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Objasnienia skrotow stosowanych w

pracy

002

7-NI

Ac-DEVD-AMC

AD
AIF

ALS

AMC

APP

APPsw

APPwt
APV
ASN
ATP
AB

BER

BFGF
BML-259
BSA

BSN

anionorodnik ponadtlenkowy

7-nitroindazol

acetylo-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylokumaryna

choroba Alzheimera

czynnik indukujacy apoptoze

stwardnienie zanikowe boczne

ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis

amido-4-metylokumaryna

biatko prekursorowe amyloidu beta

(ang. p-amyloid precursor protein)

komorki

transfekowane genem dla APP 2z mutacjg typu

szwedzkiego

komorki transfekowane genem dla APP dzikiego typu

kwas DL-2-Amino-5-fosfonowalerianowy

a-synukleina

adenozynotrifosforan

amyloid beta

naprawa poprzez wycinanie zasad

ang. Base Excision Repair

czynnik wzrostu fibroblastow

N-(5-izopropylotiazol-2-yl)fenyloacetamid

albumina bydleca surowicza

B- synukleina



Skroty

CaMK II kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny II
CDK kinaza cyklinozalezna

(ang. cyclin dependent kinase)

ChP choroba Parkinsona

CK1 kinaza kazeinowa 1

CK2 kinaza kazeinowa 2

cNOS konstytutywna izoforma syntazy tlenku azotu
CsA cyklosporyna A

CSP-a ang. Cysteine-String Protein-a

DA dopamina

DAA dekarboksylaza aromatycznych aminokwasow
DAT transporter dopaminy

DCF 2’,7-dwuchlorofluoresceina

DCFH 2’,7’-dwuchlorofluorescyna

DMEM pozywka Dulbecco zmodyfikowana przez Eagle’a

(ang. Dulbecco’s modified Eagle medium)

DMSO dimetylosulfotlenek

DTT ditiotreitol

EDTA s6l disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

EGTA kwas etylenoglikol-O-O*‘bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N‘ tetraoctowy
eNOS srodbtonkowa izoforma syntazy tlenku azotu

ER siateczka srodplazmatyczna

FABP bialko wiazace kwasy ttuszczowe

ang. fatty acid binding protein

FCS ptodowa surowica cielgca
g przyspieszenie ziemskie (grawitacja)
GClIs cytoplazmatyczne wtrety gleju
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Skroty

GSK-3 kinaza 3 syntazy glikogenu

GTP guanozynotrojfosforan

H>DCF 2’,7-dwuchlorodwuhydrofluoresceina
H>DCF-DA dwuoctan 2’,7-dichlorodwuhydrofluoresceiny
H20> nadtlenek wodoru

H.B tetrahydrobiopteryna

Hdm2 czynnik odpowiedzialny za degradacje p53

ang. human double minute-2

HEPES kwas 2-[4-(2-hydroksetylo)-1-piperazyno|etanosulfonowy
HS surowica konska

HT hydroksylaza tyrozynowa

HT22 unie$miertelnione mysie komorki hipokampa

ICAM-1 biatko adhezji komorkowej

ang. intercellular adhesion molecule-1

iNOS indukowana izoforma syntazy tlenku azotu
KA kwas arachidonowy

KRBS bufor Krebs-Henseleit

LB ciala Lewy’ego

LBD otepienie z ciatami Lewy’ego

LBV wariant choroby Alzheimera z cialami Lewy’ego
LNs neuryty Lewy’ego

LPS lipopolisacharyd

LTP dltugotrwate pobudzenie synaptyczne

MAPK kinaza MAP

MK-801 dizocilpine (maleinian (+)-5-metylo-10,11-dihydro-5H-

dibenzola,d|cyklohepten-5,10-iminy

MPTP 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna
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Skroty

MPT

MSA

MTT

NAAN

NAC

NAD

NFT

NFkB

NGF

NMDA

NNLA

nNOS

NO

NOS

ONOO -

OUN

PAR

PARP

PBS

PARK

PC12

12

megakanatl mitochondrialny

ang. mitochondrial permeability transition

zanik wieloukladowy

ang. multiple system atrophy

bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy
(4S)-N-(4-amino-5S[aminoetyloJaminopentylo)-N’-nitroguanidyna
niebedacy biatkiem B-amyloidowym sktadnik plytek starczych
ang. Non-amyloid ff component of Alzheimer disease plaques,
dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

zwyrodnienia wlokienkowe

(ang. neurqofibrillary tangles)

czynnik jadrowy kappa B

ang nuclear factor kappa B

czynnik wzrostu neuronow

ang. neuronal growth factor,

N-metylo-D-asparaginian

NGnitro-L-arginina

neuronalna izoforma syntazy tlenku azotu

tlenek azotu

syntaza tlenku azotu

nadtlenoazotyn

osrodkowy uktad nerwowy

polimery poli(ADP-rybozy)

polimeraza poli(ADP-rybozy)

bufor fosforanowy — buforowany roztwor soli fizjologiczne;j
parkina

komorki chromochtonne guza nadnerczy



Skroty

(ang. Pheochromocytoma)
PCR Reakcja lanncuchowa polimerazy
ang. polymerase chain reaction,

PJ-43 chlorowodorek  N-(6-Okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)-(N,N-

dimetylamino)acetamidu

PKC kinaza biatkowa C

PKC? kinaza bialkowa Cd
PLD. fosfolipaza D2

PMR plyn mozgowo-rdzeniowy
PVDF polifluorek winylidenu
ROS reaktywne formy tlenu

ang. Reactive Oxygen Species

SDS dodecylosiarczan sodowy

SEM btad standardowy Sredniej

Ser seryna

SNARE ang. SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) REceptors
SNCA nazwa genu kodujacego a-synukleine

SNP nitroprusydek sodu

SNPs polimorfizmy pojedynczych nukleotydow

ang. single nucleotide polymorphisms
STS staurosporyna

TBS bufor o sktadzie 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20,

pH doprowadzone kwasem solnym do 7,6

TCA kwas tréjchlorooctowy

Th-T tioflawina-T

Tris tris(hydroksymetylojaminometan
Tyr tyrozyna
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UCH-L1 ligaza ubikwityny 1
VMAT: pecherzykowy transporter dopaminy

Z-DEVD-FMK keton Z-Asp(O-Me)-Glu(O-Me)-Val-Asp(O-Me)fluorometylowy

14
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Choroby neurodegeneracyjne sa grupa zaburzen, o charakterze
progresywnym, w ktorych dochodzi do zmian w strukturze i funkcjonowaniu
neuronéw, co w wiekszosci przypadkow prowadzi do ich §mierci (szczegodlnie
w poznych stadiach choroby). Etiologia przewazajacej czesci chorob
neurodegeneracyjnych nie jest znana. Wskazuje sig, ze kluczowym
czynnikiem odpowiedzialnym za neurodegeneracje jest pojawianie sie
agregatow biatkowych zaréwno wewnatrz neurondéw, jak i w przestrzeni
zewnatrzkomorkowe;j. Powstawanie  tego  rodzaju  zroznicowanych
molekularnie wtretéw o podobnych fizyko-chemicznych wtasciwosciach
spowodowane jest zmianami konformacji i oligomeryzacja wielu biatek.
Sposrod nich na szczegolna uwage zastuguje a-synukleina (ASN), biatko
prekursorowe peptydu NAC bedacego drugim, po amyloidzie B, skltadnikiem
blaszek starczych w chorobie Alzheimera. Wykazano, ze ASN jest jednym z
glownych elementow cytoplazmatycznych wtretow w moézgu zwanych
cialami Lewy’ego, bedacych markerami choroby Parkinsona (ChP)
(Trojanowski i Lee, 1998). Wiele badan wskazuje, ze zaburzenia prawidlowe;j
struktury biatka ASN majg istotne znaczenie nie tylko w patogenezie ChP,
ale rowniez w chorobie Alzheimera 2z cialami Lewy’ego, atrofii
wielosystemowej, chorobie otepiennej z cialami Lewy’ego (LBD) (Spillantini i
Goedert, 2000) oraz innych chorobach neurodegeneracyjnych zbiorczo
nazwanych synukleinopatiami. Odkrycie zaleznosci pomiedzy
wystepowaniem dziedzicznej postaci ChP a mutacjami A30P, AS3T oraz
E46K w genie kodujacym ASN (Polymeropoulos i wsp., 1997; Kruger i wsp.,
1998; Zarranz i wsp., 2004) zainicjowalo liczne badania nad znaczeniem
tego biatka w patogenezie ChP i innych choréb neurodegeneracyjnych. Do
chwili obecnej nie udalo sie ustali¢c dokladnie roli a-synukleiny w patologii
ChP i innych zaburzen, jak rowniez w pelni okreslic jej znaczenia w

procesach fizjologicznych.

a-synukleina zostatla odkryta w 1988 roku. Bialko to znaleziono w
pecherzykach cholinergicznych wyizolowanych z narzadu elektrycznego
gatunku Torpedo Californica (Maroteaux i wsp., 1988). Swoja nazwe
zawdziecza ono swojej lokalizacji, pierwotnie stwierdzonej w synapsach i

jadrze neuronow. Obecnie wiadomo, ze a-synukleina nalezy do wiekszej
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rodziny biatek wystepujacych wylacznie u strunowcow (Clayton i George,
1998; Lavedan, 1998). Do rodziny synuklein zalicza sie a-, - i y-synukleine
oraz synoretine. Sa one biatkami rozpuszczalnymi, o masie czasteczkowej
ok. 14 kDa. Wszystkie synukleiny sa bogato reprezentowane w ukladzie
nerwowym, szczegOlnie za$ z zakonczeniach presynaptycznych neuronow
(Maroteaux i wsp., 1988; Clayton i George, 1998). Ekspresja synuklein u
kregowcOw rozpoczyna sie w poznym stadium rozwoju embrionalnego,
osiggajac maksimum okolo 15 dnia po urodzeniu. a- i B-synukleina
wystepuja glownie w osSrodkowym ukladzie nerwowym (OUN), podczas gdy
y-synukleina jest obecna przede wszystkim w synapsach neuronow
obwodowych (Abeliovich i wsp., 2000; Ninkina i wsp., 2003). a-synukleina
ulega wysokiej ekspresji w osrodkowym ukladzie nerwowym, glownie w
zakonczeniach presynaptycznych neuronéw kory moézgowej i hipokampa,
zawoju zebatego, opuszki wechowej, wzgorza i moézdzku oraz w
zakonczeniach neuronow dopaminergicznych w prazkowiu (George, 2002;
Totterdell i Meredith, 2005). Wystepowanie a-synukleiny stwierdzono
rowniez w plytkach krwi, komorkach hematopoetycznych oraz w migsniu

sercowym (Shin i wsp., 2000).
Budowa a-synukleiny

Ludzki gen kodujacy o-synukleine (SNCA) sklada sie z 117 pz,
znajduje sie na chromosomie 4q21 (PARK-1) i posiada 6 egzonéw
kodujacych 140 aminokwasowe biatko. (Polymeropoulos i wsp., 1996).
o—Synukleina wystepuje w postaci monomeru, o bardzo charakterystycznej
strukturze pierwszorzedowej, ktoéra mozna podzielic na trzy domeny
(Rycina 1): amfipatyczny, wysoce konserwowany region N-koncowy
(aminokwasy 1-60) skladajacy sie z 7-krotnych powtorzen sekwencji
KTKEGYV o strukturze a-helisy, centralny region hydrofobowy (aminokwasy
61-95), ktory stanowi sekwencja NAC (ang. Non-amyloid f component of
Alzheimer disease plaques, czyli niebedacy biatkiem (-amyloidowym
skladnik plytek starczych) oraz region C-konicowy o strukturze
nieuporzadkowanej (aminokwasy 96-140) (Recchia i wsp., 2004).
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7 powtdrzen 11- aminokwasowych
z konserwatywna sekwencjg KTKEGVY

Mutacja Mutacja ® NAC =
A30P AS3T ® (aa 6195) °
aa -

} } & :

=
1 T : 61 m 95 140
Mutacja ") : (35)
E46K "
Hydrofobowa domena Ujemnie naladowany
N-koniec centralna C-koniec

Rycina 1 Struktura czasteczki a-synukleiny (zmodyfikowano wg Recchia i wsp., 2004).

Budowa a-synukleiny nadaje jej specyficzne biofizyczne wlasciwosci.
W roztworach wodnych biatko to przyjmuje strukture ktebka statystycznego
(Weinreb i wsp., 1996; Eliezer i wsp., 2001). W wyniku wigzania z lipidami
a-synukleina przyjmuje okreslona strukture drugorzedowa, ktora sklada sie
z 2 amfipatycznych, antyparalelnych a-helis z nieuporzadkowanym
regionem C-koncowym (Chandra i wsp., 2003; Ulmer i wsp., 2005)
(Rycina 2). Za zdolnos¢ ASN do wiazania sie z lipidami odpowiada jej N-
koncowy fragment (Cookson, 2005). W tym regionie znajduja si¢ miejsca
lokalizacji trzech mutacji punktowych biatka a-synukleiny
zidentyfikowanych w dziedzicznych chorobach neurodegeneracyjnych.
Mutacje A30P i AS3T sa odpowiedzialne za powstawanie genetycznie
uwarunkowanej choroby Parkinsona (Kruger i wsp., 1998; Polymeropoulos i
wsp., 1997), natomiast mutacja E46K zidentyfikowana =zostala w
dziedzicznym otepieniu z ciatami Lewy’ego (Zarranz i wsp., 2004). Mutacje
E46K oraz AS3T poteguja wiazanie z lipidami i fibrylizacje, podczas gdy
mutacja A30P zmniejsza zdolnos¢ wiazania lipidow i spowalnia proces

tworzenia fibryli (Choi i wsp., 2004).

Region C-koncowy obfituje w proline oraz aminokwasy kwasne, ktore
nadaja mu ujemny ladunek, co warunkuje przyjmowanie przez biatko
struktury nieuporzadkowanej na tym odcinku (Recchia i wsp., 2004).
Posiada on kilka miejsc fosforylacji: Tyr 125, 133 i 136 oraz Ser 129. Okolo
90% a-synukleiny wyizolowanej z mo6zgow chorych na synukleinopatie jest
ufosforylowanych na Ser 129 (Fujiwara i wsp., 2002). Region C-koncowy ma

wlasciwosci hamujace agregacje a-synukleiny (Murray i wsp., 2003).
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Region NAC pierwotnie zostal wyizolowany z plytek starczych mozgow
alzheimerowskich jako jeden z glownych obok amyloidu beta (AB) ich
skladnikéw. Wylacznie ASN posiada domene NAC. Obecnosé¢ tego
hydrofobowego fragmentu sprzyja tworzeniu przez ASN struktury p-kartki,
ktéra inicjuje proces agregacji i powstawania rozpuszczalnych oligomerow
(Ding i wsp., 2002). Oligomery te wykazuja tendencje do dalszej agregaciji i
tworzenia nierozpuszczalnych ztogow odkladanych w postaci cial Lewy’ego

(Bodles i wsp., 2001: Giasson i wsp., 2001).

Wazna cecha pierwszorzedowej struktury o—synukleiny jest obecnosc¢
nieregularnie powtarzajacych sie, siedmiu jedenasto-aminokwasowych
motywow w obrebie pierwszych 95 aminokwasow. Taka struktura wystepuje
takze w innych biatkach wiazacych odwracalnie lipidy i umozliwia wiazanie
o—synukleiny do fosfolipidow blonowych, co wydaje si¢ mie¢ kluczowe
znaczenie dla jej funkcji (Bussell i Eliezer, 2003; Payton i wsp., 2004). W
strukturze a-synukleiny wystepuja ponadto dwa regiony (2-19 oraz 123-
140) wykazujace znaczne podobienstwo do sekwencji charakterystycznych
dla cytozolowych bialek FABP (z ang. fatty acid binding protein) wiazacych
kwasy tluszczowe, co sugeruje, ze a-synukleina moze naleze¢ do rodziny

tych bialek (Sharon i wsp.,2001).

Plastycznos¢ strukturalna biatka a-synukleiny umozliwia jej
dostosowanie konformacji do warunkow sSrodowiskowych oraz umozliwia
interakcje z wieloma mikro- i makromolekutami, dlatego tez ASN uzyskala
miano bialkowego ,kameleona” (Uversky, 2003). Istnieje wiele badan
dotyczacych ro6znych rodzajow konformacji przyjmowanej przez o-
synukleine in vitro, niestety do tej pory nie wiadomo, jaka forme przyjmuje

to biatko w zywej komorce.
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_— ASN

‘.
V.

Micella

Rycina 2 Konformacja ktora przyjmuje ASN w wyniku wigzania z micellami (Chandra i wsp.,

2003).

Modyfikacje posttranslacyjne a-synukleiny

Dotychczasowo opisano kilka modyfikacji posttranslacyjnych o-
synukleiny, takich jak proteoliza, fosforylacja, utlenienie, nitracja, czy
ubikwitynacja. a-Synukleina jest konstytutywnie ufosforylowana na
resztach serynowych, glownie na Ser 129 (Okochi i wsp., 2000). Drugim
najczesciej ufosforylowanym miejscem w czasteczce o-synukleiny jest Ser
87. Liczne dane wskazuja, ze proces fosforylacji ASN jest Scisle regulowany i
zachodzi in vivo. Gléwnymi kinazami odpowiedzialnymi za ufosforylowanie
o-synukleiny na Ser 129 oraz Ser 87 sa kinazy kazeinowe CK-1 i CK-2
(Bennett i wsp., 1993; Gross i wsp., 1995). Kolejnym enzymem bioracym
udzial w modyfikacji ASN jest kinaza receptorow sprzezonych z biatkiem G
(Pronin i wsp., 2000). Aktywacja kinaz bialkowych A i C nie wplywa na
proces ufosforylowania a-synukleiny (Okochi i wsp., 2000). Fosforylacja o-
synukleiny na Serl29 przyspiesza agregacje tego biatka, wobec tego
postuluje sie udzial tej posttranslacyjnej modyfikacji w tworzeniu ciat
Lewy’ego (Smith i wsp., 2005; Chen i Feany, 2005; Fujiwara i wsp., 2002;
Nishie i wsp., 2004).

a-Synukleina moze by¢ rowniez fosforylowana przez specyficzne
kinazy tyrozynowe z rodziny kinaz Src (Nakamura i wsp., 2002; Ellis i wsp.,

2001). Reszty tyrozynowe o—synukleiny w warunkach stresu oksydacyjnego
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lub nitrozacyjnego moga ulegac oksydacji do o,0-dityrozyny lub 3-
nitrozylacji. @ Obydwie modyfikacje znacznie zwiekszaja zdolnos¢
o—synukleiny do agregacji. W tym aspekcie fosforylacja reszt tyrozynowych
ASN chroni je przed dzialaniem stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego oraz
zapobiega jej agregacji (Tetsuya i wsp., 2002). a-Synukleina podlega réwniez
procesom O-glikozylacji. W zdrowym mozgu ta forma biatka wystepuje w
bardzo niskich stezeniach. O-glikozylowana a-synukleina ulega
ubikwitynacji, a nastepnie jest degradowana na drodze proteasomalnej

(Shimura i wsp, 2001).
Regulacja poziomu a-synukleiny w komoérce

Ekspresja genu i poziom bialka o-synukleiny zmienia si¢ zaréwno z
rozwojem osrodkowego ukladu nerwowego, jak i w procesie starzenia moézgu
(Alves da Costa 2003; Petersen i wsp., 1999; Adamczyk i wsp., 2005). Liczne
czynniki wplywaja na jej ekspresje. Promotor genu SNCA, ktory nie posiada
sekwencji TATA (Liang i Carr, 2006), moze byC regulowany poprzez
aktywacje szlaku kinaz MAP wywolana miedzy innymi przez czynnik
wzrostu neuronéw (NGF), czy czynnik wzrostu fibroblastéow (BFGF) (Clough i
Stefanis, 2007). Ponadto zidentyfikowano liczne czynniki transkrypcyjne,
ktore zwiekszaja ekspresje genu dla a-synukleiny, miedzy innymi bialko
wiazace region wzmacniajacy CCAAT [ (Gomez-Santos i wsp., 2005), czy
Nurr-1 (Yang i Latchman, 2008). Do bialek obnizajacych ekspresje o-
synukleiny nalezy polimeraza poli-ADP rybozy (PARP), ktora wywiera swoje
hamujace dzialanie poprzez wiazanie si¢ z sekwencja Repl (Chiba-Falek i

wsp., 2005).

