37°C w Srodowisku karbogenu (95%0,/5%C0O,).
Nastepnie do wszystkich prob dodawano CaCl, tak aby jego koncowe stezenie wynosito
2mM i inkubacje kontynuowano przez 30 min w obecnosci peptydow AL w 25uM
stezeniu lub z karbacholem w stezeniu ImM i GTP(»)S w stezeniu 100uM. Po inkubacji
skrawki homogenizowano i oznaczano aktywnos¢ PARP. Przedstawione dane sq
wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (srednia + SD).
Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05
w stosunku do aktywnosci PARP kontrolnej (skrawki inkubowane bez Af i karbacholu i
GTP(»)S), #p<0,05 w stosunku do aktywnosci PARP oznaczanej w obecnosci
karbacholu i GTP(%)S).
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W hipokampie AP 25-35 powoduje wzrost aktywnosci PARP-u, ktory utrzymuje si¢ w
obecnosci karbacholu 1 GTP(y)S i likwiduje aktywacje enzymu zalezna od pobudzenia
receptora muskarynowego. Stymulacja PARP-u w hipokampie przez Af jest obnizona

w obecno$ci NNLA, inhibitora syntazy tlenku azotu (Rycina 23).
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Rycina 23. Zmiany w aktywnosci polimerazy(poli-ADP)rybozy (PARP) w hipokampie
u zwierzqt dorostych w wyniku pobudzenia receptora muskarynowego oraz Af 25-35.
Skrawki z hipokampa zwierzqt dorostych stabilizowano w buforze Krebs-Henseleit (pH
7,4) przez 30 minut w temperaturze 37°C w Srodowisku karbogenu (95%0,/5%C0O,).
Nastepnie do wszystkich prob dodawano CaCl, tak aby jego konicowe stezenie wynosito
2mM i inkubacje kontynuowano przez 30 min w obecnosci badanych zwiqzkow: A 25-
35 w 25uM stezeniu, karbacholu w stezeniu ImM i GTP(y)S w stezeniu 100uM oraz
100uM NNLA. Po inkubacji skrawki homogenizowano i oznaczano aktywnos¢ PARP.
Przedstawione dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech
powtorzeniach (srednia = SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu
testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do aktywnosci PARP kontrolnej (skrawki
inkubowane bez AB i karbacholu i GTP()S), #p<0,05 w stosunku do aktywnosci PARP
oznaczanej w obecnosci Ap).
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Uwaza sig, ze PARP poprzez regulacj¢ czynnikow transkrypcyjnych wplywa na
ekspresj¢ biatek. Ostatnie dane w literaturze wskazuja na istotng role interakcji biatka
PARP z biatkiem NFkB w regulacji tego czynnika transkrypcyjnego, ktory wplywa na
ekspresje genu syntazy tlenku azotu (iNOS). Wyniki uzyskane w tej pracy wykazaty, ze
w hipokampie u zwierzat starych, gdzie obnizona jest ilo§¢ biatka PARP nie stwierdza
si¢ ekspresji genu dla iNOS (dane nie prezentowane), natomiast obserwuje si¢ spadek
ekspresji mRNA genu kodujacego nNOS w stosunku do ekspresji tego genu u zwierzat

dorostych (Tabela VII).

Tabela VII. Ekspresja mRNA genu kodujgcego biatko nNOS w korze mozgu i
hipokampie u zwierzqt dorostych i starych.

nNOS/GAPDH (% kontroli)

Dorosle Stare
Kora mézgu 0,975 £ 0,088 (100) 0,733 £ 0,148 (75)
Hipokamp 0,705 £ 0,172 (100) 0,119 £0,095 (17) (»)

Prezentowane dane wyrazajq stosunek intensywnosci produktu reakcji RT-PCR
badanego biatka do genu biatka GAPDH. Wyniki przedstawiajq wartosci z czterech
niezaleznych doswiadczen. Znamiennos¢ oznaczono przy uzyciu metody ANOVA i testu
Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do zwierzqt dorostych (kontrola).

Zdjecie reprezentatywne pomiaru ekspresji mRNA genu kodujqcego biatko nNOS w
korze mozgu i hipokampie u zwierzqt dorostych i starych.

nNOS
GAPDH

Hipokamp Kora mozgu Hipokamp Kora mozgu

1 — Stary; 2 — Dorosty; St - Standard
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V.3 Udziat AB w modulacji PI-PLC w mézgach dojrzatych i
starczych.

Celem podjetych doswiadczen bylo zbadanie wplywu peptydow AP na
aktywno$¢ fosfolipazy C degradujacej fosfatydyloinozytol (PI-PLC) we frakcjach
subkomorkowych z réznych czesci mozgu dojrzatego i starczego. Ponadto zbadano
wptyw peptyddéw A oraz apolipoproteiny E4 na aktywnos$¢ i poziom biatka wybranych
1izoform PLC.

V.3.1 Efekt AR oraz zwigzkéw towarzyszacych na PI-PLC w btonach
synaptoplazmatycznych oraz cytozolu z mézgoéw dojrzatych i
starczych.

Celem podjetych doswiadczen bylo zbadanie udzialu peptydow AP oraz
zwiazkéw jemu towarzyszacych na degradacje fosfatydyloinozytolu (PI) przez
fosfolipazg C (PI-PLC). Aktywno$¢ PI-PLC oznaczano w obecnosci jonow litu przy
uzyciu egzogennego substratu fosfatydylo[*H]inozytolu (PI) poprzez pomiar poziomu
radioaktywnos$ci powstalego inozytolofosforanu (IP;). Ponadto zbadano wplyw A na
poziom radioaktywno$ci drugiego produktu PLC, diacyloglicerolu. Badania
prowadzono na frakcji blon synaptoplazmatycznych (SPM) oraz frakcji cytozolowej z
kory mozgu, prazkowia i1 hipokampa. Stwierdzono, ze enzym ten wykazuje zblizona
aktywno$¢ specyficzna we wszystkich badanych czeSciach moézgu dojrzatego i
starczego. W btonach synaptoplazmatycznych z hipokampa 1 prazkowia aktywno$¢ PI-
PLC jest nizsza u zwierzat starych w poréwnaniu do dorostych, ale rdéznica ta jest

nieznamienna statystycznie (Tabela VIII).
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Tabela VIII. Aktywnos¢ PI-PLC w korze mozgu, hipokampie i w prqikowiu

maozgach dojrzalych i starczych.

Aktywno$¢ PI-PLC [nmol/mg bialka/min]

Cze$¢ mozgu Doroste Stare
~ 0,767 £ 0,074 0,760 £ 0,072
Kora moézgu
CaCl, 2mM) 1,339 £ 0,103 (») 1,195+ 0,113 (»)
- 0,624 £+ 0,035 0,534 £ 0,037
Hipokamp
CaCl, 2mM) 1,436 £ 0,041 (») 1,291 £ 0,051 (»)
- 0,726 £ 0,066 0,572 £ 0,056
Prazkowie
CaCl, 2mM) 1,227 £ 0,118 (») 1,043 £ 0,098 (»)

Z kory mozgu, hipokampa i prqzkowia zwierzqt dorostych i starych izolowano btony
synaptoplazmatyczne i oznaczano aktywnos¢ PI-PLC w obecnosci endogennego i 2mM
stezenia CaCl,. Wyniki przedstawiajq wartosci z trzech niezaleznych doswiadczen.
Znamiennos¢ badano przy uzyciu metody ANOVA i testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w
stosunku do aktywnosci PI-PLC w endogennym stezeniu CaCl,.

AP 25-35 w formie rozpuszczalnej niezaleznie od st¢zenia (1-50uM) nie wptywa na
aktywno$¢ PI-PLC (dane nie prezentowane).

Poddany agregacji AP 25-35 rowniez pozostaje bez wplywu na enzym, natomiast
apolipoproteina E4 w stezeniu 0,25uM obniza aktywno$¢ enzymu o okoto 40% w
btonach synaptoplazmatycznych. Obecno$¢ rozpuszczalnej formy AP 25-35 w stezeniu
25uM (stosunek molowy apoE4/Ap, 1/100) nie wptywa na stopien inhibicji PI-PLC
(Rycina 24).
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Rycina 24. Dzialanie peptydow AL 25-35 oraz apoE4 na aktywnos¢ PI-PLC w
blonach synaptoplazmatycznych z kory mozgu u zwierzqt dorostych.

Aktywnos¢ PI-PLC oznaczano w obecnosci Af 25-35 w 25uM stezeniu, apoE4 w
stezeniu 0,25 uM lub w obecnosci apoE4/Af w stosunku molowym 1:100. Przedstawione
dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach
(Srednia = SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzZyciu testu Newmana-
Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli.
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AP 1-40 rozpuszczalny pozostaje rowniez bez wplywu na enzym we frakcji blonowe;j 1
cytozolowej. Peptyd ten w formie zagregowanej obniza aktywnos$¢ PI-PLC we frakcji

btonowej 0 38%, a w cytozolu 0 47% (Rycina 25).

B AB rozpuszczalny
AP zagregowany
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Rycina 25. Udzial peptydow Af 1-40 w modulacji aktywnosci PI-PLC w blonach
synaptoplazmatycznych oraz w cytozolu z kory mozgu zwierzqt dorostych.

Btony synaptoplazmatyczne oraz frakcje cytozolowq z kory mozgowej inkubowano w
obecnosci zagregowanej lub rozpuszczalnej formy AL 1-40 w 25uM stezeniu oraz bez
Ap (kontrola) i oznaczano aktywnos¢ PI-PLC. Przedstawione dane sq wartosciami z
trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (srednia + SD). Znamiennosc
oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do
kontroli.



WYNIKI 81

Zagregowany AP 1-40 powoduje 43% obnizenie poziomu radioaktywnosci DAG w
btonach synaptoplazmatycznych w obecnosci endogennego wapnia oraz 30% w
obecnosci 2mM CaCl, w poréwnaniu do kontroli. Sugeruje to, ze A3 moze bra¢ udziat
w modulacji enzymoéw metabolizujacych diacyloglicerol, DAG-kinazy i DAG-lipazy
(Rycina 26).

N Kontrola

I AB zagregowany
0.7 -
0.6+

0.5+

*
0.4+
0.3+
*
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0.1
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Endogenny CaCl, 2mM Ca(l,

Diacyloglicerol [nmol/mg biatka/min]

Rycina 26. Zmiany poziomu radioaktywnego diacyloglicerolu w  blonach
synaptoplazmatycznych z kory mozgu zwierzqt dorostych w wyniku dzialania
zagregowanego AP 1-40.

Z kory mozgowej zwierzqt dorostych izolowano blony synaptoplazmatyczne i
inkubowano w obecnosci Af 1-40 w stezeniu 25uM lub bez Af (kontrola). Nastepnie
oznaczano radioaktywnos¢ diacyloglicerolu. Przedstawione dane sq wartosciami z
trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (Srednia + SD). Znamiennos¢
oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do
kontroli.
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W celu lepszego zrozumienia mechanizmu inhibicji PLC przez peptydy AP oraz majac
na uwadze dane dotyczace istotnego udziatu jondw zelaza w toksycznosci A} zbadano
wpltyw roéznych stezen FeCl, na aktywno$¢ PI-PLC. Wyniki wskazuja, ze FeCl, nie
wptywa na aktywno$¢ tego enzymu niezaleznie od obecnosci AP 25-35 (Rycina 27).
Natomiast jony zelaza aktywuja znamiennie zalezna od rodnika hydroksylowego
oksydacje lipidéw 1 biatek (Tabela III), co wskazuje na duza oporno$¢ PI-PLC na

dziatanie wolnych rodnikéw.
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Rycina 27. Aktywnos¢ PI-PLC w blonach synaptoplazmatycznych kory mozgu u
zwierzqt dorostych w obecnosci FeCl,i Af 25-35.

Aktywnos¢ PI-PLC oznaczano w obecnosci Af 25-35 lub FeCl; lub obydwu czynnikow
razem. Przedstawione dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech
powtorzeniach (Srednia + SD). Znamiennos¢ badano metodqg ANOVA
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V.3.2 Aktywnos¢ i poziom biatka PLC w hipokampie w wyniku
dziatania AP i apoE4.