Okres poltrwania o-synukleiny, ktéry wynosi ok. 24 godzin,
dodatkowo wydluza si¢ w neuronach wraz ze starzeniem sie organizmu (Li i
wsp., 2004). Wskazuje to, ze obroty metaboliczne tego biatlka w warunkach
fizjologicznych nie sa dynamicznym procesem. Nie mniej jednak degradacja
ASN jest procesem Scisle kontrolujacym jej stezenie wewnatrz komorki. Do
chwili obecnej mechanizmy usuwania o-synukleiny z cytoplazmy nie sa do

konca wyjasnione.

Wiekszos¢ danych sugeruje udziatl systemu ubikwityna — proteasom
w metabolizmie a-synukleiny w komoérce (McNaught i wsp., 2001)

(Rycina 3). Selektywne inhibitory enzymow proteasomalnych, jak B-lakton
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czy epoksomycyna hamuja proces degradacji ASN w hodowlach tkankowych
(Bennett i wsp., 1999; Webb i wsp., 2003). Co wiecej, zablokowanie
aktywnosci proteasomalnej wskutek mutacji punktowych, czy poprzez
zastosowanie selektywnych inhibitorow prowadzi do akumulacji «-
synukleiny wewnatrz komorki i tworzenie wtretow podobnych do ciat
Lewy’ego (McNaught i wsp., 2002; Hyun i wsp., 2003; Li i wsp., 2004b).
Chociaz wykazano, ze o-synukleina moze ulega¢ procesowi ubikwitynacji w
warunkach in vitro (Liu i wsp., 2002), a w mozgach pacjentow z ciatlami
Lewy’ego mozna znalez¢ poli-ubikwitynowane formy tego biatka (Hasegawa i
wsp., 2002), modyfikacja ta wydaje sie byc¢ tylko jednym 2z procesow
bioracych udzial w degradacji ASN przez proteasomy (Tofaris i wsp., 2001;
Liu i wsp., 2003). Co ciekawe, a-synukleina ma zdolnos¢ do specyficznego
wigzania sie z podjednostkami kompleksu proteasomalnego, takimi jak S6’
(Snyder i wsp.,2003), czy biatko wiazace Tat-1 (Ghee i wsp., 2000). Wigzanie
to skutkuje silnym zahamowaniem aktywnosci proteasomalnej (Lindersson i
wsp., 2004). W procesie degradacji a-synukleiny przez system
proteasomalny istotng role odgrywa parkina (Rycina 3). Nalezy ona do
rodziny biatek E3, ktorych glownym zadaniem jest przylaczanie reszt
ubikwitynowych do bialek degradowanych przez proteasomy (Shimura i
wsp., 2000). W przeciwienstwie do grup E1 i E2, bialka E3 charakteryzuje
wysoka specyficznoS¢ substratowa (Ciechanover, 2005). Wykazano, ze w
warunkach fizjologicznych parkina wiaze sie z o-synukleina, ponadto

kolokalizacje tych dwoéch biatek wykryto rowniez w cialach Lewy’ego (Choi i

wsp., 2001).
U‘D@Q ©

q_f.';;*
NG

ADP Fragmenty
biatka

Rycina 3 Proces degradacji a-synukleiny przez system proteasomalny z udzialem parkiny

(PARK) (zmodyfikowano wg McNaught i wsp., 2001).
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Istnieja dane wskazujace na istotng role autofagii w degradacji a-
synukleiny. Aktywacja procesu makroautofagii w komoérkach PC12
wywotuje przeniesienie o-synukleiny 2z cytosolu do lizosomow i jej
degradacje (Webb i wsp., 2003). Zahamowanie funkcji lizosomow prowadzi
do nadmiernej akumulacji a-synukleiny wewnatrz komorki (Webb i wsp.,
2003; Lee i wsp., 2004). W translokacji i degradacji a-synukleiny w
lizosomach stwierdzono udzial bialek opiekunczych (Cuervo i wsp., 2004,
Vogiatzi i wsp., 2008). Zmutowane formy a-synukleiny blokuja receptory dla
tych bialek na powierzchni lizosomow, co w konsekwencji prowadzi do
zahamowania degradacji nie tylko zmutowanej i natywnej a-synukleiny, ale

rowniez innych bialek degradowanych przez lizosomy (Cuervo i wsp.,2004).

Dodatkowo, pojedyncze badania wskazuja, ze a-synukleina moze by¢
cieta przez roznorodne proteazy takie jak: neurozyna, kalpaina, czy
metaloproteinazy (Iwata i wsp., 2003; Mishizen-Eberz i wsp., 2003; Sung i
wsp., 2005). Enzymy te wykazuja zdolnoS¢ do degradacji zaréwno

monomerow a-synukleiny, jak i zagregowanych form tego biatka.
Fizjologiczna rola a-synukleiny

Obecnie trwaja intensywne badania zmierzajace do wyjasnienia
fizjologicznych wlasciwosci a-synukleiny. Ze wzgledu na specyficzna
lokalizacje oraz zdolnos¢ do wiazania sie z blonami lipidowymi, postuluje sie
udziat ASN w funkcji zakonczen synaptycznych, w uwalnianiu
neurotransmiterow, w ksztaltowaniu plastycznosci synaptycznej oraz w
regulacji funkcji ukladu dopaminergicznego (Abeliovich i wsp., 2000;
Murphy i wsp., 2000; Cabin i wsp., 2002; Larsen i wsp., 2006; Sidhu i wsp.,
2004). Ponadto wiele badan wskazuje, ze o-synukleina moze rowniez
wplywac posrednio i bezposrednio na procesy pro- i antyapoptotyczne (Seo i

wsp., 2002; Alves da Costa i wsp., 2002; Hashimoto i wsp., 2002).

Lokalizacja a-synukleiny w czeSci presynaptycznej zakonczen
nerwowych sugeruje jej udzial w ksztaltowaniu plastycznosci synaptyczne;j
(Steidl i Gomez 2003). Badania prowadzone na zwierzetach wykazaly, Ze
ekspresja o-synukleiny w hipokampie i korze moézgu wzrasta wraz z
postepujacym rozwojem embrionalnym (Alves da Costa 2003), jest
najwyzsza po urodzeniu, po czym ulega obnizeniu u osobnikéw dorostych

(Petersen i wsp., 1999). Doswiadczenia prowadzone na hodowli komérek
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hipokampa sugerujg réwniez role ASN w utrzymaniu funkcji synaps juz

utworzonych (Murphy i wsp., 2000).

a-synukleina wykazuje znaczaca homologie w budowie czasteczki z
bialkami 14-3-3 oraz, podobnie jak one pelni funkcje biatka opiekunczego
(Ostrerova i wsp., 1999). Oddzialywania biatko-biatko czesto maja istotne
znaczenie w prawidlowym funkcjonowaniu wielu Sciezek sygnalizacyjnych w
komorce. Wykazano, ze a-synukleina moze wchodzi¢ w interakcje z licznymi

bialkami oraz regulowac ich aktywnosc¢ i funkcje biologiczne (Tabela 1):

Tabela 1 Bialka, ktore wchodza w bezposrednia interakcje z a—synukleing.
Bialko Odnosnik literaturowy

Fosfolipaza D, (PLD,) Jenco i wsp., 1998; Payton i wsp., 2004
Ligaza ubikwityny 1 (UCH-L1) BBUSR W11}

Parkina Choi i wsp., 2001; Shimura i wsp., 2001; Oluwatasin-Chigbu i
wsp., 2003

Bialka 14-3-3 Ostrerova i wsp., 1999

BAD Ostrerova i wsp., 1999

ERK Ostrerova i wsp., 1999
Kinaza biatkowa C (PKC) Ostrerova i wsp., 1999
Kinaza MAP (MAPK) Iwata i wsp., 2001
Tubulina Alim i wsp., 2002

Oksydaza cytochromowa Elkon i wsp., 2002
kompleks IV

Transporter dopaminy Kobayashi i wsp., 2004; Sidhu i wsp., 2004; Wersinger 2003
AB, Tau Yoshimoto i wsp., 1995; Jensen i wsp., 1997

Kalmodulina Lee 1 wsp., 2002; Martinez i wsp., 2003

Kinaza bialkowa C8 (PKCS5) Kaul i wsp., 2005

PP2A Peng i wsp., 2005

Stwierdzono, ze o-synukleina uczestniczy w Sciezce metabolicznej
biatek CSP-a (ang. Cysteine-String Protein-a) oraz kompleksu SNARE (ang.
SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) REceptors), przez co moze chronic
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zakonczenia nerwowe przed uszkodzeniem (Chandra i wsp., 2005). W
badaniach tych udowodniono, ze ASN przeciwdziala procesowi
neurodegeneracji wywolanemu brakiem CSP-a co sugeruje, ze a-synukleina
jest bialkiem efektorowym CSP-o i odgrywa istotna role w utrzymaniu
kompleksu SNARE. Inne badania wykazaly, ze o-synukleina moze
ochrania¢ komorki przed czynnikami apoptotycznymi oraz opédzniac¢ ich
obumieranie wywolane usunieciem surowicy z pozywki hodowlanej (Alves da
Costa i wsp., 2002; Lee i wsp., 2001). Hashimoto i wsp. (2002) wykazali, ze
a-synukleina wykazuje wlasciwosci antyoksydacyjne, poprzez aktywacje
kinazy c-Jun, ktéra odgrywa istotna role w odpowiedzi komorki na stres
wolnorodnikowy. W stezeniu nanomolarnym oa-synukleina hamuje rowniez
procesy apoptotyczne miedzy innymi poprzez aktywacje Sciezki PI3
kinaza/Akt, zwiekszenie ekspresji biatek antyapoptotycznych z rodziny Bcl-
2 (Seo i wsp., 2002) oraz hamowanie apoptozy wywolanej aktywacja biatka
p5S3 (Alves da Costa i wsp., 2002). Dane ostatnich lat wskazuja na istotne
znaczenie a-synukleiny w procesie réznicowania i przezywalnosci komorek
dopaminergicznych myszy (Michell i wsp., 2007), jak rowniez ludzkich
komorek progenitorowych in vitro (Schneider i wsp., 2007).

a-Synukleina odgrywa znaczaca role w regulacji funkcji ukladu
dopaminergicznego. W warunkach fizjologicznych jest ona zaangazowana w
niemalze wszystkie procesy zwigzane z metabolizmem dopaminy (Rycina 4).
Reguluje jej biosynteze, magazynowanie i uwalnianie z pecherzykow
synaptycznych, jak rowniez wychwyt zwrotny DA za posrednictwem
transportera dopaminy DAT (Sidhu i wsp., 2004b). ASN reguluje stezenie
DA w zakonczeniach synaptycznych i posrednio chroni komorki przed

uwalnianiem wysoce reaktywnych wolnych rodnikéw tlenowych.

W syntezie dopaminy kluczowym enzymem jest hydroksylaza
tyrozynowa (HT), ktora reguluje szybkos¢ przemiany tyrozyny do L-DOPA,
przeksztalcanej nastepnie do dopaminy przez dekarboksylaze aminokwasow
aromatycznych. Zaréwno u myszy transgenicznych, jak i w komoérkach
transfekowanych genem ASN, stwierdzono znaczne obnizenie aktywnosci
HT oraz wewnatrzkomorkowego stezenia DA (Perez i wsp., 2002). Sugeruje
to, ze w warunkach fizjologicznych ASN hamuje aktywnos¢ HT (Rycina 5).
Teze te potwierdzono poprzez badania, ktéore wykazaly, ze aktywnoSc

hydroksylazy tyrozynowej, wyizolowanej 2z nadnerczy szczura, jest

24



Wstep

bezposrednio hamowana przez rekombinowana ludzka o-synukleine w

warunkach in vitro (Perez i wsp., 2002).

ASN moze wplywac¢ na HT bezposrednio, poprzez interakcje bialko-
bialko lub posrednio, wskutek aktywacji specyficznych fosfataz lub
hamowanie kinaz regulujacych aktywnos$¢ hydroksylazy tyrozynowej, ktéra
jest aktywna wylacznie w formie ufosforylowanej (Kumer i Vrana 1996). Od
niedawna sugeruje si¢, ze w regulacji aktywnosci HT moze odgrywac role
oddzialywanie pomiedzy ASN a biatkiem 14-3-3 (Xu i wsp., 2002).
Opiekuncze biatko 14-3-3 wiaze sie¢ z ufosforylowana forma hydroksylazy
tyrozynowej, aby zapewnic¢ jej maksymalng fosforylacje (Maguire-Zeiss i
wsp., 2005). Biatko 14-3-3 zapobiega rowniez defosforylacji HT i zwieksza
okres pottrwania zaktywowanego enzymu w neuronach (Toska i wsp.,
2002). a-Synukleina dziala odwrotnie. Wigaze sie ona z nieufosforylowanag
formg HT i utrzymuje enzym w formie nieaktywnej, co powoduje znaczne
obnizenie syntezy DA (Maguire-Zeiss i wsp., 2005). Stwierdzono, ze biatko
14-3-3 zwieksza aktywnos¢ kinazy ERK, nalezacej do rodziny kinaz MAP
(Dhillon i wsp., 2003), oraz kinazy bialkowej C (Dai i Murakami, 2003). W
przeciwienstwie do 14-3-3, ASN hamuje aktywnos¢ ERK, poprzez
bezposrednie wiazanie z MAP kinaza (Iwata i wsp., 2001a; Iwata i wsp.,
2001b). Podobne dzialanie ASN zaobserwowano rowniez w przypadku
kinazy zaleznej od wapnia i kalmoduliny (CaMK II) oraz kinazy bialtkowej C
(PKC), co w rezultacie powoduje zahamowanie aktywnosci HT (Lee i wsp.,

2002; Okochi i wsp., 2000).
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Receptory
DA

Rycina 4 Rola ASN w fizjologii ukladu dopaminergicznego (zmodyfikowano wg Lotharius i

Brundin, 2002).

W warunkach fizjologicznych o-synukleina (ASN), w formie rozpuszczalnej, utrzymuje
homeostaze dopaminy (DA) w oSrodkowym ukiadzie nerwowym. ASN obniza biosynteze DA poprzez
hamujqcy wplyw na aktywnosé hydroksylazy tyrozynowej (HT). Reguluje rowniez proces uwalniania i
transportu DA do pecherzykow synaptycznych jak rowniez obniza aktywnosé¢ fosfolipazy D, (PLD,),
przez co moze hamowac tworzenie pecherzykow synaptycznych. ASN wplywa rowniez na wychwyt
zwrotny DA za posrednictwem transportera (DAT). Utrzymanie odpowiedniego stezenia DA w
zakonczeniach synaptycznych przez wymienione mechanizmy, zabezpiecza przed jej niekontrolowanq

przemiang prowadzqcq do powstania toksycznych semichinonow i chinonow oraz wolnych rodnikow.
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Najnowsze dane wykazaty, ze transfekcja komorek
dopaminergicznych natywnym genem ASN wplywa na zahamowanie
ekspresji genow bialek odpowiedzialnych za synteze dopaminy (Baptista i
wsp., 2003). Naleza do nich cyklohydrolaza GTP, HT i dekarboksylaza
aminokwaséw aromatycznych. W komorkach transfekowanych ASN
zaobserwowano rowniez obnizenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego
Nurrl, ktory inicjuje transkrypcje HT (Toska i wsp., 2002). Wynika z tego,
ze ASN nie tylko hamuje aktywnos¢ HT, ale rowniez zmniejsza ekspresje

genu dla tego enzymu na poziomie biatka (Yu i wsp., 2004).

Ostatnie dane wskazuja, ze ASN bierze istotny udzial w regulacji
metabolizmu DA oraz w procesie jej magazynowania i uwalniania z
pecherzykow synaptycznych. Zahamowanie ekspresji ASN zmniejsza
zapasowg pule tego przekaznika w pecherzykach synaptycznych neuronéw
hipokampa i powoduje zaburzenie dltugotrwalego pobudzenia synaptycznego
(LTP) w tej strukturze (Cabin i wsp., 2002). Zwierzeta z wylaczonym genem
kodujacym ASN wykazywaly istotne zaburzenia w przekaznictwie
dopaminergicznym (Sidhu i wsp., 2004). U zwierzat tych zauwazono rowniez
zmniejszona ekspresje synapsyny, bialka istotnego w procesie przemian

pecherzykow synaptycznych.

Badania in vitro wykazaly, ze ASN ma zdolnos¢ do bezposredniego
wiazania sie zarowno z syntetycznymi fosfolipidami, jak i z naturalnymi
lipidami blony neuronéw. Interakcja ta zachodzi poprzez N-koncowag
domene tego bialka, prowadzac do stabilizacji jego struktury drugorzedowe;j
(Chandra i wsp., 2003; Ulmer i wsp., 2005). ASN wchodzi w interakcje z
polarng powierzchnia pecherzykow, ale rowniez, za posrednictwem swojej
centralnej domeny NAC, tworzy hydrofobowe wiazania z apolarnym
wnetrzem micelli. Ponadto ASN oddziatuje na pecherzyki synaptyczne, w
tym dopaminergiczne, poprzez regulacje aktywnosci fosfolipazy D, (PLDa),
ktora pelni istotna role w tworzeniu i przemianach metabolicznych
pecherzykow synaptycznych (Yu i wsp., 2004; Lotharius i Brundin, 2002)
(Rycina 4). Fosfolipaza D, jest enzymem transblonowym, znajdujacym sie
glownie w blonie komoérkowej oraz w blonach endosomow. Katalizuje ona
hydrolize fosfolipidow do kwasu fosfatydowego i zasady w odpowiedzi na
sygnaly zewnatrzkomorkowe. Kwas fosfatydowy powstaly w wyniku

dzialania PLD. inicjuje tworzenie pecherzykow synaptycznych z blon
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plazmatycznych (Liscovitch i wsp., 2000). Aktywnos¢ PLD, moze byc
rowniez istotna w regulacji przemian metabolicznych pecherzykow
synaptycznych w odpowiedzi na sygnaly zewnatrzkomorkowe (Lotharius i
wsp., 2002; Lotharius i Brundin, 2002b). ASN wiaze si¢ poprzez swoja N-
konicowa domene z PLD,, obnizajac jej aktywnos¢ (Ahn i wsp., 2002), przez
co moze hamowac tworzenie pecherzykéw synaptycznych w okresie niskiej
aktywnosci neuronéw. Fosforylacja ASN obniza jej zdolnos¢ do hamowania
aktywnosci PLD, i znosi jej powinowactwo do fosfolipidow (Lotharius i
Brundin, 2002, Yoshida i wsp., 2003). Dzi¢ki temu, ze ufosforylowana ASN
traci zdolno§¢ inhibicji PLD,, moze stymulowac¢ przemiany metaboliczne
pecherzykow synaptycznych w okresie wysokiej aktywnosci neuronalne;.
Uwaza sie, ze ASN nalezy do grupy biatek wiazacych kwasy thuszczowe, tzw.
FABP (ang. Fatty Acid Binding Protein), i rowniez przez to wplywa na
przemiany metaboliczne pecherzykow synaptycznych (Sharon i wsp., 2001).
Amfipatyczny N-koncowy region ASN jest homologiczny z apolipoproteing
A, ktora uczestniczy w transporcie lipidow (Lavedan, 1998). Sugeruje to, ze
dzieki tym wtasciwosciom ASN moze transportowac¢ kwasy tluszczowe do
obszarow tworzenia pecherzykow synaptycznych (np. do wczesnych
endosomow). ASN jako ,biatko opiekuncze lipidow”, moze regulowac
metabolizm wielonienasyconych kwaséw tluszczowych w  procesie
endocytozy (Golovko i wsp., 2006). Nasze ostatnie badania wykazaly, ze ASN
hamuje proces wbudowywania kwasu arachidonowego (KA) do fosfolipidow
bton zakonczen synaptycznych (Adamczyk i wsp., 2007). Poprzez hamujacy
wpltyw na kluczowy enzym odpowiedzialny za proces wbudowywania KA do
lipidow, ASN moze w istotny sposob wplywaé na poziom wolnych
nienasyconych kwasow tluszczowych. Poza tym sugeruje sie udzial ASN w
aksonalnym transporcie pecherzykow synaptycznych (Lucking i Brice,
2000) poprzez interakcje z biatkami cytoszkieletu komorki (Alim i wsp.,
2002; Ishizawa i wsp., 2003; Jensen i wsp., 2000; D'Andrea i wsp., 2001;
Chung i wsp., 2001; Sharma i wsp., 2001).