W kolejnych doswiadczeniach zbadano wptyw peptydow AP oraz apoE4 na
poziom biatka i aktywno§¢ PLC w hipokampie z uwzglednieniem dituzszego czasu
inkubacji. Badania te miaty na celu stwierdzenie czy zwiazki te moga wywotywac
zmiany w ekspresji genu dla wybranych izoform PLC oraz spowodowac obnizenie
aktywnosci PLC w hipokampie. Skrawki z hipokampa inkubowano przez 6 godzin w
temperaturze 37°C w atmosferze karbogenu w buforze Krebsa-Ringera w obecnosci
0,5uM apoE4, 50uM AP 25-35 lub w obecnosci obydwu zwiazkéw razem. Nastepnie
skrawki homogenizowano 1 oznaczano aktywno$¢ enzymu oraz poziom biatka
poszczegolnych izoform PLC. Stwierdzono, ze w hipokampie podobnie jak w btonach
synaptoplazmatycznych z kory mozgu wyltacznie apoE4 obniza aktywnos¢ PI-PLC o
okoto 40%. AP 25-35 zaré6wno w formie rozpuszczalnej jak i1 poddany agregacji

pozostaje bez wplywu na aktywno$¢ PI-PLC réwniez w obecnosci apoE4 (Rycina 28).
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Rycina 28. Modulacja aktywnosci PI-PLC w hipokampie u zwierzqt dorostych przez
peptydy AP 25-35 oraz apoEA4.

Skrawki z hipokampa zwierzqt dorostych stabilizowano w buforze Krebs-Henseleit (pH
7,4) przez 30 minut w temperaturze 37°C w Srodowisku karbogenu (95%0,/5%CO,).
Nastepnie do wszystkich prob dodawano CaCl, tak aby jego koncowe stezenie wynosito
2mM i inkubacje kontynuowano przez 6 godzin w obecnosci Af3 25-35 w 50uM stezeniu
lub z apoE4 w stezeniu 0,5uM lub w obecnosci apoE4/Af w stosunku molowym 1:100.
Po inkubacji skrawki homogenizowano i oznaczano aktywnos¢ PI-PLC. Przedstawione
dane sq wartosciami z trzech do pieciu niezaleznych doswiadczen w  trzech
powtorzeniach (srednia = SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu
testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli.

Udziat peptydow AP oraz apoE4 w regulacji poziomu biatka izoform PLC badano
metoda immunochemiczng (Western blot) z uzyciem specyficznych przeciwciat
przeciwko izoformie PLCB, PLCy i PLCS (Santa Cruz Biotechnology, Inc.).
Zaobserwowano, ze apoE4 powoduje wzrost poziomu biatka izoformy PLCS, w
stosunku do kontroli o 25% 1 pozostaje bez wptywu na pozostate izoformy, natomiast

AP 25-35 nie wplywa na poziom biatka PLC Zadnej badanej izoformy (Tabela IX).
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Tabela IX. Udzial peptydow AP 25-35 oraz apoE4 w regulacji poziomu biatka
Sfosfolipazy C w hipokampie.

Immunoreaktywnos$¢ PLC [gestos¢ optyczna]

Kontrola | AP agregowany | AP rozpuszczalny ApoE4
Izoforma PLC
A) B) © (D)
PLCP 3300 £ 580 3362 £ 545 3049 £+ 356 2967 £ 947
PLCy 1717 £310 1779 + 181 1789 £+ 268 1590 + 248
PLCS 457 £33 402 + 89 395+ 161 681 £ 143 (»)

Zdjecie reprezentatywne Western blotu 7 wybranego doswiadczenia

A B C D

PLCB " - - <«— 150 kDa
PLCy <— 145kDa
PLCS <«<— §5kDa

A - Kontrola; B - AB 25-35 agregowany; C - AP 25-35 rozpuszczalny; D - ApoE4

Skrawki z hipokampa zwierzqt dorostych stabilizowano w buforze Krebs-Henseleit (pH
7,4) przez 30 minut w temperaturze 37°C w srodowisku karbogenu (95%0./5%CQO,).
Nastepnie do wszystkich prob dodawano CaCl, tak aby jego koncowe stezenie wynosito
2mM i inkubacje kontynuowano przez 6 godzin w obecnosci Af 25-35 w 50uM stezeniu
lub z apoE4 w stezeniu 0,5uM lub w obecnosci apoE4/Af w stosunku molowym 1:100.
Po zawiesineg skrawkow mieszano z buforem do probek w stosunku objetosciowym 1:1,
inkubowano 5 min. w temp. 959C i poddawano elektroforezie na Zelu
poliakrylamidowym  SDS-PAGE. Rozdzielone biatka przenoszono na blone
nitrocelulozowq Hybond-Extra C (Amersham) i blokowano 1 godz. w temp. pokojowej
w  buforze PBS-T z 5% odtluszczonym mlekiem. Kolejno inkubowano z
pierwszorzedowym przeciwciatem monoklonalnym przeciwko PLCS, y i o6 (santa Cruz
Biotechnology, Inc.) w rozcienczeniu 1:500 i po trzykrotnym ptukaniu w buforze PBS-T
inkubowano z drugorzedowym przeciwciatem typu IgG sprzezonym z peroksydazq
chrzanowq w  rozcienczeniu  1:8000.  Intensywnos¢  prqzkow  oceniano

densytometrycznie. Dane w tabeli sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen
(Srednia = SD).
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V.4 Charakterystyka dziatania Ap na aktywnos¢ kinaz
fosfoinozytydow i poziom biatek transportujacych
fosfatydyloinozytol.

Celem podjgtych doswiadczen bylo zbadanie udziatu peptydow A oraz apoE4
w regulacji aktywnosci kinaz fosfolipidow inozytolowych: PI-4kinazy i PIP-5kinazy,
odpowiedzialnych za synteze polifosfoinozytydow: PI1(4)P 1 PI(4,5)P,. Zbadano wptyw
AP na fosforylacje endogennych fosfolipidow inozytolowych oraz na poziom bialek
transportujacych  fosfatydyloinozytol  (PI-TP). Do badan uzywano bton
synaptoplazmatycznych z kory moézgu i hipokampa zwierzat dorostych i starych. W
korze mozgu 1 w hipokampie u zwierzat starych zaobserwowano odpowiednio 40% i
52% obnizenie fosforylacji endogennego fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu (PIP) do
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP,) oraz 52% obnizenie w hipokampie w

poréwnaniu do zwierzat dorostych. (Tabela X).

Tabela X. Wbudowywanie [°P] z [ ;AﬂP]A TP do fosfatydyloinozytolu (PI) oraz
fosfatydyloinozytolo-4-monofosforanu (PIP) blon synaptoplazmatycznych 7 dojrzalej i
starczej kory mozgowej i hipokampa.

Fosforylacja PI i PIP [pmol/mg bialka/min]

Radioaktywnos¢ PI(4)P Radioaktywnosé P1(4,5)P,

Mozg dojrzaly | Mozg starczy | Mozg dojrzaly | Mozg starczy

Kora mozgu | 70,37 £ 8,59 59,32 £8,43 75,19 £ 8,41 45,86 + 7,44 (»)

Hipokamp 61,89 £ 6,04 56,56 £ 5,33 50,95+543 | 24,67 £ 3,12 (x)

Z kory mozgu i z hipokampa zwierzqt dorostych i starych izolowano blony
synaptoplazmatyczne i oznaczano fosforylacje PI do PI(4)P oraz PIP do PI(4,5)P; przy
uzyciu radioaktywnego [y-°PJATP. Przedstawione dane sq wartosciami z czterech
niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (srednia + SD). Znamiennosc
oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05, **p<0,01 w
stosunku do kontroli.
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Dhugotancuchowy AP 1-42 wywotuje okoto 50% inhibicje fosforylacji PIP do PIP, w
korze mozgu 1 hipokampie zwierzat dorostych, nie wptywa na ten proces w modzgach
starczych (Rycina 29). Neurotoksyczny fragment AP 25-35 niezaleznie od stopnia
agregacji rowniez obniza fosforylacj¢ endogennych fosfolipidéw inozytolowych o

okoto 20% w korze mozgu zwierzat dorostych (dane nie przedstawione).
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Rycina 29. Efekt zagregowanego Af 1-42 na wbudowywanie PPz [ 7—32P]A TP do
fosfatydyloinozytolu (PI) oraz fosfatydyloinozytolo-4-monofosforanu (PIP) bion
synaptoplazmatycznych 7 dojrzalej i starczej kory mozgowej i hipokampa.

Z kory mozgu i hipokampa zwierzqt dorostych i starych izolowano blony
synaptoplazmatyczne i inkubowano 30 min w 30 C w obecnosci Ap 1-42 w 25uM
stezeniu lub bez AP (kontrola). Nastepnie oznaczano radioaktywnos¢ PIP i PIP;
(fosforylacje PI do PI(4)P i PIP do PI(4,5)P;). Przedstawione dane sq wartosciami z
czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (srednia + SD).
Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05,
**p<0,01 w stosunku do kontroli.

Zbadano rowniez wptyw AP 1-42 na aktywno$¢ Pl-4kinazy i PIP-5kinazy w
optymalnych warunkach, w obecnosci egzogennych substratow: fosfatydyloinozytolu
(PI) 1 fosfatydyloinozytolo-4-monofosforanu (PI(4)P) w moézgach dojrzatych i1

starczych. Stwierdzono, Ze proces starzenia nie wplywa na aktywno$¢ Pl-4kinazy i
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PIP-5kinazy (dane nie przedstawione). Wobec powyzszego prezentowana wczesniej
obnizona fosforylacja PIP do PIP, w moézgach starczych spowodowana jest obnizeniem
poziomu lub dostgpnosci endogennego PIP u zwierzat starych. AB 1-42 w stezeniu
25uM obniza aktywnos$¢ PI-4kinazy w korze mézgu u zwierzat dorostych o okoto 20%,
nie wptywa natomiast na aktywnos$¢ PIP-5kinazy (Rycina 30). W mozgach starczych

peptyd ten nie modulowat aktywnosci kinaz fosfoinozytydéw (dane nie przedstawione).
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Rycina 30. Aktywnos¢é PI-4kinazy i PIP-5kinazy w blonach synaptoplazmatycznych
kory mozgu i hipokampa zwierzqt dorostych pod wplywem dzialania zagregowanego
AP 1-42.

Z kory mozgu i hipokampa zwierzqt dorostych i starych izolowano btony
synaptoplazmatyczne i inkubowano 30 min w 30 C w obecnosci Ap 1-42 w 25uM
stezeniu lub bez Ap (kontrola). Nastepnie oznaczano aktywnosc¢ Pl-4kinazy i PIP-
Skinazy z uzyciem egzogennych substratow. Przedstawione dane sq wartosciami z
czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (srednia + SD).
Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05
w stosunku do kontroli.

ApoE4 w stezeniu 0,25uM powoduje inhibicj¢ PI-4kinazy oraz PIP-5kinazy w korze
moézgu u zwierzat dorostych odpowiednio o okoto 40% 1 30% (Rycina 31).
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Rycina 31. Modulacja aktywnosci kinaz fosfolipidow inozytolowych w blonach
synaptoplazmatycznych 7 kory mozgu zwierzqt dorostych przez apoEA4.

Z kory mozgu zwierzqt dorostych izolowano blony synaptoplazmatyczne i inkubowano
30 min w 30 C w obecnosci apoE4 w 0,25uM stezeniu lub bez apoE4 (kontrola).
Nastepnie oznaczano aktywnosc¢ Pl-4kinazy i PIP-5kinazy z uzyciem egzogennych
substratow. Przedstawione dane sq wartosciami z czterech niezaleznych doswiadczen w
trzech powtorzeniach (Srednia + SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy
uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli.

Kwas arachidonowy w stezeniu 150uM w obecnos$ci 15uM albuminy (BSA) wywotuje
24% obnizenie aktywnos$ci PI-4kinazy oraz 50% inhibicj¢ PIP-5kinazy (Rycina 32).
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Rycina 32. Udzial KA w regulacji aktywnosci PI-4kinazy i PIP-5kinazy w blonach
synaptoplazmatycznych kory mozgu zwierzqt dorostych.

Z kory mozgu zwierzqt dorostych izolowano blony synaptoplazmatyczne i inkubowano
30 min w 30 C w obecnosci KA w 150uM stezeniu i 15uM BSA lub bez KA (kontrola).
Nastepnie oznaczano aktywnos¢ Pl-4kinazy i PIP-Skinazy z uzyciem egzogennych
substratow. Przedstawione dane sq wartosciami z czterech niezaleznych doswiadczen w
trzech powtorzeniach (srednia + SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy
uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli.