Istotna role w funkcji ukladu dopaminergicznego oraz innych
ukladach neuroprzekaznikowych odgrywaja jony wapnia. Badania
Adamczyk i Strosznajder (2006) wykazaly, ze ASN zwieksza naplyw jonéw
Ca2?+ poprzez kanaly wapniowe zalezne od potencjalu. Jony wapnia z kolei
odgrywaja istotna role w procesie regulacji uwalniania dopaminy do

przestrzeni synaptycznej za posrednictwem ASN (Abeliovich i wsp., 2000).
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Martinez i wsp. (2003) udowodnili, ze zarowno w formie prawidlowej, jak i
zmutowanej, ASN wiaze si¢ z kalmoduling w sposéob zalezny od jonoéw Ca?2*,
co powoduje odlaczenie si¢ ASN od liposomow, z ktorymi pierwotnie byla
zwigzana (Lee 1 wsp. 2002). Sugeruje to, ze interakcja pomiedzy
o-synukleina a kalmoduling moze wplywa¢ na regulacje ilosci ASN
zwiazanej z blonami komoérkowymi i przyspiesza¢ jej oligomeryzacje

(Martinez i wsp., 2003).

DAA

tyrozyna DOPA — DA VMAT2

Azejejsoy

(-) (+)

Rycina 5 Udzial ASN w regulacji aktywno$ci hydroksylazy tyrozynowej w warunkach
fizjologicznych (Perez i wsp, 2002).

Dopamina powstaje z aminokwasu tyrozyny na drodze wielostopniowego procesu. Poczqtkowo
tyrozyna przeksztalcana jest przez ufosforylowanq hydroksylaze tyrozynowq (HT) do 3,4-
dihydroksyfenyloalaniny (DOPA), z ktorej potem w wyniku dzialania dekarboksylazy aromatycznych
aminokwasow (DAA) powstaje dopamina (DA). Biatko opiekuncze 14-3-3 wiqze sie z ufosforylowang
formq HT, natomiast o-synukleina (ASN) z formq nieufosforylowanq. Czqsteczki te wykazujq
antagonistyczne dziatanie w regulacji aktywnosci HT, co prowadzi do utrzymania optymalnego
stezenia dopaminy w komorce. Z cytozolu DA jest natychmiast przenoszona do pecherzykow
synaptycznych za pomocq jednej z izoform pecherzykowego transportera amin katecholowych -
VMAT 2 (ang. Vesicular Monoamine Transporter). ASN hamuje aktywnos¢ HT bezposrednio, poprzez

wiqzanie sie z czqsteczkq enzymu, albo posrednio, poprzez aktywacje (+) fosfataz i inhibicje (-) kinaz.

Dopamina, po aktywacji specyficznych receptorow w blonie
postsynaptycznej i przekazaniu sygnatu, jest wychwytywana z przestrzeni
synaptycznej do cytozolu czesSci presynaptycznej zakonczen nerwowych
przez bialko transportujace DAT (ang. Dopamine Transporter) (Hitri i wsp.,
1994). Wychwyt zwrotny neuroprzekaznikow za posrednictwem DAT jest
bardzo szybkim procesem, dlatego zmiany w funkcjonowaniu transportera

powoduja nagly wzrost lub spadek stezenia dopaminy w przestrzeni
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synaptycznej. Aktywnos¢ DAT wplywa Dbezposrednio na poziom
wewnatrzkomorkowej dopaminy i indukcje stresu oksydacyjnego (Sidhu i
wsp., 2004). Zaobserwowano, ze ASN hamuje aktywnos¢ DAT w
zakonczeniach synaptycznych neuronéw dopaminergicznych, w zwiazku z
powyzszym poprzez regulacje tego procesu moze posrednio wpltywac na
wewnatrzkomorkowey poziom DA i ROS (Rycina 4). Stwierdzono, ze ASN
powoduje obnizenie szybkosci wychwytu zwrotnego, ale nie wplywa na
powinowactwo transportera do dopaminy (Lotharius i Brundin, 2002).
Wyniki naszych ostatnich badan wykazaly, ze ASN obniza aktywnos¢ DAT
we frakcji synaptosomalnej prazkowia (w badaniu in vitro), a za jej dziatanie
jest odpowiedzialny tlenek azotu (NO) (Adamczyk i wsp., 2006). Z kolei
badania Sidhu i wsp. (2004) sugeruja bezposrednia interakcje ASN z
biatkiem transportera. W wyniku takiej interakcji moze dochodzi¢ do
zmiany konformacji biatka i jego dysfunkcji lub translokacji w obrebie
zakonczen synaptycznych. ASN przejawia zdolnos¢ do wiazania sie za
posrednictwem sekwencji NAC z C-koncowym regionem transportera
dopaminy (Lee i wsp. 2001). Interakcja ta moze prowadzi¢ do zmniejszenia
ilosci transportera na powierzchni btony synaptycznej i, w konsekwencji, do

zahamowania wychwytu zwrotnego dopaminy (Wersinger i wsp., 2003b).

Znaczenie a-synukleiny w patologii choréb

neurodegeneracyjnych

Istotny wplyw na badania nad znaczeniem o-synukleiny w chorobach
neurodegeneracyjnych miato odkrycie Polymeropoulos i wsp. (1997), ktorzy
udowodnili, ze mutacja punktowa (G209A) w genie SNCA, powodujaca
substytucje alaniny przez treonine w pozycji 53 ASN (AS3T) wywotuje
autosomalnie dominujaca dziedziczona chorobe Parkinsona. Chociaz
mutacje te wykryto w bardzo malej populacji chorych, to jej pojawieniu sie
towarzyszylo zawsze wystepowanie objawow charakterystycznych dla
choroby Parkinsona i to u ludzi bardzo mlodych (Polymeropoulos i wsp.,
1997). Wkrotce po tym odkryciu potwierdzono obecnos¢ a-synukleiny w
cialach Lewy’ego wyizolowanych post mortem z moézgéw chorych na
idiopatyczna ChP (Spillantini i wsp., 1997) (Rycina 6). Poczatkowo bardzo
sceptycznie odnoszono sie do hipotezy, ze o-synukleina moze byc¢
czynnikiem patogennym wplywajacym na powstawanie i rozwéj ChP. Za

argument mialy stuzy¢ badania, ktore wykazywaty, ze u ludzi z idiopatyczna
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ChP brak mutacji w genie SNCA (Chan i wsp., 1998a, 1998b). Co wiecej, u
gryzoni w warunkach fizjologicznych wykryto ekspresje biatka ASN z
tyrozyna w pozycji 53 (Mezey i wsp., 1998a). Ponadto sugerowano, ze
obecnos¢ a-synukleiny w ciatlach Lewy’ego moze po prostu wynikac z jej
wystepowania w duzej ilosci w cytoplazmie neuronow. Sugestie te zostaly
obalone, kiedy udowodniono ze ASN jest glownym skladnikiem budujacym
cialta Lewy’ego zaréwno w dziedziczonej jak i idiopatycznej chorobie
Parkinsona (Spillantini i wsp., 1997; Wakabayashi i wsp., 1997; Baba i
wsp., 1998; Mezey i wsp., 1998b), co wskazuje ze powstawanie tych inkluzji
jest Scisle zwigzane z agregacja ASN. Po roku wykryto kolejna mutacje
punktowg w genie SNCA, zwigzang z wystepowaniem dziedzicznej ChP, w
ktorej dochodzi do zamiany alaniny w proline w pozycji 30 (A30P; Kruger i
wsp., 1998). W ostatnich latach opisano trzecia mutacje w genie o-
synukleiny wystepujaca u chorych z otepieniem z cialami Lewy’ego, gdzie
dochodzi do substytucji glutaminianu do lizyny w pozycji 46 (E46K),
(Zarranz i wsp., 2004).
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Rycina 6 Ciala Lewy’ego w moézgu (Chu i wsp., 2000).

(A) Typowe dojrzale cialo Lewy’ego (strzatka) w neuronie dopaminergicznym istoty czarnej (B) Ciato
Lewy’ego w neuronach kory moézgowej (C) Ciato Lewy’ego barwione eozynq i hematoksyling (D)
Roznice pomiedzy zwojami globoidalnymi (Zolte strzatki) — fibrylarnymi wtretami w cytoplazmie

malych neuronow, a ciatami Lewy ego (czarna strzatka)
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Dane ostatnich lat wskazuja, ze rowniez podwojenie i potrojenie genu
SNCA sa odpowiedzialne za rozwo6j dziedzicznej ChP (Singleton i wsp., 2003;
Chartier-Harlin i wsp., 2004; Ibanez i wsp., 2004; Ross i wsp., 2008).
Potrojenie allelu SNCA skutkuje wystepowaniem zwiekszonej ilosci mRNA
oraz bialka a-synukleiny (Miller i wsp., 2004). Pacjenci, u ktoérych wykryto
te genetyczne nieprawidlowosci wykazywali duzo wczeSniejsze objawy
kliniczne charakterystyczne dla choroby Parkinsona, wlaczajac réwniez
zaburzenia poznawcze (Farrer i wsp., 2004). Ponadto u oso6b tych
zauwazono szybszy rozwoj choroby niz u chorych na idiopatyczna ChP.
Badania post mortem wykazaly duze skupiska cial Lewy’ego glownie w
istocie czarnej i jadrze sinawym, z ktorymi zwiazany byl proces degenerac;ji i
obumierania neuronéw (Muenter i wsp. 1998, Farrer i wsp., 2004). Co
wiecej, osoby ktore posiadaty trzy kopie genu SNCA zamiast dwoch
wykazywaly objawy ChP identyczne z chorymi na idiopatyczna postac tej
choroby (Chartier-Harlin i wsp., 2004; Ibanez i wsp., 2004). Osoby ze
zwiekszong iloScig kopii genu SNCA dostarczaja niepodwazalnego dowodu,
ze zaburzenia ASN sg istotng przyczyna powstawania i rozwoju tej choroby.
U pacjentow z podwojna kopia genu pierwsze objawy pojawiaty sie okolo 50
roku zycia, natomiast osoby z potrojonym genem zaczynaly chorowac juz po
30 roku zycia (Chartier-Harlin i wsp., 2004). Ponadto zwiekszona iloS¢ genu
dla ASN skutkuje znacznie krotszym czasem przezycia od wystgpienia
pierwszych  symptoméw  oraz  obecnoscig  silniejszych  objawow

patologicznych (Ikeuchi i wsp., 2008).

Znaczacym czynnikiem ryzyka wystgpienia ChP okazal sie
polimorfizm regionu promotorowego (Repl) genu SNCA (Xia i wsp., 1996;
Farrer i wsp., 2001; Mellick i wsp., 2005). Wykazano, ze zwiekszona dtugos¢
Repl jest zwigzana z wczeSniejszym wystepowaniem objawow ChP (Kay i
wsp., 2008) oraz skutkuje zwiekszeniem iloSci mRNA ASN (Chiba-Falek i
wsp., 2003). Pojedyncze badania wskazujq takze na znaczenie polimorfizmu
pojedynczych nukleotydow (SNPs), zwlaszcza w rejonie 3’ genu ASN jako
istotnego czynnika ryzyka rozwoju ChP (Mueller i wsp., 2005; Mizuta i wsp.,
2006).

Wszystkie te odkrycia dostarczaja mocnych dowodow na istotna role
a-synukleiny w patogenezie ChP. Obecnie wiadomo, ze ciala Lewy’ego

wystepuja nie tylko w chorobie Parkinsona, ale rowniez w wielu innych
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chorobach neurodegeneracyjnych takich jak: otepienie z cialami Lewy’ego
(DLB; Baba i wsp., 1998; Spillantini i wsp., 1998), zanik wieloukladowy
(MSA; Arima i wsp., 1998a; Fujiwara i wsp., 2002), stwardnienie zanikowe
boczne (ALS; Mezey i wsp., 1998a), czy syndrom Hallervordena-Spatz’a
(Saito i wsp., 2000). Zbiorczo patologie te nazwano synukleinopatiami i w
chwili obecnej postuluje sie znaczenie a-synukleiny nie tylko jako

wskaznika tych chorob, ale rowniez jako istotnego czynnika patogennego.
Mechanizmy toksycznosci a-synukleiny

Neurotoksyczne dziatanie a-synukleiny  jest zwigzane @z
przyjmowaniem przez nig nieprawidlowej konformacji, co w konsekwencji
prowadzi do jej oligomeryzacji, fibrylizacji i agregacji (Rycina 7). Uwaza sie,
ze za powstawanie szkodliwych form tego biatka odpowiada centralny jego
odcinek (Rycina 8). Zmiana struktury NAC w posta¢ B-harmonijki jest
poczatkowym etapem agregacji, w ktorym powstaja rozpuszczalne oligomery
ASN - protofibryle (Ding i wsp., 2002), ktére wchodza w interakcje z
blonami pecherzykow synaptycznych, powodujac powstawanie porow i
uwalnianie neuroprzekaznikow do cytoplazmy (Lashuel i wsp., 2002).
Postepujaca agregacja moze by¢ swoistym mechanizmem chroniacym
komorke przed szkodliwym dziatlaniem oligomerow i1 prowadzi do
powstawania cial Lewy’ego oraz mechanicznego uszkodzenia komoérki

(Jellinger, 2002).
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Rycina 7 Dynamika molekularnej agregacji ASN (Crews i wsp., 2009).

Podatnos¢ ASN na agregacje w znacznym stopniu zwieksza sie wraz
ze wzrostem stezenia. Wyniki badan wykazuja, ze tworzenie agregatow in

vivo jest zwigzane z osiagnieciem przez ASN krytycznego stezenia w cytozolu
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(Shtilerman i Ding, 2002). Wykazano rowniez, ze w komorkach istoty
czarnej podlegajacych degeneracji w chorobie Parkinsona ma miejsce wzrost
ekspresji ASN na poziomie mRNA (Rockenstein i wsp., 2001). Istnieje kilka
czynnikow, ktore prawdopodobnie powoduja zaburzenie funkcji oraz
agregacje tego biatka. Naleza do nich m.in. zwiazane z dziedziczna choroba
Parkinsona oraz DLB mutacje punktowe genu SNCA (typ A30P, AS3T lub
E46K), toksyny srodowiskowe oraz starzenie. Agregacji a-synukleiny sprzyja

rowniez stres oksydacyjny.
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Rycina 8 Peptyd NAC jest odpowiedzialny za tworzenie struktury pB-kartki i agregacje ASN
(Bisaglia i wsp., 2006).

Zwigkszenie wewnatrzkomorkowego stezenia ASN moze byC rowniez
wywotane zaburzeniem procesu jej degradacji. Mutacje w genie kodujacym
parkine, wywolujace autosomalnie dominujaca ChP, prowadza do
nadmiernego gromadzenia O-glikozylowanej a-synukleiny w neuronach.
Zmiana zaleznej od parkiny degradacji O-glikozylowanej a-synukleiny moze
byé¢ kluczowym czynnikiem prowadzacym do $Smierci neuronéw
dopaminergicznych (Burke, 2001). Ponadto zaobserwowano, ze zmutowana
ASN (AS3T) zaburza funkcje systemu proteasomalnego, co prowadzi do
tworzenia ubikwitynowanych agregatéw bialkowych i w konsekwencji do
Smierci komoérek PC12 (Stefanis i wsp., 2001). Indukowana ekspresja
zmutowanej ASN zwieksza ponadto wrazliwos¢ komorek PC12 na

proapoptotyczne dzialanie inhibitora proteasomu (Tanaka i wsp., 2001). Co
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wiecej, inhibicja proteasomu w komoérkach nietransfekowanych réwniez
prowadzi do nadmiernego nagromadzenia agregatow  biatkowych
zawierajacych ASN i do Smierci komoérek (Rideout i wsp., 2001). Prawidlowe
dzialanie proteasomu jest rowniez zaburzone w przypadku dziatania
natywnej ASN zaréwno w formie monomerycznej jak i oligomerycznej, a
nawet zagaregowanej, ale pod warunkiem, ze osiggnie ona wysokie stezenie

wewnatrz komorki (Snyder i wsp., 2003).

Agregacja ASN moze roéwniez powodowaé¢ utrate fizjologicznych
wlasciwosci tego biatka, co moze zwicksza¢ efekt cytotoksyczny. Wzrost
stezenia, oligomeryzacja i agregacja ASN prowadzi do zaburzenia
homeostazy ukladu dopaminergicznego. Zagregowana ASN traci hamujacy
wplyw na aktywnos¢ HT (Perez i Hastings, 2004) oraz zaburza funkcje
transportera dopaminy (Sidhu i wsp., 2004), co prowadzi do zaburzenia
homeostazy DA. Jednoczesnie obnizona zdolnos¢ ASN do wiazania sig¢ z
lipidami pgcherzykowymi (Jo i wsp., 2002) oraz wywotane jej agregacja
zmniejszenie ilosci pecherzykowego transportera dopaminy, VMAT2,
powoduje zwickszenie stezenia DA w cytoplazmie i wytwarzanie toksycznych
zwiazkoéw, takich jak H»O,, rodniki tlenowe, semichinony i chinony
(Lotharius i Brundin, 2002; Sidhu i wsp., 2004). Ponadto agregacja ASN
moze prowadzi¢ do zaburzenia jej funkcji biatka opiekunczego i
antyapoptotycznego. Stres oksydacyjny wywotany przez zaburzenie
fizjologicznej funkcji ASN i jej przeksztalcanie si¢ w protofibryle moze
dodatkowo wzmagac jej agregacje. Mamy wig¢c do czynienia z tworzeniem si¢
btednego kota, gdzie agregacja ASN, zaburzenia metabolizmu dopaminy i
stres oksydacyjny oddziatuja ze soba prowadzac w koncu do degeneracji i

obumierania neuronéw (Rycina 9).
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Rycina 9 Bledne kolo interakcji pomiedzy ASN a ukladem dopaminergicznym (wg Sidhu i wsp.,
2004).

Tworzenie oligomerow i agregacja a-synukleiny (ASN) oraz stres oksydacyjny wywolany przez
niekontrolowanq przemiane cytoplazmatycznej dopaminy (DA) w neuronach moze by¢
samopodtrzymujqcym si¢ cyklicznym procesem, ktory ostatecznie moze powodowaé degeneracje
neuronow dopaminergicznych istoty czarnej w chorobie Parkinsona. Wiele dobrze znanych czynnikow
etiologicznych tej choroby(np. rotenon, MPTP metabolizowany do MPP") moze oddziatywaé na rézne
etapy tego cyklu albo bezposrednio zwiekszajqc powstawanie wolnych rodnikow (ROS) Ilub
zmieniajqc fizjologiczne wiasciwosci ASN, powodujac jej agregacje (np. mutacje ASN).

Znaczenie stresu oksydacyjnego w toksycznosci a-synukleiny

W 2001 roku dwa niezalezne zespoly badawcze wykazaly, ze podczas
agregacji ASN lub jej toksycznego fragmentu NAC in vitro w obecnosci jonow
zelaza (II) dochodzi do tworzenia rodnikéw hydroksylowych (*OH ) (Masliah,
2000; Turnbull, 2001). Zarowno B- jak i y-synukleina nie posiadaja takich
wlasciwosci (Uversky, 2001). Sugeruje sie, ze etapem posSrednim w
tworzeniu rodnika "OH jest uwalnianie nadtlenku wodoru (H202) w czasie
oligomeryzacji ASN. W procesie tym wazna role odgrywaja jony metali
przejsciowych o aktywnosci redoks (Fe2*, Cu*, itp.). Zwiazanie metalu do

czasteczki ASN powoduje przylaczenie tlenu, ktory nastepnie tworzy
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specyficzne mostki tlenowe (Tabner 2001). Tego typu polaczenia sa czesto
spotykane w rozmaitych kompleksach biatek z metalami, jak chociazby w
metaloproteazach. Zmiany natywnej konformacji ASN prowadzace do jej
agregacji moga spowodowac znieksztalcenie struktury przestrzennej,
destabilizacje mostka tlenowego i jego zerwanie. Skutkuje to uwolnieniem
anionorodnika ponadtlenkowego, ktory nastepnie ulega przeksztalceniu do

nadtlenku wodoru:

0, +e+2H" ©H,0,

Powstaly w ten sposéb nadtlenek wodoru reagujac z jonami zelaza(Il),

tworzy rodnik hydroksylowy, zgodnie z reakcja Fentona (Floyd 1990):
H,0, + Fe* - HO" + Fe**+ OH

Hipoteze te potwierdzaja badania z zastosowaniem katalazy, ktora
calkowicie blokuje agregacje ASN i uwalnianie rodnika ‘OH w roztworze

zawierajacym jony Fe2* (Tabner, 2002; Paik, 1999).

Wykazano jednoczes$nie, ze synteza nadtlenku wodoru oraz agregacja
a-synukleiny sa hamowane przez zwiazki specyficznie chelatujace jony
zelaza i miedzi. Jony metali przejsciowych, w tym zelaza i miedzi, indukuja
powstawanie agregatow ASN (Uversky, 2001). Dodanie jonéw zelaza (II) do
hodowli komoérek transfekowanych genem dla a-synukleiny powoduje jej
wewnatrzkomorkowa agregacje, a efekt ten jest wzmocniony, jesli komorki
zawieraja zmutowana (AS3T) forme tego biatka (Ostrerova-Golts, 2000). Na
podstawie powyzszych danych Tabner i wsp. (2002) zaproponowali
mechanizm agregacji ASN w obecnosci jonéw metali o aktywnosci redoks

(Rycina 10):
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Rycina 10 Proces agregacji ASN z udzialem jonoéw metali przejSciowych (wg Tabner i wsp.,

2002).

1 AGREGACJA

\\

Rowniez toksyczny fragment ASN, peptyd NAC, moze pobudzac
tworzenie reaktywnych form tlenu poprzez inhibicje kompleksu II
(dehydrogenazy bursztynianowej) tancucha oddechowego. Wzrost poziomu
wolnych rodnikow tlenowych i1 stresu oksydacyjnego moga nastepnie
prowadzi¢ do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF«B, indukcji genow

proapoptotycznych i obumierania neuronoéw (Tanaka i wsp., 2002).

Agregacja ASN w specyficznych warunkach indukuje tworzenie
wolnych rodnikow. Z kolei stres oksydacyjny moze byc¢ jednym z istotnych
czynnikow pobudzajacych tworzenie polimerow tego biatka (Rycina 11). Po
raz pierwszy udowodniono te hipoteze, kiedy odkryto, ze podawanie
zwierzetom MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny) stymuluje
oksydacyjna modyfikacje i agregacje a—synukleiny (Konwall i wsp., 2000).
Podobne do MPTP dzialanie wykazuja rowniez inhibitor kompleksu I -
rotenon (Diaz-Corrales i wsp., 2005) oraz silny utleniacz, parakwat (Bove i
wsp., 2005) (Rycina 9). Badania in vitro wykazaly, ze rowniez oksydanty,
takie jak H.O,, Fe2+, Cu*, powoduja oligomeryzacje ASN i jej agregacje oraz

odkladanie w formie nierozpuszczalnych ztogow. Do dnia dzisiejszego nie
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odkryto, ktore reszty aminokwasowe w czasteczce ASN sa odpowiedzialne za
tworzenie jej agregatow pod wplywem dzialania czynnikéw utleniajacych.
Prawdopodobnie istotnag role w tworzeniu oligomeréw w warunkach stresu
oksydacyjnego odgrywa C-koncowa domena ASN, poniewaz pozbawione jej
biatko nie agreguje pod wplywem dzialania nadtlenku wodoru oraz jonow

miedzi (Paik i wsp., 2000).

Wazna role w procesach wolnorodnikowych prowadzacych do

neurodegeneracji odgrywa nadtlenoazotyn (ONOO-), ktory powstaje z tlenku

azotu (NO) w obecnosci anionorodnika ponadtlenkowego (‘0, ). Zwiazek ten,

pomimo kroétkiego okresu poéltrwania, jest niezwykle reaktywny, moze
powodowac nitrowanie zwiazkow organicznych, w tym bialek i lipidow oraz
indukowac tworzenie nowych rodnikow. Wykrycie nitrowanych czasteczek
o-synukleiny w moézgach o0s6b 2z chorobg Parkinsona, atrofig
wielosystemowa, demencja z ciatkami Lewy’ego i innymi synukleinopatiami,
wskazuje na znaczenie reaktywnych form azotu w procesie agregacji tego
biatka (Giasson i wsp., 2000). Udowodniono, ze modyfikacja reszt
tyrozynowych w czasteczce o-synukleiny pod wplywem dzialania ONOO-
skutkuje tworzeniem wysoce stabilnych oligomerow o,0-dityrozynowych.
Formowanie takich kowalencyjnych wigzan wewnatrz jednej i pomiedzy
wieloma czasteczkami ASN w filamentach sprawia, ze sa one niezwykle
odporne na dzialanie czynnikow denaturujacych (Souza i wsp., 2000).
Nitracja reszt tyrozynowych w czasteczce a-synukleiny, mimo iz indukuje
powstanie jej dimerow, hamuje dalsza agregacje tego biatka do protofibryli
(Rycina 11). Utleniona ASN jest natomiast zdolna do catkowitej
polimeryzacji. Chociaz nitrowanie reszt tyrozynowych 1 tworzenie
specyficznych kowalencyjnych wigzan zapobiega procesowi agregacji, moze
jednakze mie¢ kluczowe znaczenie w procesie stabilizacji juz powstatych
oligomerow o-synukleiny (Norris i wsp., 2003). Wykrycie nitrowanych
czasteczek tego bialtka w ztogach charakterystycznych dla synukleinopatii
wydaje sie potwierdzac te hipoteze.
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Rycina 11 Udzial procesu utleniania i nitracji w tworzeniu stabilnych agregatow a-synukleiny

(wg Norris i wsp., 2003).
LBs- ciala Lewy’ego,; LNs-neuryty Lewy ego,; GCIs-cytoplazmatyczne wtrety gleju

W  wyniku stresu oksydacyjnego moze dojs¢ do zmian
przepuszczalnosci, a nawet ciaglosci blony jadrowej i translokacji o-
synukleiny z cytoplazmy do jadra (Sangchot i wsp., 2002). Dokladna analiza
pozwolila okresli¢ sposob i dynamike przemieszczenia ASN w warunkach
stresu oksydacyjnego, poczawszy od jej C-koncowego fragmentu o wielkosci
ok. 10 kDa, a nastepnie, w przypadku zaburzenia integralnosci blony
jadrowej, translokacji calej czasteczki ASN (Xu i wsp., 2006). Mechanizm
przemieszczenia C-konica oraz catego biatka ASN nie zostal jeszcze
doktadnie zbadany. Wiadomo, ze stres oksydacyjny powoduje zwiekszenie
wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia, przez co moze dochodzi¢ do
aktywacji kalpainy I (Ding i wsp., 2002). Istnieje wiec mozliwosS¢, ze C-
koncowy fragment ASN w jadrze moze powstawa¢ w wyniku dzialania tego

enzymul.

Indukcja stresu oksydacyjnego i jadrowa translokacja ASN moze
rowniez skutkowac¢ uszkodzeniem DNA. W odpowiedzi nawet na bardzo
mate uszkodzenia DNA dochodzi do natychmiastowej aktywacji polimerazy
poli(ADP-rybozy) (PARP) (Virag i wsp., 1999). W warunkach fizjologicznych

ten jadrowy enzym bierze udzial w procesie naprawy DNA, jako jeden ze
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sktadnikow kompleksu BER (Piskunova i wsp., 2008). Natomiast w
warunkach wzmozonego stresu oksydacyjnego i genotoksycznego moze
dochodzi¢ do nadekspresji oraz hiperaktywacji tego enzymu, zuzycia 5 NAD+
i ATP, co skutkuje wyczerpaniem energii w komoérce oraz jej obumieraniem
na drodze nekrozy. Ostatnie badania wskazuja, ze nadmierna aktywnosc¢
PARP-1 prowadzi rowniez do Smierci komoérek na drodze innego,
specyficznego mechanizmu nazwanego ,parthanatos” (Andrabi i wsp.,
2008). W mechanizmie tym istotnym mediatorem sa polimery poli (ADP-
rybozy) (PAR). W wyniku translokacji PAR do mitochondriow dochodzi do
uwalniania czynnika indukujacego apoptoze (AIF) i jego translokacji do
jadra, co powoduje obumieranie komorek na drodze niezaleznej od kaspaz
(Wang i wsp., 2009). Ten mechanizm $mierci komérek rézni sie od procesow
apoptozy, nekrozy, czy autofagii i zachodzi w kazdej tkance, rowniez
nerwowej (David i wsp., 2009). Chociaz pokazano, ze aktywacja PARP-1
towarzyszy patologii wielu choréb OUN takich jak niedokrwienie, czy PD,

doktadna rola tego enzymu w toksycznosci ASN nie zostala zbadana.
Sekrecja i dziatanie zewngtrzkomorkowej a-synukleiny

Badania majace na celu opracowanie odpowiedniego biochemicznego
wskaznika choroby Parkinsona doprowadzily do wykrycia a-synukleiny w
plynie mozgowo-rdzeniowym zarowno ludzi zdrowych, jak i dotknietych ChP
(Borghi i wsp., 2000). Dalsze badania, wykorzystujace zarowno technike
Western Blot jak i immunoprecypitacje, umozliwily iloSciowe oznaczenie
bialka ASN na poziomie nanomolarnym w plynie moézgowo-rdzeniowym
(PMR) oraz osoczu (El-Agnaf i wsp., 2003). Wyniki powyzszych
eksperymentéw  nie  wykazaly znaczacej roznicy w = poziomie
zewnatrzkomorkowej ASN miedzy osobami zdrowymi a ludzmi z ChP.
Opracowanie i uzycie specyficznej metody ELISA, ktora pozwolila na
dokladniejsze oznaczenia stezenia ASN u os6b z ChP i atrofig
wielosystemowsa wykazaly 2znaczacy wzrost stezenia tego bialtka w
porownaniu z ludzmi zdrowymi (Lee i wsp., 2006). Ponadto El-Agnaf i wsp.
(2006) wykazali znaczacy wzrost poziomu rozpuszczalnych oligomerow o-
synukleiny w osoczu i PMR w przypadku chorych z ChP. Badania Tokuda i
wsp. (2006) wykazaly natomiast istotny spadek poziomu o-synukleiny w
plynie mozgowo-rdzeniowym osob z ChP. Rozbieznosé¢ dotychczasowych

wynikow sprawia, ze na obecnym etapie nie mozna rozpatrywac¢ poziomu
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zewnatrzkomorkowej o-synukleiny jako istotnego wskaznika choroby
Parkinsona. Jednakze badania te jednoznacznie wykazaly obecnos¢ ASN w
przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, co sugeruje udziat tej puli ASN w procesie
neurodegeneracji i daje mnowe spojrzenie na etiologie 1 rozwoj

synukleinopatii.

Do chwili obecnej trwaja intensywne badania majace prowadzi¢ do
odkrycia i opisania mechanizmu uwalniania ASN do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Sekrecja tego biatka nie zalezy prawdopodobnie od
jego poziomu wewnatrzkomoérkowego, co wykazaly badania z uzyciem ASN
transfekowanej trwale i przejSciowo (El-Agnaf i wsp., 2003; Sung i wsp.,
2005; Lee i wsp., 2005). Uwalnianie ASN nie jest rowniez wywoltane
rozpadem obumierajacych komorek, gdyz réwnoczesnie nie zauwazono w
plynie zewnatrzkomorkowym obecnosci innych malych biatek cytozolowych
(Lee i wsp., 2005). Ostatnie przeprowadzone przez nas badania
zademonstrowaly, ze pod wplywem stresu oksydacyjnego ASN moze byc¢
uwalniana z zakonczen synaptycznych (Adamczyk i wsp., 2007). Niestety
nie mozna catkowicie wykluczy¢, ze ASN przedostaje si¢ do przestrzeni
pozakomorkowej w wyniku uszkodzenia i degeneracji komorek, jednak
wydaje sie, ze glownym zrodlem puli zewnatrzkomoérkowej tego bialka jest
jego sekrecja. Uwalnianie ASN z komorek jest zahamowane w niskiej
temperaturze, co pozwala przypuszczaC, ze to proces egzocytozy
pecherzykowej moze byc¢ glownym mechanizmem jej sekrecji (Lee i wsp.,
2005). Skoro ASN normalnie wystepuje przede wszystkim w cytoplazmie,
musi istnie¢ mechanizm translokacji tego biatka do pecherzykow
wydzielniczych. Niewielka ilos¢ o-synukleiny wyizolowano 2z wnetrza
pecherzykow uzyskanych z homogenatu mozgu szczura, neuronéow z
hodowli pierwotnej, czy ludzkich komorek neuroblastoma (Lee i wsp., 2005).
Wiadomo, ze ASN ma zdolnosS¢ wiazania sie do fofolipidow blonowych, a
interakcja ta jest niezwykle dynamiczna w zywej komorce (Fortin i wsp.,
2005; Kim i wsp., 2006). Jest wiec wysoce prawdopodobne, ze w procesie
izolacji pecherzykow zwiazana z nimi ASN zostaje odlaczona. Pozwala to
przypuszczac, ze bialko ASN wyizolowane z pecherzykéw, w znaczacym
stopniu stanowi pule wewnatrzpecherzykowa. Przypuszczenia te dodatkowo
potwierdzaja badania w mikroskopie elektronowym, w ktorych dodatkowo
udowodniono, ze pecherzyki zawierajace a-synukleine wykazuja morfologie i

wtasciwosci zblizone do pecherzykow wydzielniczych (Lee i wsp., 2005). ASN
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nie posiada sekwencji sygnalizacyjnej biatka wydzielniczego, ktora
umozliwia kierowanie peptydow do wnetrza siateczki Srodplazmatycznej
(ER) (Lee i wsp., 2005). Sugeruje to, ze mechanizm sekrecji ASN nie zalezy
od konwencjonalnej drogi ER - aparat Golgiego - pecherzyki wydzielnicze
(Rycina 12). W ostatnich latach wykazano, ze wiele biatek cytozolowych,
podobnie jak a-synukleina, jest wydzielanych do  przestrzeni
zewnatrzkomorkowej na drodze nieznanego dokladnie mechanizmu. Naleza
do nich cytokiny, czynniki wzrostu, biatka szoku cieplnego, sktadniki
cytoszkieletu (Fevrier i Raposo, 2004; Nickel, 2003). Droga wydzielania tych
peptydow nie jest do korica poznana, sugeruje sie, ze mechanizm ich
uwalniania jest bardzo zlozony, ale z pewnosScig obejmuje wydzielanie
pecherzykowe (Nickel, 2003). Istnieje przypuszczenie, ze proces egzocytozy
pecherzykowej jest jednym ze sposobow na pozbycie si¢ z wnetrza komoérki
biatek uszkodzonych (Lee i wsp., 2005). Ponadto wykazano, ze rowniez
zagregowane formy a-synukleiny moga by¢ wydzielane z komoérki na drodze
zaleznej od egzocytozy, a sekrecja monomerycznej i zagregowanej
o-synukleiny zwieksza sie¢ w wyniku dziatlania czynnikéw prowadzacych do
uszkodzenia i akumulacji biatek (Lee i wsp., 2005). Mozliwe jest rowniez, ze
za zewnatrzkomoéorkowe uwalnianie a-synukleiny moga by¢ odpowiedzialne
inne mechanizmy, jak na przyklad modyfikacje post-translacyjne tego
bialka. Podatnos¢ na agregacje pecherzykowej a-synukleiny moze byc¢ nie
tylko spowodowana zaburzeniem konformacji tego biatka, ale rowniez
specyficznym mikrosrodowiskiem panujacym wewnatrz pecherzykow.
Wysokie stezenie jonow wapnia (Lowe i wsp., 2004), niskie pH (Hoyer i wsp.,
2002) oraz obecnosc¢ glikozaminoglikanow takich jak heparyna (Cohlberg i

wsp., 2002) moga przyspieszac proces agregacji a-synukleiny.
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Rycina 12 Hipoteza dotyczaca uwalniania i dzialania zewnatrzkomérkowej ASN (Lee i wsp.,

2008).

Zarowno zewnatrzkomoérkowa o-synukleina, jak i jej centralny
hydrofobowy fragment NAC, wykazuja dzialanie cytotoksyczne w badaniach
in vitro (Albani i wsp., 2004; Bodles i wsp., 2000; Du i wsp., 2003; Seo i
wsp., 2002; Sung i wsp., 2001). Mechanizm dzialania tych peptydow do
dzisiaj nie zostal w pelni wyjasniony. Badania przeprowadzone na
syntetycznych  blonach  fosfolipidowych  pokazaly, Ze  oligomery
zewnatrzkomorkowej a-synukleiny ukladaja sie w ksztalt walca (Volles i
Lansbury, 2003), a po polaczeniu z blona, tworza struktury podobne do
porow (Volles i wsp., 2001; Kayed i wsp., 2004). Jesli taka sytuacja mialaby
miejsce in vivo, to utworzenie podobnych struktur przez oligomery o-

synukleiny mogltoby by¢ bardzo niebezpieczne dla komoérki.

Inny potencjalny mechanizm toksycznosci zewnatrzkomorkowe;j
a-synukleiny, a zwlaszcza jej form zagregowanych zaklada aktywacje gleju i
wywolanie odpowiedzi zapalnej. Zewnatrzkomorkowa ASN aktywuje in vitro

komorki mikrogleju, ktéore w odpowiedzi uwalniaja wolne rodniki (ONOO-,
‘0, ) oraz eikozanoidy, w tym prostaglandyne E2 (Zhang i wsp., 2005).
Badacze ci udokumentowali, ze zewnatrzkomorkowa a-synukleina zwieksza
obumieranie = komoérek dopaminergicznych w  hodowli mieszanej
neurony/mikroglej, a pozostaje bez wplywu na przezywalnos¢ samych
neuronow (Zhang i wsp., 2005). Badania te wskazuja, ze oddzialywanie ASN
z mikroglejem powoduje aktywacje tych komoérek, co skutkuje
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neurotoksycznoscia. Inne badania wykazaly, ze ASN stymuluje uwalnianie
czynnikow prozapalnych, takich jak ICAM-1 (ang. intercellular adhesion
molecule) oraz interleukina-6 z ludzkich astrocytow i ludzkich

nowotworowych komorek astrocytoma (U-373MG) (Klegeris i wsp., 2006).