Fosfatydyloinozytol, substrat dla kinaz transportowany jest z miejsca syntezy do bton
synaptoplazmatycznych przez biatka transportujace (PI-TP). Powstalo pytanie czy
obnizenie poziomu substratu dla kinaz moze wynika¢ z zaburzenia funkcji biatek PI-TP.
Izoforma PI-TPa stanowi 80% biatek transportujacych fosfatydyloinozytol.
Zaobserwowano, ze agregowany A} 25-35 nie wywiera wplywu na poziom biatek PI-
TPo w korze moézgu, hipokampie i prazkowiu u zwierzat dorostych i starych. Biatka te

nie ulegaja zaburzeniu w badanych czgsciach mozgu w proces starzenia (Tabela XI).
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Tabela XI. Modyfikacja poziomu bialek transportujqcych PI-TPa w wyniku dzialania
agregowanego Af 25-35 w korze mozgu, hipokampie i prqikowiu u zwierzqt
dorostych i starych.

Poziom PI-TPa [ng PI-TPa /25ug bialka]

Cze$¢ mozgu Doroste Stare
- 9,028 +£2,323 8,720 £ 0,523
Kora mozgu
AR 11,225 + 3,359 11,690 + 3,550
- 3,127 £ 0,258 2,698 £ 0,035
Hipokamp
AP 3,088 £ 0,436 2,995 +0,112
- 1,882 £ 0,083 2,379 £ 0,217
Prazkowie
AB 2,246 £ 0,075 2,461 = 0,029

Zdjecie reprezentatywne Western blotu 7 jednego wybranego doswiadczenia
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 St
Lo ;. e S — - - ”

Kora mézgu Hipokamp Prazkowie

1 — Skrawki z mézgu dojrzatego inkubowane bez AB; 2 — Skrawki z mézgu dojrzatego inkubowane z Af;
3 — Skrawki z mézgu starczego inkubowane bez AB; 4 — Skrawki z mdzgu starczego inkubowane z Ap;
St — Standard PI-TPa..

Z kory mozgu, hipokampa i prazkowia zwierzqt dorostych i starych izolowano skrawki,
zawieszano w buforze Krebs-Henseleit i inkubowano przez 6 godzin w inkubatorze do
hodowli komorkowej w temperaturze 37°C w Srodowisku karbogenu (95%0,/5%C0O,) w
obecnosci Af 25-35 w 25uM stezeniu lub bez AP (kontrola). Nastepnie zawiesing
skrawkow mieszano z buforem do probek w stosunku objetosciowym 1:1, inkubowano 5
min. w temp. 95 °C i poddawano elektroforezie na zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE.
Rozdzielone biatka przenoszono na blone nitrocelulozowq Hybond-Extra C (Amersham)
i blokowano 1 godz. w temp. pokojowej w buforze PBS-T z 5% odtiuszczonym mlekiem.
Kolejno inkubowano z pierwszorzedowym przeciwciatem monoklonalnym przeciwko PI-
TPa (Affiniti, Wielka Brytania) w rozcienczeniu 1:200 i po trzykrotnym ptukaniu w
buforze PBS-T inkubowano z drugorzedowym przeciwciatem typu IgG sprzezonym z
alkaliczng fosfatazq w rozcienczeniu 1:1000. Intensywnos¢ prqzkow oceniano
densytometrycznie. Dane w tabeli sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen
(srednia + SD). Znamiennos¢ badano metodq ANOVA.
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V.5  Aktywacja proceséw wolnorodnikowych i cytozolowego
czynnika proapoptotycznego w synaptozomach przez Ap.

Podj¢te doswiadczenia mialy na celu wyjasnienie, czy peptydy A biora udziat
w stymulacji uwalniania kwasu arachidonowego i proces6w wolnorodnikowych oraz w
aktywacji naptywu jondéw wapnia i cytozolowego czynnika (proapoptotycznego) w
zakonczeniach synaptycznych, ktéry prowadzi do degradacji jadrowego DNA i
PARP-u.

V.5.1 Udziat Ap w uwalnianiu KA i aktywacji proceséw
wolnorodnikowych w synaptozomach z moézgu szczura
dorostego.

Badania wykazaty, ze wyltacznie zagregowany AP 1-40 stymuluje uwalnianie KA z
fosfatydyloinozytolu bton synaptoplazmatycznych, AP 25-35 oraz AP 1-28 nie
wplywaty na ten proces (Rycina 33).
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Kontrola  AB1-40 AP 1-40 AP25-35 AP 1-28
zagreg. rozp.

Rycina 33. Dzialanie peptydow AP na uwalnianie KA 7 fosfatydyloinozytolu blon
synaptoplazmatycznych 7 kory mozgu zwierzqt dorostych.
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Z kory mozgu zwierzqt dorostych izolowano blony synaptoplazmatyczne i uzywano do
oznaczania uwalnianie KA w obecnosci egzogennego [*C-KAJPL. Inkubacje
przeprowadzano z peptydami A w 25 uM stezeniu lub bez Ap (kontrola). Przedstawione
dane sq wartosciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach
(Srednia + SD). Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-
Keulsa, *p<0,05 w stosunku do kontroli.

Poziom wolnych rodnikéw w synaptozomach badano poprzez pomiar utleniania sondy
dichlorofluoresceiny (DCF-DA). Stwierdzono, ze zagregowany AP 1-40 w 25uM
stezeniu oraz 250uM H,0; stymuluja produkcj¢ wolnych rodnikow w synaptozomach z
kory mozgu po 4 godzinach inkubacji. W obecnos$ci agregowanego A 25-35 w 25uM

stezeniu nie stwierdzono wzrostu poziomu wolnych rodnikow (Rycina 34).
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Rycina 34. Poziom wolnych rodnikow w synaptozomach pod wplywem dzialania
peptydow AL.

Z kory mézgu z hipokampami zwierzqt dorostych przygotowywano synaptozomy. Swiezo
wyizolowane synaptozomy byly inkubowane w obecnosci 15 uM H>DCF-DA w buforze
Locke’a przez 30 min. w 37 C w ciemnosci. Nastepnie synaptozomy inkubowano w
srodowisku karbogenu (95%0./5%C0O;) przez 4 godziny w 37C z H,O; w 250uM
stezeniu i z peptydami A w 25uM stezeniu lub bez ABi H>O, (kontrola). Fluorescencje
DCF oznaczano przed i po inkubacji przy uzyciu spektrofluorymetru LS-50B przy
diugosci fali pobudzajqcej 488nm i emitowanej 530nm. Przedstawione dane sq
wartoSciami z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach (Srednia + SD).
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Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA przy uzyciu testu Newmana-Keulsa, *p<0,05
w stosunku do kontroli.

Stwierdzono, ze AP 1-40 oraz AP 1-42 w formie zagregowanej stymuluja oksydacj¢
lipidow bton synaptoplazmatycznych o 50% i1 40% odpowiednio. W przypadku peptydu
AP 25-35 nie stwierdzono wzrostu stgzenia koncowego produktu oksydacji lipidow

(Rycina 35).
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Rycina 35. Oksyadacja lipidow blon synaptoplazmatycznych w korze mozgu w wyniku
dziatania peptydow Ap.

Peroksydacje lipidow w blonach synaptoplazamtycznych oznaczano poprzez pomiar
poziomu zwiqzkow reagujqcych z kwasem tiobarbituranowym (TBARS). Btlony
synaptoplazmatyczne inkubowano 5 min z Af lub bez Apf (kontrola). Wyniki
przedstawiajq wartosci z trzech niezaleznych doswiadczenn w trzech powtdrzeniach.
ZnamiennosS¢ oznaczono metodq ANOVA, przy uzyciu testu Newmana-Keulsa. *p<0,05
w stosunku do kontroli.
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Zagregowany AP 1-42 aktywuje oksydacje bialek blon synaptoplazmatycznych
oznaczana poprzez pomiar powstatych grup karbonylowych w czasie 30 minutowe;

inkubacji w 37°C (Rycina 36)
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Rycina 36. Rola peptydow AP w oksydacji bialek blon synaptoplazmatycznych w korze
mozgu.

Z kory mozgu izolowano blony synaptoplazmatyczne i inkubowano 30 min w 37 °C z
zagregowanym AL 1-42 w 25uM stezeniu lub bez Af. Nastepnie oznaczano oksydacje
biatek w SPM poprzez pomiar poziomu grup karbonylowych przy uzyciu DNPH. Wyniki
przedstawiajq wartosci z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach.
Znamiennos¢ oznaczono metodq ANOVA, przy uzyciu testu Newmana-Keulsa. *p<0,05
w stosunku do kontroli (SPM bez inkubacji).
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V.5.2 Efekt AP na naplyw jonéw Ca** oraz na aktywacje
cytozolowego czynnika w synaptozomach odpowiedzialnego
za degradacje DNA jadrowego.

Podjete badania miaty na celu zbadanie wptywu peptydow AP na naplyw
jondéw wapnia do synaptoneurozomow i synaptozomow z kory mézgu oraz okreslenie
udzialu AP w zjawiskach prowadzacych do aktywacji synaptozomalnego cytozolowego
czynnika bioracego udziat w degradacji DNA jadrowego. Wplyw peptydéw AP na
naplyw jonéw wapnia badano we frakcji synaptoneurozomalnej i synaptozomalnej w
obecnosci radioaktywnego [*]CaCl,. Zaobserwowano, ze AP 25-35 oraz AP 1-40 w
formie zagregowanej stymuluja naptyw jonéw wapnia do synaptoneurozomoéw o okoto

30-40%, podczas gdy AP 1-28 pozostaje bez wptywu na ten proces (Rycina 37).
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Rycina 37. Zaleiny od peptydow A naplyw jonoéw wapnia do synaptoneurozomow z
kory mozgu.

Zawiesine synaptoneurozomow preinkubowano 10 min w 37 C w Srodowisku
karbogenu z peptydami AL w 25uM stezeniu lub bez AL (kontrola). Naphw
zewnqtrzkomérkowego wapnia oznaczano przy uzyciu radioaktywnego [P CajCl.
Wyniki wyrazone w procentach stymulacji naptywu wapnia przez peptydy A w
stosunku do synaptoneurozomow kontrolnych przedstawiajq wartosci z trzech
niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Znamiennos¢ oznaczono metodq
ANOVA, przy uzyciu testu Newmana-Keulsa. *p<0,05 w stosunku do kontroli.
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Zastosowanie 1mM nimodypiny lub 10uM w-konotoksyny, specyficznego blokera
kanatéow typu L lub N zaleznych od potencjatu (VOCC) obniza podstawowy naplyw
Ca’®™ do synaptoneuzoméw o okoto 20% i 40% odpowiednio. W obecnosci
nimodypiny AP 25-35 nie powoduje naptywu wapnia do synaptoneurozomow,
natomiast w obecnosci ®-konotoksyny peptyd ten stymuluje naptyw *Ca’" (Rycina
38). Wyniki te wskazuja, ze AP 25-35 zwigksza naptyw jondw wapnia przez zalezny od
potencjatu kanat typu L natomiast pozostaje bez wplywu na kanat N.
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Rycina 38. Wplyw nimodypiny i o-konotoksyny, blokerow katow wapniowych typu L i
N zaleznych od potencjatu na podstawowy i wywolany przez AB 25-35 naplyw wapnia
do synaptoneurozomow z kory mozgu.

Zawiesine synaptoneurozomow preinkubowano 10 min w 37 °C w Srodowisku
karbogenu z ImM nimodyping lub 10uM w-konotoksynq. Nastepnie dodawano Af 25-
35 w 25uM stezeniu i inkubacje kontynuowano przez kolejne 10 min. Naptyw wapnia
oznaczano przy uzyciu radioaktywnego [PCaJCl, i przedstawiono jako procenty
kontroli (preinkubacja bez Ap i blokerow kanatow wapniowych). Wyniki przedstawiajq
wartosci z czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtdrzeniach. Znamiennosé
oznaczono metodq ANOVA, przy uzyciu testu Newmana-Keulsa. *p<0,05 w stosunku do
kontroli, #p<0,05 w stosunku do inkubacji z w-konotoksyngq.
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Podobnie w synaptozomach z kory mézgu AP 25-35 wylacznie w formie agregowanej
stymuluje naptyw jondéw wapnia. Peptyd ten potencjalizuje naptyw wapnia do
synaptozomow w obecnosci SmM KCI natomiast nie ma wpltywu na wywotany przez

75mM KCI (Rycina 39).
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Rycina 39. Zaleiny i niezaleiny od depolaryzacji naplyw Ca** do synaptozomow g
kory mozgu pod wplywem dziatania A 25-35.