Zewnatrzkomorkowa a-synukleina jest usuwana 2z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej na drodze dwoéch mechanizméw. Pierwszy z nich
polega na proteolitycznej degradacji tego biatka przez zewnatrzkomoérkowe
enzymy. ASN uwolniona z komorek jest cieta przez metaloproteazy
wystepujace w macierzy zewnatrzkomorkowej (Sung i wsp., 2005). Prowadzi
to do powstawania krotkich peptydow, ktore indukujq agregacje i zwiekszaja
toksycznosc¢ a-synukleiny. Drugim sposobem na usuniecie
zewnatrzkomorkowej puli a-synukleiny jest jej wychwyt zwrotny. W
badaniach przeprowadzonych in vitro udowodniono, ze a-synukleina jest
pobierana zarowno przez neurony, jak i komorki mikrogleju (Ahn i wsp.,
2006; Sung i wsp., 2001; Zhang i wsp., 2005). Mechanizm tego zjawiska nie
jest do konca sprecyzowany. Podczas gdy jedne badania sugeruja, ze
wychwyt o-synukleiny zachodzi na drodze endocytozy zaleznej od bialka
Rab5A (Sung i wsp., 2001), inne wskazuja na internalizacje nie-endocytarna
(Ahn i wsp., 2006). Lee i wsp., (2008) uwazaja, ze wychwyt zwrotny
zewnatrzkomorkowej ASN zalezy od stopnia agregacji tego biatka. Oligomery
i agregaty sa pobierane na drodze endocytozy, a formy monomeryczne moga

swobodnie dyfundowac¢ do komorki przez btone komorkowa.
Znaczenie a-synukleiny w patologii choroby Alzheimera

W roku 1993 z plytek starczych mozgéow pacjentéw z choroba
Alzheimera oprocz AP wyizolowano réwniez 35-cio aminokwasowy peptyd
NAC, ktory stanowi centralny fragment biatka o-synukleiny (Ueda i wsp.,
1993). Badania immunohistochemiczne wykazaly, ze peptyd NAC odkladany
jest w centralnej czesci blaszek starczych, podczas gdy AP wystepuje
zarowno w ich centrum jak i w czeSci peryferyjnej (Masliah i wsp., 1996).
Stosunek NAC do AP w blaszkach starczych oszacowano na mniejszy niz
1:10 (Ueda i wsp., 1993). W kolejnych badaniach stwierdzono, ze peptyd
NAC wykazuje silng tendencje do tworzenia struktury p-harmonijki i
wlokien amyloido-podobnych (Iwai i wsp., 1995). W badaniach in vitro
zarowno ASN, jak i peptyd NAC, wchodza w bezposrednia interakcje z
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peptydami AP i zwiekszaja ich agregacje (Han et al., 1995; Yoshimoto et al.,
1995). ASN poprzez C-koncowsg czes¢ domeny NAC (aa 81-95) (Yoshimoto et
al., 1995) (Rycina 13), jak rowniez poprzez domene N-koncowa (Jensen i
wsp., 1997) wiaze sie z Ap 1-38. Ostatnie dane pokazaly, ze AB i ASN ko-
lokalizuja we frakcjach pecherzykowych i blonowych, a AP stabilizuje
oligomery ASN, co skutkuje tworzeniem struktur przypominajacych pory

(Tsigielny i wsp., 2008) (Rycina 14).

Obecnosci peptydu NAC w blaszkach starczych, u rodzin dotknietych
AD nie towarzyszyly zmiany w genie kodujacym a-synukleine (Brookes i St.
Clair, 1994; Campion i wsp., 1995). Na podstawie wszystkich wynikow
sugerowano, ze peptyd NAC moze bra¢ udzial w procesie agregacji Ap, ale
nie jest pierwotnym czynnikiem przyczyniajacym sie¢ do powstawania

blaszek starczych (Ueda i wsp., 1993).

ASN

(NAC)
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Rycina 13 Wiazanie ASN z A3 poprzez domen¢ NAC (zmodyfikowano wg Yoshimoto i wsp.,
1995).

Badania immunohistochemiczne potwierdzaja obecnos¢ NAC w
blaszkach starczych, ASN jest natomiast obecna w synapsach oraz
zdegenerowanych neurytach otaczajacych blaszki starcze (Masliah i wsp.,
1996; Ueda i wsp., 1993). Do chwili obecnej nie w pelni wyjasniong kwestig
pozostaje, na jakiej drodze peptyd NAC jest uwalniany i nagromadza sie w
przestrzeni pozakomoérkowej. Badania ostatnich lat wskazuja, ze zwiazana z
blona komorkowa a-synukleina moze wchodzi¢ w interakcje =z
zewnatrzkomorkowym AP, a w wyniku tej interakcji dochodzi do aktywacji
procesow prowadzacych do uwalniania peptydu NAC (Mandal i wsp., 2006).
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Ponadto ASN uwolniona do przestrzeni zewnagtrzkomorkowej moze byc
rowniez cieta przez metaloproteazy z uwolnieniem peptydu NAC (Sung i

wsp., 2005).

Podczas gdy akumulacja NAC w blaszkach starczych wydaje sie byc¢
stosunkowo péznym zdarzeniem, patologiczne zmiany a-synukleiny moga
zachodzi¢ w poczatkowym stadium choroby i dotycza glownie zwiekszenia
ekspresji tego biatka we wczesnym etapie rozwoju niektorych form AD (Iwai
i wsp., 1996). W przeciwienstwie do ASN, poziom innych synaptycznych
biatek (np. synaptofizyny) obniza sie stopniowo wraz z rozwojem choroby, co
sugeruje, ze utrata zakonczen nerwowych jest wczesnym i niezwykle
istotnym objawem patologii AD (Iwai i wsp., 1996; Masliah i wsp., 1996).
Ponadto warto zauwazy¢, ze podczas, gdy peptyd NAC, produkt degradacji
ASN wystepuje w znacznych ilosciach w rdzeniu blaszek starczych, nie

stwierdzono tam obecnosci innych biatek synaptycznych.

W przeciagu ostatnich lat doniesienia wielu grup badawczych
pokazuja, ze u ponad 60% chorych z idiopatyczna choroba Alzheimera
wykrywa sie ciala Lewy’ego w mozgu, glownie w jadrze migdatlowatym
(Mikolaenko i wsp., 2005; Jellinger, 2004). Analiza pacjentow z zespotem
Downa wykazala, ze ponad polowa badanych przypadkow charakteryzuje
sie¢ obecnoscia LB, ktore towarzysza uszkodzonym zakonczeniom
synaptycznym réwniez w obszarze jadra migdatowatego (Lippa i wsp., 1999).
Obecnie forme otepienia, ktéra charakteryzuje obecnosé¢ zaréwno blaszek
starczych, jak i LB w mozgu nazywamy wariantem choroby Alzheimera z
cialami Lewy’ego (LBV) (Petersen i wsp., 1998). Chociaz stopien zaburzenia
poznawczego U pacjentow z LBV jest porownywalny z obserwowanym w AD,
to jednak obecnos¢ LB przyspiesza rozwo6j objawow ze strony ukladu
pozapiramidowego (Lopez i wsp., 2000). Badania histopatologiczne mozgow
pacjentow z LBV wykazaly obecnos¢ LB nie tylko w zdegenerowanych
neurytach otaczajacych blaszki starcze, ale rowniez stwierdzily
wystepowanie agregatow ASN w ciele neuronu (Wirths i wsp., 2000).
Ponadto Szpak i wsp. (2001) pokazali, ze LB sa obecne rowniez w pniu i
korze mézgu wiekszosci zbadanych pacjentow z AD. Oproécz cial Lewy’ego, w
mozgach chorych zaréwno na AD jak i LBV zidentyfikowano rowniez inne
wtrety zawierajace ASN, charakteryzujace sie odmiennymi wlasciwosciami.

W przeciwienstwie do LB byly mniejsze, mialy niejednorodna powierzchnie
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oraz nie zawieraly ubikwityny (Mukaetova-Ladinska i wsp., 2000).
Wystepowanie tego typu agregatow ASN stwierdzono glownie w komorkach

hipokampa os6b z AD (Arai i wsp., 2001).

Rycina 14 Interakcje ASN z AP prowadza do wytworzenia poréw w membranie (Crews i wsp.,

2009).
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Wspoétczesna hipoteza dotyczaca choréb neurodegeneracyjnych
zaklada, ze kluczowa role w powstawaniu i rozwoju tych zaburzen
odgrywaja zmiany konformacyjne bialek. W wyniku dziatania licznych
czynnikow moze dochodzi¢ do zmiany prawidlowej struktury alfa na forme
B-kartki. Zmiany konformacji biatek zwiekszaja ich opornos¢ na dziatanie
enzymow proteolitycznych i przyczyniaja sie do ich oligomeryzacji,
fibrylizacji i w konsekwencji do tworzenia nierozpuszczalnych ztogow.
Uwaza sie, ze dimery i trimery stanowia najbardziej toksyczne formy.
Oligomery biatkowe moga mie¢ rozny sklad i lokalizacje w neuronie. Do
chwili obecnej mechanizm procesu ,oligomeryzacji” nie jest poznany.
Charakterystycznymi ztogami odkladanymi w chorobie Parkinsona sg ciala
Lewy’ego, ktorych glownym skladnikiem jest a-synukleina. Agregaty a-
synukleiny towarzysza réwniez innym chorobom neurodegeneracyjnym.
Wystepuja przede wszystkim w chorobie Alzheimera, ale rowniez w
otepieniu starczym z ciatami Lewy’ego, w chorobie Hallervordena-Spatza, w
zaniku wieloukladowym i w innych chorobach zwanych synukleinopatiami.
Dane ukazujace sie¢ na przestrzeni ostatnich 20 lat pokazaly, ze w
patologiach tych ASN jest nie tylko markerem, ale przede wszystkim
istotnym czynnikiem patogennym. Wczesniejsze badania skupiaty jednakze
uwage wylacznie na patologicznym dzialaniu wewnatrzkomoérkowej ASN,
gdyz jest ona typowym biatkiem cytozolowym, a jej patologiczne wtrety
wystepuja przede wszystkim wewnatrzkomorkowo. Przelom w dziedzinie
synukleinopatii stanowily badania Borghi i wsp. (2000) oraz El-Agnafa i
wsp. (2003), w ktorych wykazano obecnos¢ ASN w przestrzeni
pozakomorkowej, zarowno w plynie moézgowo-rdzeniowym, jak i w osoczu
krwi. Faktem jest, Zze w miare rozwoju neurodegeneracji patologia ciat
Lewy’ego rozszerza sie¢ na poszczegdlne regiony mozgu. Istnieje zatem
prawdopodobienstwo, ze uwolniona zewnagtrzkomoérkowo ASN moze miec
istotny udzial w rozprzestrzenianiu si¢ i w rozwoju nowych ognisk

chorobowych w mozgu.

Wiadomo, ze zewnatrzkomoérkowe podanie a-synukleiny dziata
neurotoksycznie, jednakze mechanizm jej dzialania nie zostal poznany.

Nasze poprzednie dane pokazaly, ze ASN dzialajaca zewnatrzkomorkowo
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powodowata zaburzenie przekaznictwa dopaminergicznego. Istnieje wiec
prawdopodobienstwo, ze biatko to moze wplywacé na liczne procesy zalezne
od aktywacji receptorow w blonie komoérkowej. Ostatnie dane sugeruja
rowniez prionowe wlasciwosci ASN. Uwolniona w wyniku egzocytozy, lub
procesu neurodegeneracji ASN tatwo przyjmuje konformacje p-kartki i moze
dziala¢ zewnatrzkomorkowo oraz przedostawac sie do wnetrza zaréwno
neuronow jak i komorek glejowych na drodze dwoch mechanizméw
zaleznych od jej stezenia i stopnia agregacji. Jesli ASN osiggnie odpowiednio
wysokie stezenie wewnatrz neuronu, moze dochodzi¢ do powstawania
toksycznych oligomerow, ktore moga powodowac obumieranie komoérek.
Odkrycie peptydu NAC jako drugiego, po APB skladnika blaszek starczych w
chorobie Alzheimera wskazuje, ze zarowno zewnatrzkomoérkowy NAC jak i
jego bialko prekursorowe, a-synukleina moga miec¢ istotne znaczenie w

procesie neurodegeneracji.

Dane ostatnich lat wskazuja, ze uwalnianie ASN do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej moze stanowi¢ kluczowy mechanizm odpowiedzialny
za rozprzestrzenianie si¢ i rozwoj patologicznych zmian w mozgu (Desplats
et al., 2009). W zwigzku z tym poznanie zewnatrzkomoérkowego dzialania
ASN moze przyczynic¢ sie do lepszego zrozumienia mechanizmu jej dziatania
i zaproponowania punku uchwytu dla opracowania skuteczniejszej terapii

chorob neurodegeneracyjnych.
Celem prezentowanej pracy bylo:

Zbadanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za
toksyczne dzialanie zewnatrzkomorkowej o-synukleiny, ze
szczegllnym uwzglednieniem jej wplywu na procesy wolnorodnikowe i
funkcje mitochondriow oraz na uwalnianie i toksyczno§¢ peptydow

amyloidu beta.
Cel ten zostal realizowany poprzez nastepujace zadania szczegotowe:

1. Zbadanie wplywu zewnatrzkomorkowej ASN w aktywacji
stresu nitrozacyjnego i w mechanizmach wuwalniania NO w
skrawkach i we frakcji zakonczen synaptycznych kory z hipokampem
mozgu szczura oraz w  komoérkach hipokampa HT22, =z
uwzglednieniem zmian w aktywnosci i ekspresji poszczegolnych

izoform syntazy tlenku azotu (NOS).
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2. Zbadanie wplywu ASN i peptydu NAC dzialajacych
zewnatrzkomorkowo na poziom wolnych rodnikow, w tym NO, oraz
aktywnos¢ i poziom biatka polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP),
funkcje mitochondriow oraz mechanizm obumierania komorek

dopaminergicznych PC12.

3. Zbadanie znaczenia ASN w uwalnianiu i toksycznos$ci
peptydow amyloidu beta w komorkach PC12 transfekowanych

ludzkim genem dla biatka prekursorowego amyloidu beta (APP).

4. Zbadanie dzialania wybranych zwigzkéw o dzialaniu

protekcyjnym w zapobieganiu toksycznosci ASN i NAC.
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Materialy i metody

Zwierzeta doswiadczalne

Do doswiadczen uzywano dorostych samcow szczurow szczepu
Wistar, w wieku 3 miesiecy i masie ciala okoto 250 g. Zwierzeta pochodzity z
hodowli prowadzonej w IMDiK PAN, w Warszawie. Zwierzeta hodowano w
warunkach stabilnej temperatury, wilgotnosci oraz wolnego dostepu do
wody i1 pozywienia. Doswiadczenia z udziatem zwierzat byly wykonywane
zgodnie z zasadami prawa etycznego, zgodnego z Konwencja Europejska na
podstawie zezwolenia wydanego przez IV Lokalna Komisje Etyczna do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach, z siedziba w Narodowym Instytucie Lekow w

Warszawie.
Przygotowanie materialu do doSwiadczen i analiz

Zwierzeta dekapitowano, izolowano mozg, a nastepnie na schlodzone;j
do temperatury 4°C szalce Petriego preparowano poétkule moézgowe w celu
usuniecia opon, naczyn oraz istoty bialej. Nastepnie izolowano kore moézgu,

hipokamp i prazkowie.
Preparatyka skrawkow

Z wyizolowanych czesci mozgu (kora moézgu i hipokamp)
otrzymywano skrawki o wymiarach 0,35 x 0,35 mm na stoliku schlodzonym
do temperatury 4°C przy uzyciu aparatu Mc Illwaina. Nastepnie skrawki
zawieszano w buforze Krebs-Henseleit (KRBS) o skladzie: 120 mM NaCl;
S mM KCl; 1,2 mM MgSO4; 1,2 mM KHyPO4; 25 mM NaHCO3z i 10 mM
glukoza, rownowazonym karbogenem (mieszanina 95%0: i 5%CO,) do
uzyskania pH 7,4 i uzywano do odpowiednich doswiadczen z udzialem ASN

i peptydu NAC.
Przygotowanie homogenatu

Wyizolowana kore moézgowa z hipokampem lub prazkowie dorostych
szczurow homogenizowano recznie w temperaturze 4°C w szklanym
homogenizatorze Dounce’a (czternascie przesuwow ttoka, typ B) w medium

izolacyjnym zawierajacym 0,25 M sacharoze, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA,
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1 mM DTT, inhibitory proteaz (CompleteTM) oraz 10 mM bufor Tris-HCI, pH

7,4. Otrzymany 10% homogenat uzywano do doswiadczen.
Preparatyka frakcji synaptozomalno-mitochondrialnej

Frakcje synaptozomalna otrzymywano metoda flotacyjna, opisana
przez Morel i wsp. (1998). Wyizolowang kore moézgowg z hipokampem
homogenizowano recznie w temperaturze 4°C, w medium izolacyjnym
zawierajacym 0,32 M sacharoze, 1 mM EDTA, oraz 10 mM bufor Tris-HCl
pH 7,4. Homogenizacje przeprowadzono w szklanym homogenizatorze
Dounce’a, typ A (czternascie przesuwow tloka). Otrzymany homogenat 10%
wirowano dwukrotnie przez 10 min przy 1300 x g w temperaturze 4°C.
Nastepnie osad (P1) odrzucano, a uzyskany nadsacz wirowano 17 min przy
17000 x g w temperaturze 4°C. Nadsgcz odrzucano, a otrzymany osad
stanowiacy frakcje synaptozomalno- mitochondrialng uzywano do dalszych

badan.
Komorkowe modele badawcze

Material do badan stanowily hodowane in vitro unieSmiertelnione
mysie komorki hipokampa (HT22) oraz komorki szczurzego guza
chromochlonnego (Pheochromocytoma, PC12). Linie te, dzieki duzej
stabilnosci fenotypu i praktycznie nieograniczonej zdolnosci proliferacji

stanowia uznane modele w badaniach in vitro.
Immortalizowane mysie komérki hipokampa (HT22)

Immortalizowane mysie komorki hipokampa HT22 uzyskano od Prof.
Davida Schuberta z Salk Institute for Biological Studies, La Jolla. Komoérki
HT22 otrzymuje si¢ z mysich neuronéw hipokampa uniesmiertelnionych w
wyniku inkubacji z onkogenem wrazliwym na temperature. W temperaturze
39°C dziatanie tegoz onkogenu zostaje wyeliminowane, a komorki
zachowuja charakterystyczne cechy zréznicowanych neuronéw (Frederiksen
i McKay, 1988). Linia ta hodowana byla w standardowej pozywce DMEM
(Eagle’a) (Sigma) z dodatkiem 10% plodowej surowicy cielecej (FCS)
inaktywowanej w 56°C, zawierajacej 2 mM glutamine i antybiotyki (50
jednostek/ml penicyliny, 50 ug/ml streptomycyny). Hodowle prowadzono w
sterylnych  jednorazowych  plastikowych  szalkach lub  ptytkach
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zawierajacych 24 dotki (Falcon), w inkubatorze w temperaturze 37°C, w

atmosferze nasyconej para wodna i zawierajacej 5% COa.
Komérki pheochromocytoma (PC12)

Komorki szczurzego guza chromochlonnego (pheochromocytoma,
PC12) uzyskano z Zakladu Farmakologii Biocentrum Uniwersytetu we
Frankfurcie nad Menem w Niemczech. Komorki te byly stabilnie
transfekowane ludzkim genem biatka prekursorowego amyloidu [ (APP)
dzikiego typu (APPwt) lub 2z mutacja typu szwedzkiego (APPsw,
K670M/N671L), a w przypadku komoérek kontrolnych, samym wektorem.
Transfekcje wykonano przy uzyciu techniki FUGENE (Roche Diagnostics
GmbH). Gen kodujacy APP znajdowal si¢ pod kontrola promotora CMV.
Wektor zawieral rowniez geny opornosci na gentamycyne. W przypadku
komérek PC12, taka transfekcja powoduje wzrost ekspresji biatka
prekurosrowego APP ludzkiego i produkcji AP, ktéorego poziom jest
podwyzszony ok. 3-krotnie w komorkach APPwt i ok. S5-krotnie w
komérkach APPsw (Chalimoniuk i wsp., 2007). Komorki APPwt, APPsw i
kontrolne hodowane byly w standardowej pozywce DMEM (Eagle’a) (Sigma)
z dodatkiem inaktywowanych w 56°C surowic: 10% plodowej cielecej (FBS) i
5% konskiej (HS), 2 mM glutaminy i antybiotykéw (50 jednostek/ml
penicyliny, 50 pug/ml streptomycyny i 400 ug/ml G418). Hodowle
prowadzono w sterylnych jednorazowych plastikowych szalkach lub
plytkach zawierajacych 24 dolki (Falcon), w inkubatorze w temperaturze

37°C, w atmosferze nasyconej para wodna i zawierajacej 5% CO..