Synaptozomy byty preinkubowane 10 min w 37 °C w srodowisku karbogenu z A 25-35
w 25uM stezeniu. Nastepnie oznaczano naplyw wapnia przy uzyciu radioaktywnego
[PCajCly; w obecnosci 5mM KCI lub 75mM KCI. Wyniki przedstawiajq wartosci z
czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. ZnamiennoS¢ oznaczono
metodq ANOVA, przy uzyciu testu Newmana-Keulsa. *p<0,05 w stosunku do kontroli
(inkubacja synaptozomow z SmM KClI).

Po inkubacji synaptozomédw z peptydami AP izolowano cytozol 1 badano jego wptyw na
degradacje DNA we frakcji jadrowej. Integralno§¢ DNA badano réwniez we frakcji
jader komoérkowych po ich inkubacji z peptydami AP. Stwierdzono, ze inkubacja frakcji

jadrowej w temperaturze 37°C przez 2 godziny w obecnosci 2mM CaCl, lub
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zagregowanego AP 25-35 w  50uM stezeniu nie powoduje degradacji DNA
(Rycina 40).

Rycina 40. Efekt AB 25-35 na degradacje DNA jqdrowego.

Jadra komorkowe izolowane z kory mozgu z hipokampami inkubowane byly przez 2
godziny w 37 °C w mieszaninie inkubacyjnej zawierajqcej 2mM CaCl; lub Af 25-35 w
S0uM stezeniu lub bez tych zwiqzkow (kontrola). Nastepnie izolowano DNA i oznaczano
jego integralnos¢ stosujqc elektroforeze na zZelu agarozowym. St — standard, 1 —
kontrola, 2 - 2mM CaCl,, 3 - A

Inkubacja frakcji jadrowej z cytozolem kontrolnym (cytozol wyizolowany z
synaptozomow inkubowanych 4 godziny w 37°C bez AB) przez 30 min w 37°C
powoduje niewielka degradacj¢ DNA, natomiast inkubacja frakcji jadrowej z cytozolem
wyizolowanym z synaptozomoéw inkubowanych 4 godziny w 37°C w obecnosci A
wywoluje widoczng degradacje DNA (Rycina 41 A). Po 60 minutach inkubacji frakcji
jadrowej widoczna jest juz ,,drabinka apoptotyczna” (Rycina 41 B). Po 2 godzinach
inkubacji drabinka apoptotyczna widoczna jest zaréwno we frakcji jadrowej
inkubowanej z cytozolem synaptozomalnym wyizolowanym z synaptozomow
kontrolnych jak réwniez inkubowanej z cytozolem uzyskanym z synaptozomow

inkubwanych w obecnosci AP (Rycina 41 C).
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Rycina 41. Aktywacja synaptozomalnego czynnika wywolujqcego degradacje DNA
Jjadrowego przez AP 25-35.

Z kory mozgu z hipokampami izolowano synaptozomy i inkubowano je w inkubatorze do
hodowli komorkowej w 37 °C przez 4 godziny w buforze Locke’a z Af lub bez Af
(kontrola). Nastepnie z synaptozomow izolowano cytozol i uzywano go do inkubacji z
frakcjq jadrowq wyizolowanq z kory mozgu w nastepujqcych warunkach:

A:

! frakcja jadrowa inkubowana 30 min w 37°C z cytozolem synaptozomalnym
kontrolnym (cytozol uzyskany z synaptozomow inkubowanych 4 godz. w 37 °C bez Af)

2 frakcja jadrowa inkubowana 30 min. w 379C z cytozolem synaptozomalnym
uzyskanym z synaptozomow inkubowanych 4 godz. w 37 C w obecnosci Af

B:

! frakcja jadrowa inkubowana 60 min w 37°C z cytozolem synaptozomalnym
kontrolnym

2 frakcja jagdrowa inkubowana 60 min. w 37°C z cytozolem synaptozomalnym
uzyskanym z synaptozomow inkubowanych 4 godz. w 37 C w obecnosci Af

C:

! frakcja jgdrowa inkubowana 2 godziny w 37°C z cytozolem synaptozomalnym
kontrolnym

2 frakcja jgqdrowa inkubowana 2 godziny w 37°C z cytozolem synaptozomalnym
uzyskanym z synaptozomow inkubowanych 4 godz. w 37 C w obecnosci Af

W celu zweryfikowania hipotezy o udziale kaspazy 3 w zjawiskach prowadzacych do
degradacji DNA do badan uzyto inhibitora kaspazy 3 Ac-DEVD-CMK (Calbiochem).
Stwierdzono, ze inkubacja frakcji jadrowej w obecnosci cytozolu wyizolowanego z
synaptozomow inkubowanych z inhibitorem kaspazy 3 (100uM Ac-DEVD-CMK) i z
AP 1-40 zmniejsza degradacj¢ DNA wywotang dziataniem A} (Rycina 42).
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Rycina 42. Udzial inhibitora kaspazy-3 w regulacji degradacji DNA wywolanej
dzialaniem A 1-40.

Z kory mozgu z hipokampami izolowano synaptozomy i inkubowano je w inkubatorze do
hodowli komorkowej w 37 °C przez 4 godziny w buforze Locke’a z 50uM Ap 1-40
(kontrola) lub z Af i 100uM Ac-DEVD-CMK. Nastepnie z synaptozomow izolowano
cytozol i uzywano go do inkubacji z frakcjq jadrowq wyizolowanq z kory mozgu w
nastepujqcych warunkach:

A:

frakcja jadrowa inkubowana 2 godz. w 37 °C z cytozolem synaptozomalnym uzyskanym
z synaptozomow inkubowanych 4 godz. w 37 °C w obecnosci Af

B:

frakcja jadrowa inkubowana 2 godz. w 37 °C z cytozolem synaptozomalnym uzyskanym

z synaptozomow inkubowanych 4 godz. w 37 °C w obecnosci Af i inhibitora kaspazy-3,
Ac-DEVD-CMK
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VI DYSKUSJA

Wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy wykazaly, ze peptydy AP
obnizaja aktywnos$¢ acetylotransferazy cholinowej (ChAT) wylacznie w prazkowiu
starczym prawdopodobnie w wyniku wigkszej wrazliwosci ChAT w tej strukturze
moézgu na dzialanie wolnego kwasu arachidonowego Iub wolnych rodnikow
uwalnianych przez APB. ApoE4 réwniez obniza aktywno$¢ ChAT wyltacznie w
prazkowiu, a nie wptywa na ten enzym w korze mozgu. Mechanizmy regulacji ChAT
do chwili obecnej pozostaja nie wyjasnione. W literaturze istnieja kontrowersyjne dane
wskazujace na udziat fosforylacji w regulacji tego enzymu (Bruce i Hersh, 1989, Issa i
wsp., 1996, Borlongan i wsp., 2000). Wyniki badanh przedstawione w niniejszej pracy
wskazuja, ze procesy fosforylacji i defosforylacji nie biora udzialu w modulacji
aktywnosci ChAT, bowiem zahamowanie kinaz: PKC, PKA, PKG oraz fosfatazy 2A
nie wplywa na jej aktywnos$¢. Aktywno$¢ tego enzymu nie zalezy od st¢zenia jonow
wapnia. Istotnym regulatorem aktywno$ci ChAT jest kwas arachidonowy. Dotychczas
sugerowano, ze kwas arachidonowy obniza poziom acetylocholiny poprzez inhibicj¢
wychwytu choliny, substratu dla tego enzymu (Boksa 1 wsp., 1988). Badania ostatnich
lat (Kristofikova 1 wsp., 1998) wykazaty, ze KA nieodwracalnie obniza transport
choliny poprzez system transportu o wysokim powinowactwie do choliny (HACU). KA
jest substratem dla cyklooksygenaz, lipooksygenaz i epoksygenaz wspotdziatajacych z
cytochromem P4so. W wyniku dziatania tych enzymow z KA powstaja liczne zwiazki o
ogolnej nazwie eikozanoidy i dochodzi do wytwarzania wolnych rodnikow tlenowych
(ROS). Atak wolnych rodnikow na wielonienasycone kwasy ttuszczowe w tym kwas
arachidonowy w czasteczce lipidu powoduje ich peroksydacje (Vento i wsp., 2000).
Kwas arachidonowy jest pierwotnym (zwrotnym) i wtdornym przekaznikiem informacji,
modulatorem proceséw neuroprzekaznictwa (Almeida 1 wsp., 1999). Wplywa na
uwalnianie glutaminianu 1 jest modulatorem kanatéw jonowych (Meves, 1994). Bierze
udziat w regulacji dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (Katsuki i Okuda, 1995).
Zwiazek ten aktywuje PLCy (Hwang i wsp., 1996), jest modulatorem PKC (Carricaburu
1 Fournier, 2001) i kaspazy 3, wplywa na homeostaz¢ wapniowa poprzez uwalnianie
jonéw Ca”" z wewnatrzkomérkowych magazynow, jest aktywatorem apoptozy (Wolf i
Laster, 1999). Wyniki przedstawione w tej pracy wskazuja 1 sa zgodne z obserwacjami

Ninomiya i wsp., 1998, ze wolne kwasy tluszczowe w tym kwas arachidonowy obnizaja



DYSKUSJA 103

aktywno$¢ ChAT. Mechanizm tej inhibicji pozostaje jednak nie wyjasniony. Wyniki
badan zaprezentowane w niniejszej pracy wykazaty, ze acetylotransferaza choliny jest
modulowana przez proces starzenia, znamienne obnizenie aktywno$ci tego enzymu
zaobserwowano w korze mozgu i1 prazkowiu u zwierzat 24-miesi¢cznych w stosunku do
dorostych. Jednym z czynnikoéw odpowiedzialnych za inhibicj¢ tego enzymu moze by¢
kwas arachidonowy uwalniany z fosfolipidow bton plazmatycznych w procesie
starzenia lub jego metabolity 1 wolne rodniki. Istotnym inhibitorem acetylotransferazy
cholinowej w prazkowiu jest nadtlenek wodoru, co wskazuje, ze zwiazek ten moze by¢
takze odpowiedzialny za obnizenie aktywno$ci ChAT w tej strukturze moézgu. W
literaturze istnieja rozbiezne dane dotyczace aktywno$ci tego enzymu w procesie
starzenia. Obserwowano obnizenie, wzrost badz brak zmian w aktywnosci
acetylotransferazy cholinowej w modzgach starczych w porownaniu do dojrzatych
(Smith, 1990, Hiramatsu i wsp., 1992, Dournaud i wsp., 1994, Ogawa i wsp., 1994,
Yufu i wsp., 1994, Baxter i wsp., 1999). Wyniki przedstawione w tej pracy sa w
znaczne] mierze zgodne z obserwacjami Ogawa 1 wsp., 1994, ktéry wykazal, ze
aktywno$¢ ChAT ulega obnizeniu w korze mozgu, prazkowiu, ale roéwniez w
hipokampie u zwierzat starych. Badania Ogawy i wsp., 1994 wskazuja, ze obnizenie
aktywnos$ci enzymu u zwierzat starych nie jest zwigzane z zaburzeniem ekspresji genu
dla ChAT, poniewaz poziom mRNA nie zmieniat si¢ u zwierzat starych w stosunku do
dorostych, a za obnizenie aktywno$ci enzymu moga by¢ odpowiedzialne czynniki
wywolujace modyfikacje posttranskrypcyjne. Wyniki badan przedstawione w tej pracy
wskazuja, ze czynnikami tymi moga by¢ kwas arachidonowy oraz nadtlenek wodoru. W
niniejszej pracy zbadano wplyw réznych form peptydow amyloidu beta na aktywno$¢
ChAT w mozgach dojrzatych i starczych. Zaobserwowano, ze wylacznie agregowane
peptydy AP obnizaja aktywnos$¢ ChAT, ale tylko w prazkowiu u zwierzat starych. A3
zwigksza inhibicj¢ enzymu wywotana przez proces starzenia w tej strukturze mozgu.
Przedstawione wyniki badan koresponduja z danymi uzyskanymi z badan
prowadzonych na mozgach alzheimerowskich. Aktywno$¢ tego enzymu jest obnizona
w korze mozgu 1 prazkowiu u pacjentow z choroba Alzheimera (Marchbanks, 1982,
Bird 1 wsp., 1983). Uwalniany przez peptydy AP kwas arachidonowy moze by¢
odpowiedzialny za inhibicj¢ tego enzymu w mozgach alzheimerowskich. W prazkowiu
z mozgow alzheimerowskich stwierdzono obnizone st¢zenie ChAT (Boissiere i wsp.,

1997). Peptydy AP moga rowniez obniza¢ aktywno§¢ ChAT poprzez obnizenie syntezy
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tego enzymu w prazkowiu, strukturze bardzo bogatej w neurony cholinergiczne. Do
chwili obecnej opublikowano kontrowersyjne dane dotyczace udziatu peptydow AP w
modulacji aktywnosci ChAT. Badania prowadzone byly na liniach komoérkowych
zmodyfikowanych pod wzglgedem genetycznym i biochemicznym. Wyniki uzyskane na
komorkach neuroblastomy wykazaty, ze peptydy AP 1-42 oraz 1-28 w stgzeniach od
piko- do nanomolarnych obnizaja poziom acetylocholiny oraz aktywno$¢ ChAT
(Pedersen 1 wsp., 1996, Pedersen 1 wsp., 1997), natomiast w hodowli pierwotnej
neurondéw z kory mozgu AP 1-42 w 10uM stezeniu nie wplywat na aktywnos¢ enzymu
(Hoshi 1 wsp., 1997). Wyniki badan przedstawione w tej pracy wskazuja, ze A} poprzez
inhibicj¢ acetylotransferazy cholinowej w prazkowiu moze istotnie uszkadzaé
przekaznictwo informacji w ukladzie cholinergicznym na poziomie syntezy
neurotransmitera tego ukladu. Ponadto peptydy AP zaburzaja wytwarzanie wtérnych
lipidowych przekaznikéw informacji, DAG 1 IP;. Zagregowane formy peptydow, A} 1-
40 oraz ich neurotoksyczny fragment AP 25-35 obnizaja aktywno$¢ PIP,-PLC zalezna
od pobudzenia muskarynowego receptora cholinergicznego i biatek G oraz aktywnos¢
konstytutywna PIP,-PLC niezalezna od aktywacji receptora. Dzialanie peptydow A
zalezy od ich agregacji. Peptydy AP nie zagregowane pozostawaty bez wpltywu na
degradacje fosfolipidow inozytolowych. Kelly 1 wsp., 1996, Crews 1 wsp., 1994, Jope,
1996 i Jope 1 wsp., 1997 wykazali, Ze hydroliza fosfoinozytydéw zalezna od pobudzenia
receptora cholinergicznego jest obnizona w blonach synaptoplazmatycznych z mézgow
alzheimerowskich. W moézgach alzheimerowskich zaobserwowano obnizenie hydrolizy
PIP, po stymulacji karbacholem i GTP(y)S (Crews i wsp., 1994). Badacze Ci
sugerowali, ze obnizenie degradacji PIP, spowodowane jest uszkodzeniem uktadu
receptor-biatko G-PLC, wskazywali na rozprzgzenie interakcji biatka G z receptorem
lub enzymu z biatkiem G. Wyniki badan przedstawionych w tej pracy sugeruja, ze
peptydy AP moga by¢ odpowiedzialne za stwierdzone zaburzenie fosfoinozytydowe;j
drogi przekaznictwa informacji w mozgach alzheimerowskich. Uzyskane wyniki badan
wskazuja, ze peptydy AP powoduja istotne obnizenie aktywnosci PIP,-PLC zaleznej od
pobudzenia receptora muskarynowego i bialek G oraz niezaleznej od pobudzenia
receptora. Dane te sugeruja, ze A moze rowniez modulowaé konstytutywna aktywnos¢
PIP,-PLC. Degradacja PIP, odbywa si¢ przy udziale izoformy PLCP regulowanej przez

biatka G i receptor muskarynowy w uktadzie cholinergicznym. Wyniki prezentowane w
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niniejszej pracy wskazuja na znaczna wrazliwos¢ PLCP na dzialanie peptydow Ap.
Liczne dane literaturowe wskazuja, ze peptydy AP aktywuja stres oksydacyjny
(Varadarajan 1 wsp., 1999, Miranda i wsp., 2000, Butterfield 1 Kanski, 2002, Butterfield
1 Lauderback, 2002). Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze zagregowany AP 1-40/1-42
aktywuje =zalezna od wolnych rodnikow oksydacj¢ lipidow 1 biatek blon
synaptoplazmatycznych. Wyrazem tych procesow jest obserwowany wzrost stgzenia
dialdehydu malonylowego, produktu oksydacji lipidéw oraz wzrost grup
karbonylowych, ktére sa wskaznikiem oksydacji bialek. Dane te sugeruja, ze wolne
rodniki nagromadzone w wyniku dzialania peptydow AP lub zmiany blon 1 samego
enzymu w wyniku zwigkszonej oksydacji lipidow 1 bialek moga by¢ odpowiedzialne za
obnizenie aktywnosci PLCP, a tym samym obnizenie aktywno$ci procesow
przekaznictwa informacji zaleznej od wtérnych przekaznikow DAG 1 IP;. Sygnat
przekazywany od receptorow muskarynowych ukladu cholinergicznego do fosfolipazy
C (PIP,-PLC) dociera do jadra komorkowego w wyniku licznych nie do konca
poznanych proceséw. Badania przedstawione w tej pracy wskazuja, ze jadrowym
odbiorca sygnatu od receptora muskarynowego moze by¢ enzym jadrowy PARP.
Pobudzenie receptoréw muskarynowych wywotuje 100% aktywacj¢ tego enzymu w
hipokampie oraz 50% w korze mézgu. Zastosowanie TMB-8, inhibitora receptora dla
IP; likwiduje stymulacje¢ PARP-u wywotana przez pobudzenie receptora
muskarynowego uktadu cholinergicznego. Wyniki tych badan wskazuja, ze w aktywacji
tego enzymu w hipokampie posredniczy wapn uwalniany przez IP; powstajacy w
wyniku degradacji PIP, przez PLC. PARP moze by¢ odbiorca sygnatlu przekazywanego
na drodze fosfoinozytydowej od receptorow muskarynowych uktadu cholinergicznego
poprzez degradacje PIP,, uwalnianie IP; i mobilizacj¢ wewnatrzkomoérkowego wapnia.
Badania ostatnich lat wykazaty, ze depolaryzacja bton plazmatycznych neurondéw kory
moézgu prowadzi do aktywacji PARP-u poprzez wapn uwalniany za posrednictwem IP;
z siateczki $rodplazmatycznej (Homburg i wsp., 2000). Badacze Ci po raz pierwszy
wykazali, ze PARP moze by¢ aktywowany w wyniku mobilizacji wapnia
wewnatrzkomorkowego 1 ze aktywacja ta jest niezalezna od uszkodzenia nici DNA. W
badaniach tych wykluczono udzial tlenku azotu (NO) oraz endonukleaz, ktére miatyby
prowadzi¢ do uszkodzenia DNA. Sugerowano, ze PARP jest odbiorca sygnatlu
przekazywanego przez IP;. Kontrowersyjne dane wskazuja, ze przekaznictwo

informacji na drodze glutaminianergicznej z udziatem receptorow NMDA i neuronalnej
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formy syntazy tlenku azotu (nNOS) moze réwniez prowadzi¢ do aktywacji PARP-u
poprzez przejsciowe uszkodzenie nici DNA (Pieper 1 wsp., 2000). Badacze Ci sugeruja,
ze neurotransmisja zalezna od receptora NMDA prowadzi do przerwania ciagtosci nici
DNA 1 aktywacji PARP-u w warunkach fizjologicznych w nieuszkodzonych neuronach,
ale tylko w $cisle okreslonych rejonach mézgu. PARP spekniatby rolg odbiorcy sygnatu
od receptora NMDA przy udziale NO i poprzez przejSciowe uszkodzenie DNA
wlaczone w proces przekazywania informacji. Bardzo trudno jest wykluczy¢ czy
pobudzenie receptora muskarynowego uktadu cholinergicznego nie wywoluje
jednoniciowego uszkodzenia DNA. PARP jest jednym z najczulszych wskaznikow
takiego uszkodzenia. Obecnie zwraca si¢ uwagg na jego role w procesie przekazywania
informacji. Istnieja dane literaturowe wskazujace na udziat PARP-u w modulacji
czynnika NFxB (Chang 1 Alvarez-Gonzalez, 2001) oraz biatka p53 (Wesierska-Gadek 1
Schmid, 2001). Poprzez modulacj¢ czynnikow transkrypcyjnych PARP miatby
wptywaé na ekspresj¢ genow. Obecnie istnieja dane wskazujace na posredni udziat
PARP-u w ekspresji genow dla iNOS. Izoforma PARP-1 wchodzi w bezposrednia
interakcje z podjednostka p50 1 p65 biatka NFkB 1 poprzez t¢ interakcjg biatko-biatko
moduluje aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego i ekspresje genu dla NOS (Hassa i
wsp., 2001). Wyniki badan przedstawione w tej pracy wykazaly, ze agregowany A} 25-
35 stymuluje aktywno$¢ PARP w hipokampie, a pozostaje bez wplywu na ten enzym w
korze moézgu. Podobnie w komoérkach PC12 zaobserwowano, ze zagregowany A3 25-35
stymuluje aktywno$¢ tego enzymu (Strosznajder i Banasik 2000). Wiadomo, ze PARP
jest aktywowany przez uszkodzenie nici DNA wywolane dziataniem wolnych rodnikow
lub innych czynnikow uszkadzajacych DNA (Virag i wsp., 1999, Jeggo, 1998). Badania
Strosznajder 1 wsp., 2000 wykazatly, ze NO oraz inne wolne rodniki sa odpowiedzialne
za wywolang dziataniem AP aktywacj¢ PARP-u w hipokampie. Z kolei wiadomo, zZe
peptydy AP w chorobie Alzheimera odktadaja si¢ w poblizu zakonczen synaptycznych
przede wszystkim w hipokampie 1 wlasnie w tej strukturze powoduja
najintensywniejsze procesy neurodegeneracyjne. W przeciwienstwie do kory mozgowe;j
hipokamp jest struktura moézgu bardziej podatna na dziatanie czynnikow
uszkadzajacych w tym peptydow AP. Przyczyna wigkszej wrazliwosci tej struktury nie
jest w pelni poznana. Istnieje mozliwos¢, ze odpowiedzialna jest za to wigksza niz w
innnych strukturach moézgu gestos¢ receptorow NMDA 1 mniejsza wydolno$¢