Morfologie komorek w trakcie hodowli, a nastepnie po podaniu
czynnikow farmakologicznych obserwowano w mikroskopie sSwietlnym

Olympus CKX41.

Bank komorek przechowywano w stanie zamrozonym w temperaturze
-80°C (do biezacego uzytku) oraz w cieklym azocie (w celu dluzszego
przechowywania), w pozywce o skladzie: 50% FBS, 40% DMEM, 10%
DMSO.

Zastosowane warunki doswiadczalne

Do momentu rozpoczecia eksperymentu komorki pasazowano co 4
dni. Przy pasazowaniu komorek stosowano 0,25% roztwor trypsyny z 0,02%

EDTA (Sigma). Do zaplanowanego doswiadczenia komorki wysiewano z
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gestoscia 1-1,5 x 106 komoérek na szalke o srednicy 10 cm lub 0,5 x 106
komorek na szalke o Srednicy 3,5 cm lub 1 x 105 komoérek do dotka na
ptytkach 24-doltkowych. W 24 godz. po wysianiu pozywki hodowlane
wymieniano na pozywki zawierajace 2% FCS oraz 2 mM glutamine i
antybiotyki w stezeniach takich jak w mediach hodowlanych. Nastepnie
komorki traktowano badanymi zwigzkami i inkubowano przez 4, 6, 8, 24,
lub 48 h w 37°C. W celu farmakologicznej modyfikacji reakcji komorek na

dodane czynniki do medium dodawano odpowiednie zwiazki lub inhibitory.
Przygotowanie materiatu do oznaczen immunochemicznych

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

immunochemicznych (Western Blot).
Otrzymywanie ekstraktu komorkowego

Komorki hodowane na szalkach o Srednicy 3,5 cm trzykrotnie
ptukano buforem PBS, zeskrobywano, a nastepnie zawieszano w 150ul
buforu do lizy o sktadzie S50 mM HEPES, pH 7,4; 5 mM CHAPS, 5 mM DTT,
homogenizowano strzykawka i inkubowano przez 20 minut w 4°C.
Uzyskany w ten sposéb homogenat odwirowywano przy 14000 x g przez 15
min. Uzyskany  supernatant bedacy  ekstraktem = komorkowym
przechowywano w -70°C i uzywano do oznaczen aktywnosci kaspazy-3,

natomiast osad wykorzystano do oznaczen Western Blot.
Przygotowanie a-synukleiny i peptydu NAC oraz ocena struktury
drugorzedowej a-synukleiny

Przygotowanie a-synukleiny i peptydu NAC

a-Synukleine (ASN, rPeptide) i peptyd NAC (Sigma) rozpuszczano w
wodzie dejonizowanej i bidestylowanej w stezeniu 100 pM i uzywano
bezposrednio do doswiadczen. Dodatkowo ASN rozpuszczano w buforze
fosforanowym pH 7,5 i poddawano agregacji w temperaturze 37°C przez 14

dni.
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Ocena agregacji a-synukleiny na podstawie elektroforezy w

warunkach denaturujacych i immunodetekcji metoda Western Blot

Rozdziat elektroforetyczny o-synukleiny w warunkach
denaturujacych prowadzono wedlug metody Schéaggera i von Jagowa (1987)
uzywajac aparatu do elektroforezy firmy BIO-RAD. Biatka nie agregowane
lub poddane agregacji mieszano z taka samag objetoscia buforu Laemmli
(62,5 mM Tris-HCIl, pH 6.8, 20 % glicerol, 2% SDS, 100 mM DTT oraz
0,2 mM blekit bromofenolu) i umieszczano na 5 min w bloku grzejnym w
temperaturze 95°C. Po schlodzeniu, niewielka iloS¢ proby zawierajaca S5 pg
peptydu  nanoszono do studzienek elektroforetycznych w  zZelu
poliakrylamidowym i przeprowadzono elektroforeze. Uzywano zeli
poliakrylamidowych o grubosci 1 mm. Do rozdziatu peptydow uzywano
akrylamidu zawierajacego 3% bis-akrylamid jako czynnik sieciujacy. Zel
rozdzielajacy zawieral 15% akrylamidu, 1 M Tris-HCI, pH 8,43 oraz 0,1 %
SDS. Zel zageszczajacy sktadat sie z 4% akrylamidu, 0,1 % SDS oraz 0,74 M
Tris-HC1l, pH 6,8. Inicjacje reakcji polimeryzacji uzyskiwano dodajac
nadsiarczan amonowy i TEMED (odpowiednio 33,3 mg i 33 ul w przeliczeniu
na 100 ml roztworu). Elektroforeze prowadzono przy stalym napieciu 30 V
przez jedna godzine, a nastepnie przy napieciu 90V przez 2 godziny. Po
elektroforezie biatka przenoszono na btone z polifluorku winylidenu (PVDF,
Amersham Pharmacia Biotech). Po wykonaniu barwienia biatek za pomoca
roztworu PonceauS, membrane plukano w buforze fosforanowym =z
dodatkiem 0,1% Tween (PBS-T), a nastgpnie inkubowano w 5% roztworze
odtluszczonego mleka w 0,3% PBS-T w temperaturze pokojowej przez 1
godz. w celu zablokowania niespecyficznego wiazania sie przeciwcial.
Nastepnie btone inkubowano przez noc w 4 °C w 1% roztworze BSA w 0,1%
PBS-T zawierajacym poliklonalne przeciwcialo pierwszorzedowe przeciw o-
synukleinie (Sigma) w rozcienczeniu 1:1000. Nadmiar przeciwciala
odptukiwano 3-krotnie przez 10 minut w PBS-T, a nastepnie blone
inkubowano 1 godz. w 1% roztworze BSA z 5% odtluszczonym mlekiem w
PBS-T zawierajacym drugorzedowe przeciwciato anty-krolicze sprzezone z
peroksydaza chrzanowa w rozcienczeniu 1:8000. Niezwigzane specyficznie
przeciwcialo usuwano 3-krotnie pluczac blone przez 10 min w PBS-T.

Nastepnie blone poddawano reakcji chemiluminescencyjnej przy uzyciu
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zestawu firmowego ECL (Amersham Pharmacia Biotech) i wizualizowano

naswietlajac swiatloczuly film (Hyperfilm-Kodak, Sigma).

Analiza Western-Blot wykazala, ze a-synukleina niepoddana agregacji
w wiekszosci pozostaje w formie monomerycznej (masa molekularna okoto
19 kDa), ale w niewielkim stopniu tworzy dimery o masie molekularnej 37
kDa. o-Synukleina poddana agregacji czesciowo pozostaje w formie
monomerycznej, ale rowniez tworzy dimery i oligomery o masie molekularnej

ok. 65 kDa (Rycina 15).

KD ASN  ASN

rozp. zagr.

65 —Pp

37 —)

19 —p

Rycina 15 Analiza Western-Blot oligomerow a-synukleiny.

a-synukleine rozpuszczano w wodzie dejonizowanej lub PBS w stezeniu 100 uM i poddawano
,,Starzeniu” przez 14 dni w temperaturze 37 °C. Do elektroforezy i immunodetekcji Western-Blot

uzywano ASN bezposrednio po rozpuszczeniu (ASNrozp.) lub poddanej I14-dniowej inkubacji
(ASNzagr.).

W zwiazku z tym w dalszej pracy w stosunku do a-synukleiny
poddanej agregacji uzywa sie okreslenia ,zagregowana”, natomiast bialko
niepoddane  agregacji  okresla sie jako  ,rozpuszczalne” badz

yShiezagregowane”.
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Ocena fibrylizacji (agregacji) a-synukleiny przy uzyciu tioflawiny-T

Spektrofluorymetrie z uzyciem tioflawiny-T (Th-T) zastosowano do
polilosciowej oceny tworzenia wlokien zawierajacych strukture p-kartki
przez a-synukleine i peptyd NAC. Badane peptydy poddawano agregacji w
sposob opisany powyzej, po czym w odpowiednim przedziale czasowym 10 pl
roztworu tych peptydow dodawano do 3 uM Th-T w koncowej objetosci 300
ul 50 mM buforu fosforanowego, pH 6,0. Pomiary fluorescencji Th-T
wykonywano uzywajac spektrofluorymetru LS 50 B (Perkin Elmer) przy
dlugosci fali swiatla pobudzajagcego 450 nm i dlugosci fali sSwiatla
emitowanego 482 mm. Fluorescencje Th-T badano przez 300 sek., a Srednia
wynikow po 280 sek., 290 sek. i 300 sek. stanowila koncowy wynik dla

danej probki. Kazda inkubacje wykonywano w trzech powtérzeniach
(Rycina 16)
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Rycina 16 Oznaczanie stopnia fibrylizacji a-synukleiny.

a-synukleine rozpuszczano w wodzie bidestylowanej i dejonizowanej lub PBS w stezeniu 100 pM i
poddawano ,,starzeniu” przez 14 dni w temperaturze 37 °C w obecnosci Th-T. W wybranym punkcie

czasowym 0, 4,7 ,11 ,14 dni oznaczano fluorescencje tioflawiny wykazujqca ilos¢ wlokien ASN.

Charakterystyka i wzory chemiczne stosowanych zwiqzkow
W prowadzonych badaniach stosowano nastepujace zwigzki:

1. a-synukleina (ASN, rPeptide) - zagregowana i niezagregowana.

Stosowana w stezeniach 1, 5i 10 yM
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2. Peptyd NAC (Sigma) - niezagregowany (patrz: Rozdzial III.2).
Stosowany w stezeniach 1, 51 10 uM

3. Kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA, Sigma) - agonista receptora
NMDA. Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stezeniu 100 uM.

4. Nitroprusydek sodu (SNP, Sigma) - donor tlenku azotu.
Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stezeniu 100 pM.

S. Staurosporyna (STS, Sigma) — naturalny antybiotyk wyizolowany z
bakterii Streptomyces staurosporeus. Efekty biologiczne
staurosporyny wynikaja z jej zdolnosci inhibicji kinaz biatkowych,
przez uniemozliwienie zwigzania ATP przez biatko enzymu.
Stosowana in vitro w celu aktywacji apoptozy komorek.

Rozpuszczalna w wodzie, stosowana w stezeniu 1 pM.
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Staurosporyna (STS)
Rycina 17 Wzory chemiczne zwigzkow uzytych w badaniach.

W celu modulowania odpowiedzi komorek na badane peptydy

zastosowano nastepujace grupy zwiazkow:
1. Antagonisci receptora NMDA:

60



Materiaty i metody

a).

b).

Q“O SO o~

Dizocilpina (maleinian (+)-S-metylo-10,11-dihydro-SH-
dibenzo|a,d]cyklohepten-5,10-iminy, MK-801, Sigma)-
niekompetycyjny antagonista receptora NMDA. Rozpuszczalny w
wodzie, stosowany w stezeniu 10 uM.

Kwas  DL-2-amino-5-fosfonowalerianowy (APV, Sigma) -
selektywny, kompetycyjny antagonista receptora NMDA.

Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stezeniu 10 uM.

O
o

1
P
CHs OH NH-

MK-801 APV

Rycina 18 Wzory chemiczne antagonistow receptora NMDA uzytych w badaniach.

2.

Inhibitory syntazy tlenku azotu (NOS):

a).

b).

c).

7-nitroindazol (7-NI, Sigma) - inhibitor neuronalnej izoformy NOS
(Ki = 710 nM). Staby inhibitor indukowanej izoformy NOS (Ki =
20uM). Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stezeniu 10puM.
NGnitro-L-arginina (NNLA, Sigma) - inhibitor konstytutywnych
izoform NOS (Ki = 25 nM dla nNOS; Ki = 90 nM dla eNOS). Stabo
hamuje réwniez iNOS (Ki = 8,1 mM). Rozpuszczalny w wodzie,
stosowany w stezeniu 100 puM.
(4S)-N-(4-amino-S[aminoetylo]aminopentylo)-N’-nitroguanidyna
(NAAN, Calbiochem) —selektywny inhibitor nNOS (Ki = 120 nM).

Rozpuszczalny w DMSO, stosowany w stezeniu 50 pM.
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DENHNYNH
NH
= 3TFA
N
HoN =
NAAN

Rycina 19 Wzory chemiczne inhibitoréw NOS uzytych w badaniach.
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3.

kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy
(Trolox), — pochodna witaminy E, silny zmiatacz wolnych rodnikow.
Zapobiega stresowi oksydacyjnemu wywotanemu przez
nadtlenoazotyn. Rozpuszczalny w etanolu, stosowany w stezeniu
1 mM.

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

Cyklosporyna A ((E)-14,17,26,32-tetrabutylo-5-etylo-8-(1-
hydroksy-2-metyloheks-4-enylo) -1,3,9,12,15,18,20,23,27 -
nonametylo-11,29-dipropyl-1,3,6,9,12,15,18,21,24,27,30 -
undekaazacyklodotriakontan-2,4,7,10,13,16,19,22,25,28,31-
undekanon, Sigma) — zwiazek o dzialaniu immunosupresyjnym,
rowniez bloker megakanalow mitochondralnych. Rozpuszczalny w
etanolu, stosowany w stezeniu 2 pM.

a-Pifithrin (bromowodorek 2-(2-imino-4,5,6,7-
tetrahydrobenzotiazol-3-yl)-1-p-toliloetanonu, Sigma) — specyficzny
inhibitor bialka pS53 (Ki=2,2 nM). Rozpuszczalny w DMSO,
stosowany w stezeniu 20 pM.

Chlorowodorek N-(6-okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)-(N,N-
dimetylamino)acetamidu (PJ-43, Sigma) - silny, specyficzny
inhibitor polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP; Ki=20 nM). W zakresie
stezeh od 1 pM do 10 mM nie wykazuje dzialania
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antyoksydacyjnego. Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stezeniu
20 pM.

8. N-(5-Izopropylotiazol-2-yl)fenyloacetamid (BML-259, Biomol) - silny
inhibitor Cdk5/p25 (Ki=64 nM). Hamuje rowniez Cdk2 (Ki= 98 nM).

Rozpuszczalny w DMSO, stosowany w stezeniu 10 pM.
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OHa| 3
MeLeu— MeVal—N—C—-C-Abu —MeGly
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Cyklosporyna A

Rycina 20 Wzory chemiczne inhibitoréw i antyoksydantéw uzytych w badaniach.
Metody radiochemiczne oznaczania aktywnosci enzymow

Oznaczanie aktywnosci polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP)

Udziat ASN i peptydu NAC w modulacji aktywnosci PARP-1 badano
w homogenacie z kory moézgu i hipokampa oraz prazkowia zwierzat
dorostych. Homogenat inkubowano z badanymi peptydami przez 30 minut
w lazni wodnej w temperaturze 37°C. Po inkubacji oznaczano aktywnoscé
PARP przy uzyciu radioaktywnego substratu [!4C]dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NAD). Mieszanina reakcyjna w koncowej
objetosci 100 ul zawierala 200 uM (4 x 105 dpm) [Ade-U 14C|] NAD
(specyficzna aktywnos¢: 248mCi/mmol), 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM
MgCl,, 5 mM DTT oraz 200 ug biatka. Reakcje przeprowadzano przez 1
minute w temperaturze 37°C. Reakcje zatrzymywano 0,8 ml 25% zimnego
kwasu trojchlorooctowego (TCA). Nastepnie proby przesaczano pod
ciSnieniem stosujac filtry Whatman GF/B i pieciokrotnie przeptukiwano 3
ml 5% TCA. Radioaktywnos¢ wlaczonej poli(ADP-rybozy) w biatkach
zatrzymanych na filtrach oznaczano w scyntylatorze Bray’a w liczniku

scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosujac czas zliczania 5 minut.

Przygotowanie materialu do oznaczenia aktywnos$ci syntazy tlenku

azotu (NOS)

Udzial o-synukleiny, peptydu NAC oraz NMDA w modulacji
aktywnosci NOS badano na skrawkach z kory mozgu i hipokampa zwierzat
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dorostych. Skrawki rownowazono w buforze Krebs-Henseleit (KRBS) z
1,2 mM MgSOs, bez jonow Ca2* w Srodowisku karbogenu przez 90 minut w
tazni wodnej z wytrzasaniem o temperaturze 37°C w celu przywrécenia
rownowagi metabolicznej. Skrawki po stabilizacji byly dwukrotnie
przeplukiwane i zawieszone w buforze Krebs-Henseleit (KRBS) z 2 mM
CaCly, bez jonow Mg2*. Nastepnie skrawki inkubowano z badanymi
zwiazkami 30 min w 37°C. W eksperymentach z uzyciem antagonistow
receptora NMDA dodatkowo prowadzono 5 minutowsa pre-inkubacje przed
dodaniem badanych zwiazkéw. Po inkubacji skrawki odwirowywano przy
1731 x g przez 10 min w 4°C, homogenizowano w zimnym buforze do lizy
pH 7,2 (Tris-HCl 50 mM, sacharoza 320 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM,
inhibitory proteaz Complete).

W celu zbadania aktywnosci NOS w badanych liniach
komorkowych, komorki wysiewano na szalki 3,5 cm. Nastepnego dnia
pozywke wymieniano na pozywke z niska zawartoscia surowicy (2% FCS) i
dodawano badane zwigzki. Po 8h inkubacji komorki ptukano trzykrotnie
buforem PBS i homogenizowano w buforze do lizy identycznym jak w

przypadku skrawkow.
Oznaczanie aktywnosci syntazy tlenku azotu (NOS)

Aktywnos¢ syntazy NO oznaczano poprzez pomiar radioaktywnej
[14C]L-cytruliny powstajacej w equi-molarnych ilosciach z NO ze znakowanej
[14C]L-argininy w reakcji katalizowanej przez syntaze NO w obecnosci
kofaktorow wg metody opisanej przez Bredta i Syndera (1990) i
zmodyfikowanej przez Hekera i wsp. (1994).