antyoksydacyjna w hipokampie. Toksyczne dzialanie AP moze by¢ spowodowane
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stresem oksydacyjnym wywotanym dziataniem wolnych rodnikéw oraz nadtlenkiem
wodoru (Behl iwsp., 1994). Badania przedstawione w tej pracy wykazaly, ze wylacznie
dhlugotancuchowe zagregowane formy peptydow A stymuluja zalezna od uwalniania
wolnych rodnikow oksydacje lipidow, AP 25-35 nie powodowat uchwytnych zmian
procesdow wolnorodnikowych. Peptyd ten stymuluje jednak aktywno$§¢ PARP w
hipokampie co wskazuje na wolnorodnikowe uszkodzenie nici DNA. Dotychczasowe
badania wykazaty, ze PARP jest pierwszym 1 najbardziej czulym wskaznikiem
uszkodzenia DNA wywolanego dziataniem wolnych rodnikéw (Zhang i wsp., 1995).
Aktywacja PARP-u w hipokampie przez agregowany AP 25-35 moze by¢
spowodowana uwalnianiem wolnych rodnikéw w wyniku zaburzenia homeostazy
jonoéw wapnia. W tej pracy wykazano, ze AP 25-35 stymuluje naptyw jonéw wapnia
przez kanaty wapniowe zalezne od potencjatu typu L. Naptyw Ca’" moze prowadzi¢ do
aktywacji fosfolipazy A, (PLA;), konstytutywnej izoformy NOS oraz aktywacji
endonukleaz 1 uszkodzenia DNA, co z kolei wywoluje aktywacje PARP-u. Ten wzrost
aktywnosci PARP-u w wyniku uszkodzenia nici DNA niewielkiego stopnia wskazuje o
jego udziale w naprawie DNA. Przedtuzajace si¢ w czasie dziatanie AP i1 znaczne
uszkodzenie DNA moze poprzez nadmierng aktywacj¢ PARP-u 1 wyczerpanie NAD i
ATP doprowadzi¢ do obumierania komorek. Peptydy AP w tym takze dlugotancuchowy
AP 1-40 nie aktywuja PARP-u w korze moézgu. Najprawdopodobniej mechanizmy
antyoksydacyjne w tej strukturze moézgu sa lepiej wyksztalcone niz w hipokampie.
Znacznie mniejsza jest rowniez gesto$¢ receptoréw NMDA 1 ich wrazliwo$¢ na agoniste
w korze mozgu. W przeciwienstwie do hipokampa nie obserwuje si¢ rOwniez zaleznej
od receptora NMDA aktywacji PARP-u (Strosznajder i wsp., 2000). Agregowane
peptydy amyloidu beta, AR 25-35 oraz 1-40 znosza aktywacje PARP-u w korze mozgu
wywotang dzialaniem karbacholu i GTP(y)S. Efekt ten moze by¢ spowodowany w
pewnej mierze inhibicja PIP,-PLC, a tym samym obnizonym uwalnianiem IP; przez te
peptydy. W hipokampie peptydy AP powoduja wzrost aktywnosci PARP-u, ktora
maskuje jego hamujacy efekt na aktywno$¢ PARP-u zalezna od receptora
cholinergicznego. Obserwowany efekt wynika najprawdopodobniej z dzialania samego
AB. Nie stwierdza sig¢ efektu synergistycznego co $wiadczy o rdéznych mechanizmach
pobudzenia PARP-u w obu wymienionych warunkach, dzialania AP i pobudzenia

muskarynowego receptora cholinergicznego. Wyniki te po raz pierwszy wskazuja, ze
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agregowane peptydy AP 25-35 oraz AP 1-40 poprzez inhibicje PIP,-PLC zalezna od
receptora obnizaja albo eliminuja przekazywanie informacji na drodze
fosfoinozytydowej do jadra komoérkowego.

Istotng role w fosfoinozytydowej transdukcji sygnatu petni fosfolipaza C
degradujaca PI (PI-PLC). W procesie degradacji PI przez PLC powstaje DAG, ktoéry
poprzez podtrzymywanie st¢zenia malej puli DAG uwalnianej z PIP, moze by¢
wykorzystywany do wzmocnienia przekaznictwa informacji poprzez aktywacj¢ PKC.
Fosfolipidy inozytolowe poprzez zalezna od DAG aktywacj¢ PKC moga by¢
zaangazowane w regulacj¢ degradacji biatka prekursorowego amyloidu beta. Badania
przedstawione w tej pracy wykazaty, ze PI-PLC wykazuje znacznie wyzsza aktywnos$¢
w cytozolu niz w blonach synaptoplazmatycznych i jest aktywowana przez jony wapnia.
W obecnosci helatora jonéw wapnia, ImM EGTA enzym ten wykazuje minimalna
aktywnos$¢, a w wyzszych st¢zeniach EGTA (2-10mM) nie stwierdza si¢ aktywnosci
enzymu. Ponadto aktywnos¢ PI-PLC nie jest zalezna od pobudzenia receptora
muskarynowego i biatek G. Dane te sugeruja, ze za degradacj¢ PI odpowiedzialna jest
PLCS, ktora jest forma glownie cytozolowa aktywowana przez jony wapnia i nie
regulowang przez biatka G. Dane przedstawione w tej pracy wskazuja, ze ta izoforma
odznacza si¢ znacznie mniejszq wrazliwo$cia na dziatanie peptydow A w poréwnaniu
do PLCP degradujacej PIP,. AB 25-35 niezaleznie od stgZenia i stopnia agregacji nie
wptywa na aktywnos$¢ tego enzymu w btonach synaptoplazmatycznych kory moézgu.
Podobnie w hipokampie po szesciogodzinnej inkubacji skrawkow w obecnosci AP 25-
35 aktywno$¢ PI-PLC nie ulega zmianie. Badania prowadzone na komorkach
neuroblastomy (Singh i wsp., 1995, Singh i wsp., 1996, Singh i wsp., 1997) wykazaty,
ze AP 25-35 stymuluje aktywnos$¢ PI-PLC 1 stymulacja ta jest niezalezna od jonow
wapnia. Rozbiezno$ci w obserwacjach moga by¢ zwiazane z uzyciem do badan
komorek nowotworowych. W tej pracy zaobserwowano, ze wytacznie dlugotancuchowy
AB 1-40 w formie zagregowanej wywotuje inhibicje¢ PI-PLC w btonach
synaptoplazmatycznych i cytozolu. Dzialanie tego peptydu zalezy od obecno$ci jonow
wapnia w S$rodowisku inkubacyjnym, w obecnosci 2mM CaCl,, w przypadku
maksymalnej stymulacji enzymu AP nie wptywa na aktywno$¢ PI-PLC w blonach
plazmatycznych lub wywiera staby efekt inhibicyjny na uwalnianie DAG. Powstalo

pytanie dotyczace mechanizmu poprzez ktory AP powoduje obnizenie aktywnosci PLC.
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Pod uwage wzigto uwalniane przez AP wolne rodniki i zalezne od nich procesy
oksydacyjne. W tym celu zbadano réwniez wplyw stresu oksydacyjnego wywotanego
dziataniem jonéw Fe*" na aktywno$¢ PI-PLC. Wiadomo, ze jony zelaza naleza do
zwiazkow towarzyszacych peptydom AP i1 aktywuja procesy wolnorodnikowe. Jony
zelaza pomimo, ze znacznie aktywniej niz zagregowany AP 1-40 stymuluja stres
oksydacyjny nie wptywaja na aktywnos$¢ PI-PLC. Wskazuje to, ze PI-PLC jest forma
oporng na dzialanie wolnych rodnikéw, a inhibicja wywotlana przez AP 1-40 nie jest
zwiazana z dzialaniem rodnika hydroksylowego uwalnianego w reakcji Fentona.
Badania Pillot i wsp., 1996 wykazaty, ze AP poprzez interakcje z lipidami btony
komoérkowej moze wptywaé na jej ptynno$é, a to z kolei wptywa na funkcje¢ wielu
enzymow blonowych w tym prawdopodobnie takze PLC. Dane przedstawione w tej
pracy nie wykluczaja mozliwosci, ze obnizenie aktywnosci PI-PLC przez A} 1-40 jest
zwiazane z bezposrednig interakcja AP z enzymem, co moze wywolywaé zmiany w
jego konformacji 1 wptywac¢ na obnizenie aktywnosci. Dotychczas ukazaty si¢ nieliczne
dane dotyczace udzialu czynnikow towarzyszacych peptydom AP w modulacji
transdukcji sygnatu na drodze fosfoinozytydowej. Obecnos¢ peptydow AP wydaje sig
by¢ czynnikiem koniecznym, ale nie wystarczajacym do wywotania zaburzen proceséw
neurotransmisji w chorobie Alzheimera. W niniejszej pracy zbadano réwniez udziat
apolipoproteiny E4, zwiazku towarzyszacego peptydom AP, w modulacji fosfolipazy C
oraz kinaz fosfolipidow inozytolowych. Wcze$niejsze badania wykazaly, ze apoE4
wiaze si¢ hydrofobowo z rozpuszczalna forma peptydow A i promuje ich agregacjg i
fibrylizacje (Wisniewski i Frangione, 1992) i poprzez t¢ interakcje moze przyspieszac
odktadanie A w formie blaszek starczych w mézgach alzheimerowskich (Wisniewski i
wsp., 1994). Badania ostatnich lat wykazaly, ze sama apoE4 niezaleznie od peptydow
AP powoduje podwyzszenie wewnatrzkomoérkowego poziomu wapnia (Tolar i wsp.,
1999). W neuronach z hodowli pierwotnej apoE stymuluje naptyw wapnia
zewnatrzkomorkowego poprzez aktywacje kanaloéw wapniowych zaleznych od Cd**
oraz stymuluje uwalnianie wapnia z magazynow wewnatrzkomorkowych poprzez droge
zalezng od biatek G (Wang i1 Gruenstein, 1997). Zaobserwowano rowniez, ze apoE
obniza stopien ufosforylowania biatka tau poprzez stymulacj¢ fosfatazy 2A i 2B (Wang
1 wsp., 1998). Badania ostatnich lat wykazuja, ze apoE oraz kompleks apoE/Af

moduluje aktywno$¢ PKC, w komoérkach neuroblastomy i wptywa na tranlokacj¢ PKC-
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a (Cedazo-Minguez 1 wsp., 2001). W modzgach pacjentow z choroba Alzheimera, u
ktorych zaobserwowano podwyzszony poziom apoE4 wykazano obnizong aktywnos$¢
ChAT (Soininen 1 wsp., 1995). Wyniki badan przedstawione w tej pracy wykazaty, ze
apoE4 obniza aktywno$§¢ ChAT w prazkowiu i hamuje aktywno$§¢ PI-PLC w
hipokampie i w btonach synaptoplazmatycznych kory moézgu. Cedazo-Minguez i
Cowburn, 2001 wykazali, ze w komorkach neuroblastomy SH-SYSY apoE4 nie
wptywa na hydrolize PI natomiast kompleks apoE4/A[} obniza degradacje¢ PI 1 zalezne
od karbacholu uwalnianie inozytolofosforandw. Badania przedstawione w niniejszej
pracy wykazaly, ze PI-PLC jest hamowana przez apoE4 i peptydy AP 1-40 natomiast
neurotoksyczny fragment AP 25-35 nawet po 6 godzinach inkubacji skrawkow
hipkampa pozostaje bez wptywu na PI-PLC. Badania (Pacheco i Jope, 1996) wykazaly,
ze obnizenie degradacji fosfatydyloinozytolu i uwalniania DAG prowadzi do
przesunigcia degradacji BAPP w kierunku amyloidogennym i stymuluje powstawanie
neurotoksycznego AP, ktory z kolei obniza degradacj¢ fosfoinozytydéw. ApoE4 moze
wigc poprzez inhibicje PI-PLC zaburza¢ metabolizm fosfoinozytydow i wpltywaé na
uwalnianie neurotoksycznego Af. Apolipoproteina E4 po szesSciu godzinach inkubacji
skrawkow z hipokampa wywotuje wzrost immunoreaktywnosci dla PLCS. ApoE4 moze
wptywaé na poziom ekspresji genu dla PLC wzglednie moze powodowaé zmiany
konformacyjne biatka. Zmiany biatka PLCS zaréwno ilo$ciowe jak i jakosciowe moga
zaburza¢ funkcje biatek cytoszkieletu komorki oraz funkcje jadrowe. W mozgach
alzheimerowskich zaobserwowano podwyzszony poziom tej izoformy (Shimohama i
wsp., 1995). Sugerowano, ze nadmierna ekspresja PLCO w mdzgu moze wplywaé na
tworzenie wilokien neurofibrylarnych w modzgach alzheimerowskich (Shimohama i
wsp., 1995). Przedstawione w pracy wyniki wykazaty, ze peptydy AP oraz apoE4
moduluja aktywnosci kinaz fosfolipidow inozytolowych odpowiedzialnych za syntezg
polifosfoinozytydow: PIP i PIP, zwiazkow ktore sa substratami dla fosfolipazy C.
Stwierdzono, ze proces starzenia jest czynnikiem modulujacym fosforylacje
endogennych fosfolipidow inozytolowych. W korze mézgu i w hipokampie u zwierzat
starych zaobserwowano okoto 50% obnizenie fosforylacji PIP do PIP,. Podobnie
badania Bothmer 1 wsp., 1992 wykazaty, ze w korze mozgu u starych szczuréw synteza
PIP, obnizona jest o okoto 20%, natomiast poziom PIP nie ulega zmianie. Van Dongen

i wsp.,, 1983 réwniez wykazal obnizenie syntezy PIP, w  blonach
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synaptoplazmatycznych u zwierzat starych. Wyniki badan przedstawione w tej pracy
przeprowadzone z uzyciem egzogennych substratow i w optymalnych warunkach dla
oznaczania aktywnos$ci Pl-kinazy i PIP-kinazy wykazaty, ze aktywnos$¢ tych enzymow
nie zmienia si¢ w mézgach starczych w poréwnaniu do dojrzatych. Wyniki te sugeruja,
ze obserwowana inhibicja fosforylacji endogennego PIP do PIP, w mézgach starczych
nie jest zwigzana z obnizeniem aktywnosci kinaz fosfolipidéw inozytolowych w
procesie starzenia. Zaburzenie fosforylacji PIP do PIP, moze by¢ zwiazane z
obnizonym poziomem endogennych lipidow i inozytolu u zwierzat starych, a takze z
zaburzeniem obrotdéw metabolicznych fosfoinozytydow w procesie starzenia. W
moézgach starczych obnizony jest poziom myo-inozytolu oraz catkowita pula
fosfoinozytydoéw (Stokes i wsp., 1983). W literaturze opisano brak zmian w aktywnos$ci
Pl-4kinazy w mozgach starczych lub niewielki wzrost aktywnosci tego enzymu
wylacznie we frakcji blonowej (Bothmer 1 wsp., 1994a, Bothmer 1 wsp., 1994b). W
cytozolu z kory mozgéw ludzkich aktywnos$¢ Pl-kinazy jest obnizona w moézgach
starczych (Jolles 1 wsp., 1993). Aktywno$¢ PIP-kinazy nie zmienia si¢ w korze mozgu u
zwierzat starych, w cytozolu wykazuje niewielki spadek (Bothmer i wsp., 1994).
Wyniki badan przedstawione w tej pracy wykazaty, ze peptydy AP sa istotnym
czynnikiem modulujacym fosforylacje endogennych fosfolipidow inozytolowych.
Dtugotancuchowy AP 1-42 obniza fosforylacje PIP do PIP, w korze mozgu i
hipokampie u zwierzat dorostych. W mozgach starczych peptydy AP pozostaja bez
wptywu na ten proces. A 25-35 podobnie jak AP 1-42 wywotuje inhibicj¢ fosforylacji
endogennych fosfolipidow inozytolowych. Ponadto AP 1-42 obniza aktywno$¢ PI-
4kinazy w korze mdzgu i1 nieznamiennie statystycznie w hipokampie u zwierzat
dorostych. Na skutek inhibicji tego enzymu przez AP obnizony jest poziom PIP.
Jednakze nie zaobserwowano zmian w poziomie radioaktywnosci endogennego PIP pod
wpltywem A poniewaz zwigzek ten jest natychmiast metabolizowany do PIP,, a przy
braku egzogennego substratu aktywno$¢ Pl-kinazy jest minimalna. Wyniki te sugeruja,
ze obnizona fosforylacja PIP do PIP, u zwierzat dorostych przez AP jest wynikiem
inhibicji Pl-4kinazy przez ten peptyd. Inhibicja PI-4kinazy moze prowadzi¢ do
obnizenia poziomu substratu dla fosfolipazy C. Ponadto obnizenie aktywnos$ci tego
enzymu moze wywotywa¢ zaburzenia funkcji biatek cytoszkieletu oraz biatek
zwiazanych z endo- i egzocytoza pegcherzykdéw synaptycznych, a w konsekwencji

zaburza¢ neurotransmisj¢. Zubenko i wsp., 1999, Bothmer 1 wsp., 1994a oraz Bothmer 1
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wsp., 1994b  zaobserwowali obnizona aktywno$¢ Pl-kinazy w modzgach
alzheimerowskich. Przedstawione wyniki badan moga sugerowac, ze peptydy AP biora
udziat w inhibicji aktywnosci PI-4kinazy obserwowanej w chorobie Alzheimera.

W licznych badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze peptydy AP posiadaja
wiasciwosci neurotoksyczne (Forloni 1 wsp., 1993, Loo i wsp., 1993, Allen i wsp.,
2001). Sugeruje sig, ze stres oksydacyjny, zaburzenie homeostazy wapniowej oraz
aktywacja receptorow glutaminianergicznych sa zaangazowane w patologi¢ choroby
Alzheimera oraz neurodegeneracj¢ wywotang dziataniem AP (Mark 1 wsp., 1996).
Wyniki badan prezentowane w niniejszej pracy wykazaty, ze zagregowany AP 1-40
oraz AP 25-35 stymuluja naplyw jondéw wapnia do synaptoneurozomow oraz
synaptozomow z kory moézgu. Zastosowanie specyficznego blokera kanaléw typu L,
nimodypiny hamuje naplyw jonéw wapnia wywolany przez AP 25-35. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze AP 25-35 stymuluje naplyw Ca”" przez kanaly wapniowe zalezne
od potencjatu typu L. Podobnie w synaptozomach z kory mézgu wylacznie agregowany
AP 25-35 aktywuje naplyw jondw wapnia. Peptyd ten potencjalizuje naptyw wapnia do
synaptozomow w obecnosci SmM KCl i1 pozostaje bez wpltywu na ten proces w
obecnosci 75mM KCI. Wskazuje to, ze jego dzialanie zalezy od depolaryzacji blony.
Przedstawione wyniki badan koresponduja z danymi opublikowanymi w ostatnich kilku
latach. Wykazano, ze peptydy AP zaburzaja wewnatrzkomérkowa homeostaze
wapniowa (Begley i wsp., 1999) oraz stymuluja naptyw Ca’" i aktywno$¢ kanatow
wapniowych zaleznych od potencjalu w synaptozomach z kory moézgu (MacManus i
wsp., 2000). Badania Ueda i wsp., 1997 wskazuja, ze AP 25-35 zwigksza naptyw jonow
wapnia przez zalezne od potencjalu kanaty wapniowe typu L lub powoduje wzrost
liczby tych kanatow w hodowli neuronéw z kory mézgu. Z drugiej strony Price i wsp.,
1998 zaobserwowat, ze AP 1-40 w komorkach mézdzku potencjalizuje naptyw Ca"
przez kanaty typu N. Dotychczas uwazano réwniez, ze AP moze sam tworzy¢ kanat w
btonie komodrkowej (Arispe 1 wsp., 1993) lub zwigksza¢ przepuszczalno$¢ blony dla
jonéw wapnia (Fukuyama i wsp., 1994). W niniejszej pracy wykazano, ze zagregowany
AP 1-40 stymuluje produkcj¢ wolnych rodnikéw w synaptozomach. Nadmierny naptyw
wapnia 1 zwigzane z tym zaburzenie homeostazy wapniowej oraz stres oksydacyjny
moze uruchamia¢ w komorce liczne procesy degradacyjne. Wywotany dziataniem A

wzrost stezenia wewnatrzkomorkowego [Ca®'];, wolnych rodnikéw 1 kwasu
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arachidonowego moze by¢ sygnatem do $mierci komorki na drodze apoptotycznej
(Mattson i wsp., 1989, Cheng i Mattson, 1991, Cheng i wsp., 1994). Badania Mattsona
wskazuja, ze liczne procesy neurodegeneracyjne inicjowane sa w zakonczeniach
synaptycznych. Wyniki badan przedstawione w tej pracy wykazaty, ze agregowany Af3
25-35 indukuje w cytozolu =zakonczen synaptycznych procesy prowadzace do
degradacji DNA jadrowego. Peptyd ten oraz 2mM CaCl, nie wptywaja na degradacje
DNA jadrowego podczas bezposredniej inkubacji jader komorkowych z tymi
zwiazkami. Natomiast peptydy AP podczas czterogodzinnej inkubacji aktywuja w
cytozolu synaptozomoéw czynnik lub tez czynniki, ktére podczas trzydziestominutowe;j
inkubacji z jadrami komérkowymi wywotuja degradacje DNA jadrowego. Po dtuzsze;j,
godzinnej inkubacji frakcji jadrowej z cytozolem synaptozomalnym traktowanym Af
25-35 degradacja DNA przybiera charakter drabinki apoptotycznej. Po dwugodzinne]
inkubacji drabinka apoptotyczna widoczna jest zarowno we frakcji jadrowej
inkubowanej z cytozolem synaptozomalnym kontrolnym jak réwniez z cytozolem
wyizolowanym po uprzedniej inkubacji synaptozoméw z AP. W kazdym przypadku
konieczna jest obecnos$¢ czynnika cytozolowego. Badania ostatnich lat (Mattson, 2000)
wskazywaly, ze peptydy AP inicjuja w zakonczeniach synaptycznych procesy
prowadzace do $mierci komoérki na drodze apoptotycznej, tzw. ,,apoptoz¢ synaptyczna”.
Sugerowano, ze AP aktywuje nieznane czynniki cytozolowe w zakonczeniach
synaptycznych, ktore sa transportowane w kierunku ciata komorki, gdzie aktywuja
procesy prowadzace do apoptozy (Keller i wsp., 1997, Mattson, 2000). Ostatnie badania
sugeruja, ze wolne rodniki oraz wapn sa czynnikami wywolujacymi apoptozeg
synaptyczna (Mattson, 2000). Uzyskane wyniki zaprezentowane w tej pracy wskazuja,
ze peptydy AP poprzez stymulacj¢ naplywu jondw wapnia przez kanaty wapniowe
zalezne od potencjalu typu L lub (i) stymulacje powstawania wolnych rodnikow
indukuja lokalnie w zakonczeniach synaptycznych (synaptozomach) aktywacje
czynnika(6w) prowadzacych do degradacji DNA jadrowego. Przedstawione wyniki
badan sugeruja, ze aktywacja kaspazy-3 przez AP moze by¢ jednym z czynnikow
indukujacych degradacje DNA. Zastosowanie inhibitora kaspazy-3 zmniejsza
uszkodzenie DNA wywotane dziataniem Af. Mattson i wsp., 1998 wykazat, ze A} 1-42
oraz AP 25-35 stymuluja aktywnos¢ kaspazy-3 w synaptozomach. Prekursory kaspazy-

3 obecne w cytozolu synaptozomoéw moga by¢ aktywowane przez peptydy AP oraz
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moga by¢ istotnym czynnikiem w aktywacji degradacji DNA jadrowego. Postuluje sig,
ze istotnym czynnikiem indukujacym fragmentacj¢ DNA na drodze apoptotycznej jest
kwas arachidonowy (Yasuda i wsp., 1999). KA uwalniany przez peptydy A z lipidow
bton synaptoplazmatycznych moze by¢ jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za
aktywacje kaspazy-3 i1 degradacj¢ DNA jadrowego. Uwaza sig, ze PI-3 kinaza jest
zaangazowana w regulacj¢ $mierci komoérek na drodze apoptotycznej. Sugeruje sig, ze
szlak PI-3 kinaza/Akt uczestniczy w modyfikacji post-translacyjnej biatka BAD.
Inhibicja PI-3 kinazy miataby prowadzi¢ do obnizenia fosforylacji biatka BAD, ktore w
formie ufosforylowanej pozostaje w cytozolu 1 nie wchodzi w interakcje z biatkiem
BCL2, jest wigc bezpieczne dla komorki. Nieufosforylowane biatko BAD ma
wlasciwos$ci proapoptotyczne, wiaze si¢ z biatkami pro-zyciowymi, np. BCL2 i znosi
ich funkcj¢ ochronna. Wyniki uzyskane w tej pracy (dane nie prezentowane) wykazaty,
ze zahamowanie aktywnos$ci PI-3kinazy pozostawalo bez wptywu na aktywacje przez

AP synaptozomalnego czynnika prowadzacego do degradacji DNA.
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VIl  WNIOSKI

1. Aktywnos$¢ acetylotransferazy cholinowej jest obnizona w wyniku starzenia w korze
moézgu 1 w prazkowiu. Peptydy AP powoduja znamienne obnizenie aktywnos$ci
ChAT wytacznie w prazkowiu starczym. Uzyskane wyniki wskazuja, ze AP poprzez
uwalnianie kwasu arachidonowego 1 wolnych rodnikéw moze wplywaé na
zaburzenie funkcji uktadu cholinergicznego w tej strukturze mozgu prawdopodobnie

na skutek wigkszej wrazliwos$ci starczego prazkowia na dziatanie tych zwiazkow.