Homogenat ze skrawkow i komorek (300 pg biatka) inkubowano w
Srodowisku zawierajacym 100 uM [!4C|L-arginine [0,1upCi], 2 mM CacCly,
1mM NADPH, 15 uM FAD, 10 uM tetrahydrobiopteryne (H4B), 1 uM
kalmoduling, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, w koncowej objetosci 300 pul. Proby
zerowe nie zawieraly bialka. Inkubacje prowadzono przez 30 min w 37°C. W
celu oznaczania aktywnosci poszczegélnych izoform NOS w skrawkach
mozgu szczura, po homogenizacji kazda probe rozdzielano na 3 czeSci i

kazda z nich pre-inkubowano przez 5 min w innych warunkach:

65



Materiaty i metody

A). Inkubacja w buforze bez inhibitorow NOS w celu oznaczenia
calkowitej aktywnosci enzymu
B). Inkubacja w obecnosci 10 puM 7-nitroindazolu (7-NI) w celu
zahamowania aktywnosci neuronalnej izoformy NOS (nNOS)
C). Inkubacja w obecnosci 2 mM EGTA i 100 uM NG6nitro-L-argininy
w buforze bez jonow Ca2* w celu zahamowania konstytutywnych
izoform NOS (nNOS i eNOS)
Nastepnie reakcje przerywano przez dodanie 1 ml zimnego buforu
100 mM Tris-HC1 z 10 mM EGTA, pH 5.5. Po odwirowaniu przy 3000 x g
przez 10 min, nadsacz (0,5 ml) nanoszono na kolumne¢ zawierajaca 0,5ml
Dowex™ 50WX-8 (w formie Na*) i przemywany dwukrotnie 1 ml wody.
Radioaktywnos¢ [14C]L-cytruliny w eluacie mierzono w scyntylatorze Bray’a
w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosujac czas zliczania 5
minut. Ilos¢ powstajacej radioaktywnej L-cytruliny w wyniku reakcji NOS-u
obliczano w nmol/mg bialka.
Aktywnos¢ poszczegolnych izoform NOS obliczano poprzez odjecie

od siebie wynikéw dla poszczegolnych wariantow eksperymentalnych A, B

lub C. Sposob kalkulacji przedstawiono ponizej (Tabela 2):

Tabela 2 Schemat obliczen aktywnoSci poszczegdlnych izoform NOS w skrawkach z mézgu

Szczura:

Izoforma NOS Metoda obliczenia aktywnosci
nNOS A-B
eNOS B-C
iNOS C

Metody spektrofotometryczne

Oznaczanie zawartosci biatka

ZawartoS¢ biatka w preparacie oznaczano metoda Lowry’ego przy

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

Test MTT jest ilosSciowym kolorymetrycznym testem, ktory opiera sie

na fakcie, ze tylko zywe, aktywne metabolicznie komérki, moga
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przeksztalca¢ w swoich mitochondriach sole tetrazoliowe (bromek 3-(4,5-
dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego, MTT) o zabarwieniu
zoltym do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu o zabarwieniu
fioletowym. Powstate krysztaly rozpuszczane sa w DMSO. Intensywnosc
zabarwienia tak otrzymanego roztworu jest wprost proporcjonalna do ilosci
zywych komorek w badanym materiale. Komorki PC12 wysiewano na szalki
24-dotkowe pokryte polietylenoiming. Nastepnego dnia pozywke wymieniano
na pozywke z niska zawartoscia surowicy (2% FCS) i dodawano badane
zwiazki oraz odpowiednie inhibitory. Po 48 h pozywke wymieniano ponownie
na pozywke pozbawiong surowicy, dodawano MTT (0,25 mg/ml) i
inkubowano przez 2 h w 37°C. Nastepnie pozywke usuwano, a komorki

rozpuszczano w DMSO i mierzono absorbancje przy dtugosci fali 595 nm.
Metody spektrofluorymetryczne

Analiza poziomu wolnych rodnikéw w cytozolu przy uzyciu sondy

fluorescencyjnej DCF

Poziom wolnych rodnikéow badano w oparciu o reakcje
przeksztalcenia dwuoctanu 2’°,7-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA),
na skutek wewnatrzkomorkowej deacetylacji, do 2°7-
dichlorodihydrofluorescyny (H2DCF), ktora nastepnie jest utleniana przez
wolne rodniki do fluorescencyjnej 2’,7-dichlorofluoresceiny (DCF). Test ten
pozwala analizowa¢ wewnatrzkomorkowy poziom wolnych rodnikéw

tlenowych (Royall i Ischiropoulos, 1993).

Swiezo wyizolowane synaptoneurozomy byty inkubowane z badanymi
zwigzkami w obecnosci HoDCF-DA (15 uM) w buforze Locke’a pH 7,2 (NaCl,
154 mM; KCI, 5,6 mM; CaCly, 2,3 mM; MgCly, 1,0 mM; NaHCOs3, 3,6 mM;
Hepes, 5 mM; glukoza, 5 mM) przez 30 min., w 37°C w ciemnosci.
Nastepnie mieszanine inkubacyjna wirowano przy 14000 obr./min przez 5
min. i ponownie zawieszano w buforze Locke’a. Synaptosomy inkubowano w
obecnosci a-synukleiny oraz NAC w koncowej objetosci 200 pl przez 30min.,
w atmosferze karbogenu, w 37°C, w ciemnosci. Fluorescencje DCF
oznaczano przed i po inkubacji przy uzyciu spektrofluorymetru LS-50B,

przy dtugosci fali pobudzajacej 488nm i emitowanej 530nm .

Komoérki PC12 wysiewano na szalki 24-dolkowe pokryte
polietylenoiming. Nastepnego dnia pozywke wymieniano na pozywke z niska
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zawartoscia surowicy (2% FCS) i dodawano badane zwiazki. Po 4 h
inkubacji do pozywki dodawano 10uM H,DCF-DA (Sigma) i inkubowano
przez S0 min w 37°C. Nastepnie komorki ptukano trzykrotnie buforem PBS.
Fluorescencje DCF mierzono przy uzyciu spektrofluorymetru Perkin Elmer
LS 50B przy dlugosci fali pobudzenia 488 nm i emisji 525 nm. Wynik

wyrazono jako intensywnosc¢ fluorescencji.
Badanie aktywnosci kaspazy-3

Aktywnos¢ kaspazy-3 analizowano metoda fluorymetryczng 2z
uzyciem zestawu CASP-3-F firmy Sigma. Metoda wykorzystuje
pseudosubstrat acetylo-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylokuumaryne (Ac-
DEVD-AMC; odwzorowujacy miejsce ciecia w PARP: Asp-Glu-Val-Asp) i
specyficzny inhibitor kaspazy-3 (Ac-DEVD-CHO). Frakcje cytozolowa 2z
komoérek (okoto 300 pg biatka) inkubowano 120 min. w obecnosci Ac-DEVD-
AMC (16,66 uM) w roztworze zawierajacym 5 mM DTT, 2 mM EDTA, 0,1 %
CHAPS, 20 mM HEPES pH 7,4 w temperaturze pokojowej. Rownolegle z
proba badana wykonywano oznaczenie w obecnosci inhibitora kaspazy 3
(Ac-DEVD-CHO; 2 uM). Pomiar stezenia fluorescencyjnego produktu
uwolnionego w wyniku reakcji katalizowanej przez kaspaze 3 (7-amido-4-
metylokumaryna) przeprowadzono po zakonczonej inkubacji za pomoca
spektrofluorymetru Perkin-Elmer LSS50B przy dtugosci fali pobudzajacej Ex:
360 nm i emitowanej Em: 460 nm. Aktywnos¢ kaspazy 3 wyliczano na
podstawie krzywej wzorcowej AMC.

Metody immunochemiczne

Immunochemiczna detekcja bialek metodg Western Blot

Immunochemiczng metoda Western Blot oznaczano poziom biatka
PARP, Bid oraz p-aktyny. Homogenat lub zgrubng frakcje jadrowo-
mitochondrialng (40 pg biatka) mieszano z buforem denaturujaco-
obciazajacym Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 20 % glicerol, 2% SDS,
100 mM DTT oraz 0,2 mM blekit bromofenolu). Probki nastepnie ogrzewano
przez S min w temp. 95°C. Bialtka rozdzielano na zelu poliakrylamidowym i
przenoszono na blone 2z polifluorku winylidenu (PVDF, Amersham
Pharmacia Biotech). Po wykonaniu barwienia biatek za pomoca roztworu
Ponceau S, membrane plukano w odpowiednim buforze, a nastepnie

inkubowano w roztworze odtluszczonego mleka lub BSA (Sigma) w
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temperaturze pokojowej przez 60 min w celu zablokowania niespecyficznego
wigzania sie przeciwcial (szczegolowe warunki reakcji dla poszczegoélnych
bialek podano w Tabela 3). Nastepnie btone¢ inkubowano przez noc w 4 °C w
roztworze zawierajagcym odpowiednie przeciwcialo pierwszorzedowe.
Nadmiar przeciwciala odptukiwano 3-krotnie przez 10 minut w
odpowiednim buforze, a nastepnie blone inkubowano 1 godz. w roztworze
drugorzedowego przeciwciala sprzezonego 2z peroksydaza chrzanowa.
Niezwiazane specyficznie przeciwciala usuwano 3-krotnie pluczac blony
przez 10 min w odpowiednim buforze. Nastepnie blone poddawano reakcji
chemiluminescencyjnej przy uzyciu zestawu firmowego ECL (Amersham
Pharmacia Biotech) i wizualizowano naswietlajac sSwiatloczuly film
(Hyperfilm-Kodak, Sigma). Klisze poddawano analizie densytometrycznej
przy pomocy oprogramowania TotalLab v1.11 (Non Linear Dynamics). Blony
wykorzystane uprzednio inkubowano 30 min. w roztworze 1% SDS i 50 mM
glicyny-HCI o pH 2,0 w celu usuniecia zwiazanych przeciwciat i ptukano 3 x
15 min w TBS-Tween, po czym uzywano do kolejnych oznaczen

immunochemicznych.

Tabela 3 Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczegélnych oznaczen.

Oznaczane | Gesto$¢ | Bufor | Blokowanie | Przeciwciato 1-rzedowe Przeciwciato
biatko zelu 2-rzedowe
PARP-1 7,5% PBS- 1% BSA Mysie, 1:500 w 0,5% | Antymysie
Tween monoklonalne, BSA w PBS- Amersham
przeciw PARP- | Tween Pharmacia
1 (C-2-10), Biotech
Sigma P248 NA931V
1:2500
B-aktyna 7,5% TBS- | 5% mleko Mysie, 1:400 w 0,1% Antymysie
lub Tween | odtluszczone | monoklonalne BSA w PBS- Amersham
10% (C4), MP Tween Pharmacia
Biomedicals, Biotech
69100 NA931V
1:1000

TBS-Tween — bufor Tris o skladzie 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,6, PBS-Tween
— bufor fosforanowy o skladzie 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, Tween-20 0,1%,
pH 7,4; BSA - albumina z surowicy bydlecej, wolna od kwasow tluszczowych
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Oznaczanie poziomu amyloidu beta 1-40 przy uzyciu metody ELISA

Komorki hodowano na szalkach 35-mm, a nastepnie poddawano
dzialaniu a-synukleiny lub peptydu NAC. Po uptywie 48-godzin medium
komorkowe zostalo przeniesione do probowek i odwirowane 10000 x g przez
S min. Stezenie AR 1-40 w medium komorkowym oznaczano metoda ELISA
z uzyciem odpowiedniego zestawu (The Genetics Company) zgodnie z
zaleceniami producenta. AP 1-40 wigze sie¢ z przeciwcialem umieszczonym
na plytce, ktore selektywnie rozpoznaje i wiaze N-koniec peptydu AB 1-40.
Powstaly koniugat jest nastepnie zwiazany przez kompleks Biotyna-
Streptawidyna-Enzym. W koncowym etapie reakcji ELISA zwigzany enzym
przeprowadza bezbarwny substrat w kolorowy produkt, ktorego absorbancje
mierzono w ciggu 30 min za pomoca czytnika mikroptytek Bio-rad 3550-UV
przy dlugosci fali 450 nm. Stezenie AP wyrazone w pg/ml wyliczano na

podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej z syntetycznego Ap.
Oznaczanie poziomu cietego PARP (Asp214) przy uzyciu testu ELISA

Komorki hodowano na szalkach o sSrednicy 35-mm, a nastgpnie
poddawano dzialaniu a-synukleiny. Po uptywie 24-godzin komorki ptukano
buforem PBS a nastepnie zawieszano w 150ul buforu do lizy o sktadzie 20
mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1% Triton-X-
100, 2,5 mM pirofosforan sodu, 1 mM fosforan B-glicerolu, 1 mM NazVO,, 1
pg/ml leupeptyna (Cell Signalling) i inkubowano przez S5 min w 4°C.
Uzyskang w ten sposOb zawiesing zeskrobywano, sonifikowano i

odwirowywano z predkoscig 1000 x g przez 10 min.

Stezenie 89-kDa fragmentu PARP (Asp 214) w uzyskanym nadsaczu
oznaczano metoda ELISA z uzyciem odpowiedniego zestawu (Cell Signalling)
zgodnie z zaleceniami producenta. Fragment ten wiaze si¢ z przeciwcialem
umieszczonym na plytce, ktore je selektywnie rozpoznaje. Powstaly koniugat
jest zwiazany przez specyficzne p-cialo pierwszorzedowe, a powstaly
kompleks jest nastepnie l!gaczony =z drugorzedowym przeciwciatem
sprzezonym z peroksydaza chrzanowa. W koncowym etapie reakcji ELISA
zwiazany enzym przeprowadza bezbarwny substrat w kolorowy produkt,
ktorego absorbancje mierzono w ciggu 30 min za pomocg czytnika
mikroptytek Bio-rad 3550-UV przy diugosci fali 450 nm. Stezenie 85-kDa

PARP wyrazono w procentach kontroli.
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Analiza ekspresji genow

Izolacja RNA

Catkowite RNA izolowano z komorek w warunkach sterylnych,
zmodyfikowanga metoda Chomczynskiego i Sacchi (1987), uzywajac
odczynnika TRI-reagent (Sigma). Komorki rosnace na szalkach o Srednicy
35 mm ptukano dwukrotnie buforem PBS, a nastepnie zawieszano w 1 ml
odczynnika TRI-reagent i odstawiano na 5 minut. Nastepnie, do 1 ml
homogenatu dodawano 200 pl chloroformu, energicznie mieszano przez 15
sek., pozostawiano na 15 min w temperaturze pokojowej i wirowano przy
obrotach 12000 g przez 10 min w 4°C. Gorna faze wodng zawierajaca RNA
przenoszono do nowej probowki, dodawano 500 pl zimnego izopropanolu,
delikatnie mieszano, pozostawiano na 5 min w temperaturze pokojowej i
wirowano przez 10 min przy obrotach 12000 g w 4°C. Osad przemywano
trzykrotnie 1 ml 75% etanolu. Po kilkuminutowym odparowaniu etanolu z
probek, osad RNA zawieszano w 30 pl wody pozbawionej RNAz (Promega
Corporation). Nastepnie mierzono ilo§¢ otrzymanego RNA metoda
spektrofotometryczna przy dtugosci fali 260 nm, oraz zanieczyszczenie RNA
biatkami i DNA przy dhugosci fali 280 nm. Stosunek OD260/0D280 wynosit
od 1,7 do 2,0. Illos¢ RNA oznaczano w aparacie spektrofotometrycznym

NanoDrop.

W celu oczyszczenia wyizolowanego wczesniej mRNA z pozostatosci
DNA komorkowego do probowek 1,5 ml przenoszono S pg mRNA i
uzupelniano odczynnikami do trawienia DNA firmy Promega Corporation do
10 pl. Po przygotowaniu mieszanine reakcyjng inkubowano 15 min w RT.
Nastepnie dodano 1 pl Stop solution i dalej prowadzono inkubacje przez 10

min w 70°C. Po zakonczeniu reakcji probki przenoszono do lodu.
Reakcja odwrotnej transkrypcji

Catkowite wyizolowane RNA (1 pg) bytlo matryca dla dziatania
odwrotnej transkryptazy. W reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano
DNA komplementarne (cDNA) do mRNA. Reakcje odwrotnej transkrypcji
przeprowadzano w 42°C przez 15 min przy uzyciu zestawu odczynnikow
firmy Promega Corporation, w koncowej objetosci 20 ul. W celu inaktywacji

odwrotnej transkryptazy, po zakonczeniu reakcji, mieszanine reakcyjna

71



Materiaty i metody

inkubowano przez 5 min w 90°C, a nastepnie schladzano przez 5 min w

lodzie.

Reakcja lancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction,

PCR)

Uzyskane cDNA (lpg) amplifikowano metoda PCR uzywajac
starterow dla eNOS, iNOS i nNOS wykonanych przez firme Oligo.pl wedlug
sekwencji komplementarnych do sekwencji wuzyskanych =z badan
poprzednich zespotow. Jednoczesnie analizowano poziom mRNA kodujacego
konstytutywne biatko B-aktyne. Mieszanina do wielokrotnego powielania
sekwencji DNA (mieszanina PCR) zawierata nastepujace sktadniki: 20 pl Taq
PCR Master MIX Kit (Qiagen, Valencia CA); 1 ug cDNA oraz 20 pmoli

kazdego ze starterow:

1) nNOS (powielaja fragment 400 par zasad) (De Sanctis i wsp.,
1997):
e 5-CCTTAGAGAATAAGGAAGGGGGCGGG-3'
e 5-GGGCCGATCATTGACGGCGAGAATGATG-3';
2) eNOS (powielaja fragment 260 par zasad) (Strosznajder i wsp.,
2004):
e 5- GGGCTCCCTCCTTCCGGCTGC-3'
e 5- GGATCCCTGGAAAAGGCG-3'
3) iNOS (powielaja fragment 370 par zasad) (Baylis i wsp., 1999):
e 5-GCCTCATGCCATTGAGTTCATCAACC-3'
e 5-GAGCTGTGAATTCCAGAGCCTGAAG-3'
4) B-aktyna (powielaja fragment 350 par zasad) (Song i wsp., 1999):
e 5-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3'
e 5-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3'

Kazda probke uzupeilniano woda do objetosci 50 ul. Préobki cDNA z
mieszaning PCR byly inkubowane w aparacie GeneAmp PCR System 2400
(Perkin Elmer) w nastepujacych warunkach: wstepna denaturacja (5 min,
94°C, 1 cykl), denaturacja (1 min, 94°C), asocjacja starterow (2 min, 60°C) i
wydluzanie lancucha (3min, 72°C) 35 cykli i faza koncowego wydluzania
tancucha (7 min, 72°C). Produkty PCR (10 pul) poddawano elektroforezie w
2% zelu agarozowym z bromkiem etydyny w buforze TBE (45mM Tris-boran,
0,1 mM EDTA) przy natezeniu 100V. Poziom ekspresji genu badano w
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odniesieniu do ekspresji genu kodujacego biatko (-aktyny. Obraz
zapisywano przy uzyciu systemu Nucleovision firmy Nucleotech, zas analize
densytometryczng prazkéw przeprowadzano przy pomocy programu

GelExpert 4.0.
Real-time PCR

Zmiany poziomu mRNA genow kodujacych biatka p53, Cdk-5, p35
oraz p39 analizowano za pomoca reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang.
real-time PCR). Na matrycy cDNA uzyskanej z 1 ug RNA przeprowadzono
reakcje PCR w czasie rzeczywistym przy uzyciu odpowiednich sond Tag-Man
(Applied Biosystems). Zastosowano nastepujace warunki reakcji: (94°C-30
s, 63°C — 30 sek, 72°C - 45 sek.) x 40 cykli amplifikacji. Kazda probke cDNA
amplifikowano w trzech powtorzeniach. Poziom mRNA wyrazano jako
wzgledny stosunek probki badanej do prébki referencyjnej (kalibratora), po

uprzedniej normalizacji obydwu wzgledem genu referencyjnego (ACTB).

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

przedstawiono jako % kontroli.

Oznaczanie apoptozy komorek in vitro metodq mikroskopii

fluorescencyjnej.

Apoptoze wykrywano przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego
Hoechst 33342 (Sigma). Barwienie jader komorkowych za pomoca tego
barwnika pozwala na wizualizacje kondensacji i agregacji DNA
charakterystycznych dla apoptozy. Komorki wysiewano na szalki o Srednicy
35 mm pokryte polietylenoiming. Po inkubacji z badanymi zwiazkami
komorki plukano zimnym buforem PBS, a nastepnie pozostawiano w
metanolu na 30 min. w -20°C. Barwienie wykonywano poprzez inkubacje z
barwnikiem Hoechst 33342 o stezeniu 1 ng/ml w buforze fosforanowym
przez 30 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie komorki plukano w
buforze PBS. Wybarwione jadra analizowano w  mikroskopie
fluorescencyjnym Olympus IX71 i fotografowano z uzyciem kamery cyfrowe;j
Olympus U-CMAD3 zintegrowanej z mikroskopem przy dlugosci fali
pobudzajacej Ex: 340 nm i emitowanej Em: 510 nm przy uzyciu 40-

krotnego powiekszenia.
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Materiaty i metody

Statystyczne opracowanie wynikow

Kazde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtérzeniach.
Za ostateczny wynik przyjmowano wartos¢ sSrednig * biad standardowy
sredniej (SEM) obliczone z indywidualnych pomiaréw (Srednich 2z
powtorzen). W celu ustalenia wiarygodnosci zaistnialych réznic w badaniach
porownawczych, wartosci z poszczegolnych eksperymentow weryfikowano
jednoczynnikowa badz wieloczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) z
uzyciem testow post-hoc Bonferroniego lub Newmana-Keulsa. Wyniki
uznawano za znamienne statystycznie przy poziomie istotnosci p ponizej

0,05.
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WYNIKI

Badanie wptywu zewngtrzkomorkowej a-synukleiny i peptydu
NAC w procesach uwalniania NO oraz modulacji aktywnosci
PARP-1 w wybranych czesciach mézgu szczura w warunkach in

vitro

Badanie udziatlu receptora NMDA w zaleznej od ASN i NAC aktywacji
NOS

Prowadzone badania mialy na celu okreslenie roli
zewnatrzkomorkowej ASN i peptydu NAC w zaleznej od receptora NMDA
aktywacji syntazy tlenku azotu (NOS). Zbadano wptyw ASN i NAC na proces
uwalniania tlenku azotu (NO) w moézgu w wyniku aktywacji poszczegbdlnych
izoform NOS: nNOS, eNOS, iNOS. Ponadto analizowano zalezna od NO
modulacje aktywnosci PARP-1, jadrowego odbiorcy sygnatu. Badania
prowadzono na skrawkach izolowanych 2z kory mozgowej wraz =z
hipokampem doroslych szczurow Wistar. Zastosowanie powyzszego modelu
badawczego umozliwia badanie znaczenia receptora NMDA w uwalnianiu

NO przez zewnatrzkomoérkows a-synukleine i NAC.