2. Zagregowane formy peptydow AP w wyniku znaczacego obnizenia aktywnos$ci
fosfolipazy C beta (PLCP) degradujacej PIP, i hamowania uwalniania wtornych
metabolicznych przekaznikéw informacji takich jak DAG i IP; moga by¢
odpowiedzialne za zaburzenie transdukcji sygnalu regulowanej przez wymienione

mediatory.

3. Stwierdzono po raz pierwszy, ze jadrowym odbiorca sygnatu przekazywanego od
receptora muskarynowego uktadu cholinergicznego poprzez degradacje PIP; i
uwalnianie IP; jest enzym jadrowy polimeraza(poli-ADP)rybozy. Zagregowane
peptydy AP poprzez inhibicje fosfolipazy C zaleznej od receptora i obnizenie
poziomu IP3 moga zaburza¢ przekazywanie informacji do jadra komoérkowego na

poziomie PARP-u.

4. Zaréwno peptydy AP jak i apolipoproteina E4 w wyniku obnizenia aktywnosci
PLCS degradujacej fosfatydyloinozytol i obnizenia poziomu diacyloglicerolu moga

wptywaé na degradacje BAPP w kierunku amyloidogennym.

5. Peptydy AP poprzez inhibicje aktywnosci PI-4kinazy i obnizenie poziomu PIP i
PIP, moga modulowa¢ aktywno$¢ PLC 1 zalezne od niej procesy. W wyniku
inhibicji aktywnos$ci PI-4kinazy peptydy AP moga réwniez powodowacé zaburzenie
funkcji cytoszkieletu komorki. Proces starzenia pozostaje bez wplywu na
modulowana przez peptydy AP fosforylacje endogennych fosfolipidow

inozytolowych.
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6. Peptydy AP poprzez stymulacj¢ naptywu jondw wapnia do zakonczen
synaptycznych w wyniku pobudzenia zaleznego od potencjatu kanatu wapniowego
typu L 1 aktywacji uwalniania kwasu arachidonowego z fosfoinozytydow indukuja
w cytozolu zakonczen synaptycznych (synaptozomach) procesy prowadzace do

degradacji jadrowego DNA.
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VIII STRESZCZENIE

Peptydy AP 39/43, produkty degradacji bialka prekursorowego amyloidu beta
(BAPP) obecne sa w ptynach ustrojowych oraz w plynie zewnatrzkomorkowym w
stezeniu pikomolarnym. Stgzenie tych peptydéw wzrasta w mdzgu w procesie starzenia,
w roznego typu amyloidozach, po urazach, a przede wszystkim w chorobie Alzheimera.
Obecnie uwaza sig, ze peptydy AP moga odgrywac istotna rol¢ w patogenezie choroby
Alzheimera. Zwiazki te odktadane w postaci ptytek starczych w hipokampie i w korze
moézgu moga powodowaé zaburzenia funkcji licznych uktadéw przekaznikowych, w
tym ukladu cholinergicznego zwiazanego =z przemianami fosfoinozytydow.
Uszkodzenie funkcji tego uktadu moze dotyczy¢ metabolizmu acetylocholiny,
wlasciwosci receptora, przemian metabolicznych fosfoinozytydow i ich transportu oraz
uwalniania 1 dzialania przekaznikow informacji drugiego rzgdu. Mimo intensywnych
badan zmierzajacych do zrozumienia mechanizmu dziatania AP na uklad
cholinergiczny wiele zagadnien pozostalo nadal nie wyjasnionych. Dotychczasowe
prace wykazaty, ze w warunkach hodowli tkankowej peptydy AP hamuja wychwyt i
transport choliny oraz uwalnianie acetylocholiny. Natomiast nieliczne i kontrowersyjne
wyniki nie wyjasnity znaczenia peptydow AP w modulacji aktywnosci
acetylotransferazy cholinowej (ChAT), kluczowego enzymu w syntezie acetylocholiny.
W  moézgach alzheimerowskich stwierdzono bardzo wyrazny spadek stgzenia
acetylocholiny oraz obnizenie aktywno$ci ChAT w korze mézgu i w jadrze Meynerta.

Uszkodzenie transdukcji sygnatu na drodze fosfoinozytydowej moze odbywac si¢
ponadto na etapie wytwarzania metabolicznych przekaznikéw informacji drugiego
rzedu diacyloglicerolu (DAG) i inozytolo-1,4,5-trisfosforanu (IP;), uwalnianych w
wyniku degradacji fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP,;) przez fosfolipaz¢ C
(PLC). Przemiany metaboliczne PIP, zaleza rowniez od aktywnosci kinaz fosfolipidow
inozytolowych, PI-4kinazy i PIP-5kinazy, kluczowych enzymoéw bioracych udziat w
syntezie tego lipidu. Badania m6zgéw alzheimerowskich wykazaty obnizona degradacje
fosfoinozytyddéw zalezna od muskarynowego receptora cholinergicznego i biatek G oraz
obnizenie aktywno$ci Pl-4kinazy. Bardzo waznym zagadnieniem badawczym

pozostawalo wyjasninie znaczenia peptydéw AP w zaburzeniach aktywnos$ci PIP,-PLC
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oraz PI- i PIP-kinazy, a takze biatek transportujacych fosfatydyloinozytol (PI-TP) z
miejsca syntezy do bton synaptoplazmatycznych. Ponadto wyjasnienia wymagat udziat
peptydow AP w degradacji fosfatydyloinozytolu (PI) przez PLC i uwalnianiu puli DAG,
ktora pelni istotna role w podtrzymaniu aktywnosci PKC, w regulacji metabolizmu
BAPP 1 uwalnianiu AB. W analizie zjawisk molekularnych odpowiedzialnych za
neurotoksycznos$¢ peptydow AP nie uwzgledniono roli apolipoproteiny E4 (apoE4) i
innych zwiazkéw im towarzyszacych.

W niniejszej pracy podjgto wobec tego badania zmierzajace do wytlumaczenia
mechanizmow dziatania peptydow AP w modulacji przemian fosfoinozytydéow w
moézgu dojrzatym i starczym majac na uwadze dane literaturowe wskazujace na wigksza
wrazliwos¢ struktur mézgu starczego na dzialanie peptydow Ap.

Podjete zagadnienia badawcze miaty na celu zbadanie udzialu peptydow AP 1
zwiazkéw im towarzyszacych w modulacji aktywnos$ci ChAT oraz PI- i PIP,-PLC
podstawowej jak i zaleznej od pobudzenia receptora cholinergicznego i biatek G.
Ponadto zbadano wptyw peptydow AP na podstawowa i zalezna od pobudzenia
receptora cholinergicznego i IP; aktywno$¢ polimerazy(poli-ADP)rybozy (PARP).
Celem pdjetych badan bylo réwniez okreslenie udzialu peptydow AP w procesach
fosforylacji fosfolipidow inozytolowych oraz w regulacji aktywno$ci kinaz tych
fosfolipidow. Zbadano ponadto wplyw peptydow AP na zalezna od lipidowych
mediatorow  aktywacje  cytozolowego  czynnika(-ow) w  synaptozomach
odpowiedzialnego za degradacje DNA jadrowego.

Do doswiadczen uzywano szczurdw dorostych (4-miesigczne) i1 starych (24-
miesigczne) rasy Wistar, z hodowli prowadzonej w IMDiK PAN, w Warszawie.
Strukture drugorzedowa peptydow AP oceniano metoda dichroizmu kotowego, a ich
agregacj¢ (fibrylizacje) na podstawie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym oraz
spektrofluorymetrycznie z uzyciem tioflawiny-T. Wyjsciowym materiatem do badan
byta istota szara kory mozgu, hipokamp oraz prazkowie. Aktywnos$¢ badanych
enzymoOw oznaczano w homogenacie, frakcji synaptoneurozomalnej i synaptozomalnej
oraz we frakcjach subkomorkowych: btonach synaptoplazmatycznych 1 w cytozolu. W
badaniach aktywno$ci enzymow stosowano metody radiochemiczne. Ekspresje genu na

poziomie biatka oznaczano metoda immunochemiczng, natomiast na poziomie mRNA
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przy uzyciu techniki hybrydyzacji in situ i metody RT-PCR. Do badania poziomu
wolnych  rodnikow 1  oksydacji  biatek 1 lipidow uzywano  metody
spektrofluorymetryczne i spektrofotometryczne.

W badaniach stwierdzono, ze aktywno§¢ ChAT jest obnizona w korze mdzgu i
prazkowiu u zwierzat starych w stosunku do dorostych. Zagregowane peptydy AP
powoduja znamienne obnizenie aktywnos$ci ChAT wylacznie w prazkowiu starczym.
Kwas arachidonowy (KA) i nadtlenek wodoru (H,O,) powoduja rowniez obnizenie
aktywnosci tego enzymu w prazkowiu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze AP poprzez
uwalnianie KA 1 wolnych rodnikéw moze wptywaé na zaburzenie funkcji uktadu
cholinergicznego prawdopodobnie na skutek wigkszej wrazliwosci starczego prazkowia
na dzialanie tych zwiazkow.

Zaobserwowano, ze wytacznie zagregowany AP 1-40 oraz jego neurotoksyczny
fragment AP 25-35 wywotluja obnizenie aktywnos$ci PIP,-PLC (PLCP) podstawowej
oraz zaleznej od pobudzenia receptora cholinergicznego i biatek G w korze moézgu i w
hipokampie u zwierzat dorostych. Wyniki wskazuja, ze zagregowane formy peptydow
AP w wyniku znaczacego obnizenia aktywnosci PLCP degradujacej PIP, i inhibicji
uwalniania wtérnych metabolicznych przekaznikow informacji takich jak DAG i IP;
moga by¢ odpowiedzialne za zaburzenie transdukcji sygnalu regulowanej przez
wymienione mediatory.

Stwierdzono takze, ze pobudzenie receptora cholinergicznego wywotuje wzrost
aktywnosci PARP w korze mozgu i w hipokampie u zwierzat dorostych. Zablokowanie
receptora dla IP; znosi obserwowana aktywacj¢ tego enzymu. Wyniki wskazuja, ze
PARP jest jadrowym odbiorca sygnatu przekazywanego od receptora cholinergicznego,
a peptydy AP znosza aktywacj¢ enzymu zalezna od pobudzenia tego receptora.
Zagregowane peptydy AP poprzez inhibicje¢ zaleznej od receptora PLC 1 obnizenie
poziomu IP; moga zaburza¢ przekazywanie informacji do jadra komodrkowego na
poziomie PARP-u.

Po raz pierwszy wykazano, ze nie tylko zagregowany AP 1-40, ale rowniez
apoE4 obniza aktywno$¢ PI-PLC (PLCS) w korze mézgu 1 w hipokampie u zwierzat
dorostych. Ponadto stwierdzono, ze apoE4 powoduje wzrost poziomu biatka PLCS.

Wyniki te sugeruja, ze zaro6wno peptydy AP jak i1 apoE4 w wyniku obnizenia
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aktywno$ci PLCS i poziomu DAG moga wpltywaé¢ na degradacje BAPP w kierunku
amyloidogennym.

Stwierdzono, ze A 1-42 wywoluje obnizenie fosforylacji PIP do PIP, w korze
moézgu i w hipokampie u zwierzat dorostych. AP oraz apoE4 i KA odpowiednio hamuja
aktywnos$¢ PI-4 kinazy oraz PI-4 kinazy i PIP-Skinazy w korze moézgu. Wyniki te
sugeruja, ze peptydy AP i1 apoE4 poprzez obnizenie poziomu PIP i PIP, moga
modulowaé funkcje cytoszkieletu komoérki oraz aktywnos¢ PLC i zalezne od niej
procesy.

Zagregowane peptydy AP stymuluja naptyw Ca’" do synaptozoméw kory mézgu
przez kanaly zalezne od potencjatu typu L. Ponadto AP 1-40/1-42 stymuluje uwalnianie
KA z PI oraz produkcje wolnych rodnikow i oksydacje lipidow 1 biatek bton
synaptoplazmatycznych. Wyniki sugeruja, ze wyzej wymienione procesy stymulowane
przez peptydy AP indukuja w cytozolu zakonczen synaptycznych (synaptozomach)
procesy prowadzace do degradacji DNA jadrowego.
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