W pierwszej kolejnosci zbadano wplyw zewnatrzkomorkowej ASN
(10 uM) i peptydu NAC (10 uM) na catkowita aktywnosé NOS. Aktywnos¢ te
badano w skrawkach otrzymywanych z kory z hipokampem mozgu szczura
metoda radiochemiczng z uzyciem znakowanej [!4C]L-argininy. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze w trakcie 30-minutowego dziatania, zaréwno ASN, jak i
jej toksyczny fragment NAC 2znaczaco stymuluja aktywnosé NOS
(Rycina 21). B-synukleina (BSN, 10 puM), izoforma nieposiadajaca regionu
NAC, pozostata bez wplywu na aktywnos¢é NOS. Wyniki te wskazuja, ze efekt
dzialania na aktywnos¢ NOS jest zalezny od obecnosci domeny NAC w

strukturze biatka (Rycina 21).
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Rycina 21 Wplyw a—synukleiny (ASN), B-synukleiny (BSN) oraz peptydu NAC na aktywnos¢
syntazy tlenku azotu.

Skrawki kory z hipokampem mozgu szczura po 30-minutowej inkubacji z ASN, BSN, NAC (kazdy w
stezeniu 10 uM) homogenizowano i w uzyskanych homogenatach mierzono aktywnos¢ NOS. Wyniki
wyrazono w pmol/mg biatka/min. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng z pieciu niezaleznych
doswiadczen w trzech powtorzeniach+ SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano

Jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. ** - Roznica istotna

statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01.

Nastepnie badano wplyw a-synukleiny i NAC na aktywnosc¢
poszczegolnych izoform NOS przy uzyciu specyficznych inhibitorow. Sposéb
przeprowadzenia pomiaru i kalkulacja zostaly przedstawione w rozdziale
Materialy i Metody. Wykazano, ze ASN i NAC wplywaly wylacznie na
aktywnos¢ konstytutywnej, neuronalnej izoformy NOS (nNOS), natomiast
nie mialy wplywu na izoforme Srodblonkowsg (ang. endothelial NOS, eNOS),
ani na izoforme indukowanag (iNOS). ASN i NAC stymulowaly nNOS
odpowiednio o 70% i 40% (Rycina 22).
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Rycina 22 Wplyw ASN oraz NAC na aktywnos$¢ poszczegolnych izoform NOS.

Skrawki kory z hipokampem mozgu szczura po 30-minutowej inkubacji z ASN, BSN, NAC (kazdy w
stezeniu 10 puM) homogenizowano i w uzyskanych homogenatach mierzono aktywnos¢ NOS. Wyniki
wyrazono w pmol/mg biatka/min. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetycznq z trzech niezaleznych
doswiadczen w trzech powtorzeniach+ SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
Jjednoczynnikowq analize¢ wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. ** - Roznica istotna

statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01; * - Roznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli

p<0,05.

W zwigzku z tym, ze gléwna pula nNOS w komoérce zwigzana jest
fizycznie i funkcjonalnie z receptorem NMDA, w nastepnej kolejnosci
badano znaczenie tego receptora w aktywacji nNOS wywotanej przez ASN i
NAC. Zastosowanie dwoch antagonistow receptora NMDA:
niekompetycyjnego MK-801 i kompetycyjnego APV, zapobiegalo aktywacji
NOS wywotanej przez ASN i NAC (Rycina 23). Efekt a-synukleiny i NAC
porownano z dzialaniem kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA).
Uzyskane wyniki wskazujg, ze pobudzenie receptora NMDA jest
odpowiedzialne za aktywacje NOS przez a-synukleing i NAC.
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Rycina 23 Udzial receptora NMDA w zaleznej od ASN i NAC aktywacji NOS.

Skrawki kory z hipokampem mozgu szczura po 30-minutowej inkubacji z ASN, BSN, NAC (kazdy w
stezeniu 10 uM) lub NMDA (100uM) oraz jednym z wybranych antagonistow receptora NMDA: MK-
801 10 uM lub APV 10 uM homogenizowano i w uzyskanych homogenatach mierzono aktywnosé
NOS. Wyniki wyrazono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetycznq z trzech do
osmiu niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach+ SEM. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. ** p<0,01, ***
p<0,001- Roznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli; &p<0, 05, &&p<0,0] - Roznica istotna
statystycznie w stosunku do NMDA; *p<0,05, **p<0,01- Réznica istotna statystycznie w stosunku do
ASN; *p<0,05, "p<0,01- Réznica istotna statystycznie w stosunku do NAC.

Badanie indukcji stresu oksydacyjnego i modulacji aktywnosci

PARP-1 przez ASN i NAC

NO jest stabym wolnym rodnikiem, ale moze wchodzi¢ w reakcje z
anionem ponadtlenkowym, co prowadzi do wytworzenia nadtlenoazotynu,
ktory wykazuje silne wlasciwosci pooksydacyjne i prowadzi do aktywacji
kaskady wolnorodnikowej. Zdolnos¢ a-synukleiny i NAC do indukcji stresu
oksydacyjnego badano we frakcji synaptozomalnej otrzymywanej z kory i
hipokampa moézgu szczura. Poziom wolnych rodnikéw badano poprzez
pomiar utleniania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA).
Stwierdzono, 2e po  30-minutowej inkubacji zewnatrzkomorkowa

a-synukleina (ASN, 10 pM) powoduje 20% wzrost poziomu wolnych
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rodnikow, natomiast 10 pM peptyd NAC stymuluje produkcje wolnych
rodnikow az o 80% (Rycina 24). Efekt wywolany dzialaniem NAC jest nawet
silniejszy niz spowodowany przez 250pM FeCly, zwiazek utleniajacy
powrzechnie uzywany w badaniach in vitro w celu indukcji stresu

oksydacyjnego.
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Rycina 24 Poziom wolnych rodnikéw w synaptosomach poddanych dzialaniu ASN, NAC i
FeClz.

Frakcje synaptozomalng izolowanq z kory z hipokampem mozgu szczura poddano 30-minutowej
inkubacji z ASN, NAC (kazdy w steZeniu 10 uM). Poziom wolnych rodnikéw oznaczano metodq
fluorymetrycznq z zastosowaniem DCF. Wyniki wyrazono jako procent kontroli. Kazdy wynik stanowi
Sredniq arytmetycznq z czterech niezaleznych doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. ** - Réoznica
istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01; * - Roznica istotna statystycznie w stosunku do

kontroli p<0,05.

Indukcja stresu oksydacyjnego i zwiekszenie syntezy NO prowadzic¢
moze do utlenienia makroczasteczek, uszkodzenia mitochondriow i DNA

oraz do zmian aktywnosci jadrowego enzymu PARP-1.

W zwiazku z indukcja przez a-synukleine stresu oksydacyjnego w
mozgu szczura, w dalszym etapie badan analizowano wptyw tego biatka na
aktywnos¢ polimerazy poli(ADP-rybozy). Aktywnos¢ te badano w
homogenacie otrzymywanym z kory z hipokampem oraz prazkowia moézgu

szczura metoda radiochemiczng z uzyciem radioaktywnego substratu [14C]
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dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD). ASN powodowala okoto
30% spadek aktywnosci PARP-1 w badanych czeSciach moézgu (Rycina 25).
Wstepne badania z uzyciem NAC wykazaly natomiast, ze peptyd ten nie
wywiera wplywu na aktywnos¢ PARP-1 zarowno w korze z hipokampem, jak
i prazkowiu. Wyniki te wskazuja, ze NAC nie zawsze aktywuje te same

molekularne mechanizmy, co ASN.
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Rycina 25 Wplyw ASN i NAC na aktywnos$¢ PARP-1.

Aktywnos¢ PARP mierzono w homogenacie kory z hipokampem oraz prazkowia mozgu szczura po 30-
minutowej inkubacji z ASN lub NAC (kazdy w stezeniu 10 uM). Wyniki wyrazono w pmol/mg
biatka/min. Wyniki badan stanowiq Sredniq arytmetyczng z 2-4 niezaleznych doswiadczen w trzech
powtorzeniach + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize
wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. *** - Roznica istotna statystycznie w stosunku do

kontroli p<0,001; * - Roznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,05.

W celu zbadania udziatu NO w modulacji aktywnosci bialka PARP wskutek
dzialania ASN, w dalszych badaniach zastosowano inhibitor NOS: NG-nitro-
L-arginine (NNLA, 100 puM). Inhibitor ten czesciowo zapobiegal hamowaniu
PARP-1 wywolanej dziataniem ASN (Rycina 26)
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Rycina 26 Wplyw inhibitora NOS (NNLA) na obnizona przez ASN aktywno$¢ PARP-1 w mézgu

Szczura.

Aktywnosé PARP-1 mierzono w homogenacie kory z hipokampem mozgu szczura po 30-minutowej
inkubacji z ASN (10 uM) lub ASN i NNLA (100 uM). Wyniki wyrazono w pmol/mg biatka/min. Kazdy
wynik stanowi Sredniq arytmetyczng z czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach+
SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz
test post-hoc Bonferroni. *** - Réznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,001; ™ -

Roznica istotna statystycznie w stosunku do ASN p<0,01.

Okreslenie wplywu dtugotrwatego dziatania
zewngqgtrzkomorkowej ASN na aktywnos¢ NOS oraz modulacje

poziomu biatka PARP-1 w komoérkach HT22

Badania przeprowadzone na skrawkach kory i hipokampa mozgu
szczura wykazaly, ze w wyniku krotkotrwalej ekspozycji na
zewnatrzkomorkowa a-synukleine dochodzi do stymulacji zaleznej od
receptora NMDA syntezy NO oraz do obnizenia aktywnosci PARP-1. W
nastepnej kolejnosci zbadano wplyw ASN na aktywacje dlugotrwatych
procesow odpowiedzialnych za uwalnianie NO. Badano ekspresje
poszczegolnych izoform NOS: nNOS, iNOS i eNOS. Ponadto analizowano
zalezna od NO modulacje poziomu bialka PARP-1 oraz aktywnosc
kaspazy-3. W celu lepszego poréwnania wynikow z danymi uzyskanymi na
materiale izolowanym z kory z hipokampem moézgu szczura badania

prowadzono na uniesSmiertelnionych mysich neuronach hipokampa (HT22).
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Badanie wplywu a-synukleiny i peptydu NAC na aktywnoS$¢ i
ekspresje syntazy tlenku azotu (NOS)

Analize dlugotrwatego efektu a-synukleiny na aktywnos$¢ syntazy
tlenku azotu badano metoda radiochemiczna. Otrzymane wyniki wskazuja,
ze w trakcie 8-godzinnego dziatania, ASN zwieksza o 63% aktywnos¢ NOS w
komorkach HT22 (Rycina 27).
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Rycina 27 Wplyw ASN na aktywno$¢ NOS w komérkach HT22.

Aktywnos¢ NOS mierzono w komorkach HT22 po 8-godzinnej inkubacji z ASN w stezeniu 10 M.
Wyniki wyrazono w pmol/mg biatka/min. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetycznq z trzech
niezaleznych doswiadczenn w trzech powtorzeniacht SEM. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. * - Roznica

istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,05;

Badano rowniez wplyw dlugotrwatej inkubacji komorek HT22 z ASN
na poziom mRNA poszczegolnych izoform NOS. Wykazano, ze w wyniku 8-
godzinnego dziatania ASN nie dochodzi do istotnych zmian ekspres;ji
poszczegolnych izoform NOS (dane nie prezentowane). Natomiast dluzsza
24-godzinna inkubacja komoérek HT22 zwiekszala ekspresje konstytutywnej,
neuronalnej izoformy NOS (nNOS). W tym czasie nie stwierdzono zmian
ekspresji genu dla izoformy sSrodbtonkowej (eNOS), ani na izoformy

indukowanej (iNOS) (Rycina 28).
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Rycina 28 Wplyw ASN na ekspresje¢ poszczegolnych izoform NOS w komérkach HT22.

Ekspresje genu dla poszczegolnych izoform NOS badano metodq RT-PCR po 24-godzinnej inkubacji z
10 uM ASN. Wykresy przedstawiajq wyniki analizy densytometrycznej normalizowane wzgledem
p-aktyny i stanowiq sredniq arytmetycznq z czterech niezaleznych doswiadczen + SEM. Pod
wykresem zamieszczono przykladowe wyniki RT-PCR. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
Jjednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. *** - Roznica istotna

statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych, p<0,001.

Badanie wplywu NO na poziom biatka PARP-1 w komérkach HT22

poddanych dzialaniu a-synukleing

Poprzednie wyniki wskazuja, ze krotkotrwate dzialanie
zewnatrzkomorkowej oa-synukleiny skutkuje obnizeniem aktywnosSci
PARP-1. Celem kolejnych badan, bylo okreslenie zaleznego od czasu wpltywu

o-synukleiny na ekspresje i poziom bialka tego enzymu w komorkach HT22.
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Analiza Western Blot wskazuje, ze ASN powoduje zalezne od czasu
obnizenie poziomu bialka PARP-1 w stosunku do kontroli. Po 24-godzinnej
inkubacji z zewnatrzkomorkowa a-synukleing zaobserwowano znamienny
spadek ilosci biatka PARP-1 o 50% (Rycina 29). ASN wykazywala
porownywalne dzialanie z wywolanym przez donor NO, nitroprusydek sodu
(SNP, 100 pM). Podobnie jak w przypadku ASN, w ukladzie zawierajacym
SNP zaobserwowano statystycznie znamienne obnizenie poziomu biatka

PARP-1 po 24-godzinnej inkubacji (Rycina 29).
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Rycina 29 Zalezny od czasu wplyw ASN i SNP na immunoreaktywno$¢ PARP-1 w komérkach
HT22.

Immunoreaktywnos¢ PARP-1 badano metodq Western Blot. Wykres przedstawia wyniki analizy
densytometrycznej, ktore stanowiq sSredniq arytmetycznq z czterech niezaleznych doswiadczen +SEM.
Pod wykresem zamieszczono przykladowy wynik Western Blot. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroniego. ** -
Roznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,01; * - Roznica istotna statystycznie w

stosunku do kontroli, p<0,05.
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Stwierdzona w analizie Western Blot obecnos¢ 89-kDa fragmentu
PARP-1 wskazuje, ze w wyniku dzialania ASN dochodzi do obnizenia
poziomu PARP-1 wskutek jego degradacji. Wiadomo, ze PARP-1 jest
klasycznym substratem kaspazy-3. Aktywacja tego enzymu skutkuje
pojawianiem sie produktow degradacji PARP o masie czasteczkowej 89-kDa
i 21 kDa. Aktywacja kaspaz, skutkujaca pojawianiem sie produktow
proteolizy jej substratow, jest skutkiem zaburzenia funkcji mitochondriow i
uwalniania czynnikow proapoptotycznych. Uruchomienie kaskady kaspaz

jest powszechnie uznawanym zjawiskiem programowanej Smierci komorki.

Aktywnos¢ kaspazy-3 analizowano metoda fluorymetryczna z
uzyciem zestawu CASP-3-F firmy Sigma. Przeprowadzone badania
wskazuja, ze z zewnatrzkomorkowa ASN (10 puM) powoduje aktywacje tego
enzymu po 8 godzinach inkubacji w komoérkach HT22. Podobny efekt
uzyskano w przypadku komorek HT22 poddanych dzialaniu SNP (100 puM)
(Rycina 30). Dodatkowe badania z uzyciem specyficznego testu ELISA,
pozwolily stwierdzi¢, ze w przypadku dzialania ASN dochodzi do istotnego
zwiekszenia ilosci produktu kaspazy-3, 89-kDa fragmentu PARP-1. W
badaniach tych jako pozytywnej kontroli uzyto 1 pM STS, ktora aktywuje
kaspaze-3 i prowadzi do ciecia PARP-1 (Rycina 31).
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Rycina 30 Wplyw ASN i SNP na aktywnos$¢ kaspazy-3 w komérkach HT22.
Komérki HT22 inkubowano z 10 uM ASN lub 100 uM SNP przez 8, 12 i 24h. Aktywnos¢ kaspazy-3
analizowano metodq fluorymetryczngq. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik

stanowi Sredniq arytmetycznqg + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w dwoch powtorzeniach.

Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test

85



Wyniki

post-hoc Bonferroni. * - Roznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,05; ** - Roznica

istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,01.
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Rycina 31 Wplyw ASN i STS na poziom 89 kDa fragmentu PARP-1 w komoérkach HT22.

Komorki HT22 inkubowano z 10 uM ASN lub 1 uM STS przez 24h. Poziom fragmentu PARP-1 (Asp
214) analizowano z uZyciem specyficznego testu ELISA. Wyniki przedstawiono w jednostkach
umownych. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetycznq +SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w
dwoch powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize
wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. * - Roznica istotna statystycznie w stosunku do

kontroli, p<0,05; ** - Roznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,01.

W niniejszej pracy pokazano, ze w wyniku dziatania NO uwolnionego
z SNP dochodzi do aktywacji kaspazy-3 i obnizenia poziomu PARP-1.
Dlatego dalsze badania mialy na celu okreslenie, czy NO bierze rowniez
udziat w modulacji aktywnosci kaspazy-3 wskutek dziatania ASN.
Zastosowanie inhibitora NOS: NG-nitro-L-argininy (NNLA, 100 upM)
calkowicie zapobiegalo aktywacji kaspazy-3 wywolanej 8-godzinnym
dzialaniem ASN (Rycina 32).
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Aktywnos¢ kaspazy-3
[% kontroli]

kontrola ASN ASN + NNLA

Rycina 32 Wplyw inhibitora NOS (NNLA) na aktywacje¢ kaspazy-3 wywolana przez ASN w
komérkach HT22.

Aktywnosé kaspazy-3 mierzono w komorkach HT22 po 8-godzinnej inkubacji z ASN (10 uM) lub ASN
i NNLA (100 uM). Wyniki wyrazono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi sredniq
arytmetycznq z czterech niezaleznych doswiadczen w dwoch powtorzeniacht SEM. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc
Bonferroni. *- Réznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,05; *- Réznica istotna

statystycznie w stosunku do ASN p<0,05.

Powyzsze badania wskazuja, ze NO uwolniony w wyniku dziatania

ASN powoduje aktywacje kaspazy-3 w komérkach HT22.

Z poprzednich doswiadczen wynika, ze ASN powoduje zalezna od NO
aktywacje kaspazy-3 w komorkach HT22. W zwigzku z tym zbadano udziat
NO w obnizeniu poziomu biatka PARP-1 wywolanym przez ASN. W tym celu
badano wplyw specyficznych inhibitorow NOS (NNLA, 100 uM) i kaspazy-3
(Z-DEVD-FMK 100 pM) na poziom biatka PARP-1 w komoérkach HT22.
Zastosowane inhibitory calkowicie znosily inhibicyjny efekt ASN na poziom

immunoreaktywnos$ci PARP-1 w badanej linii komoérkowej (Rycina 33).
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Immunoreaktywnos¢ PARP
[OD x 10%]

Rycina 33 Wplyw inhibitora NOS (NNLA) i kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK) na poziom bialka
PARP-1 w komérkach HT22 poddanych dzialaniu ASN.

Immunoreaktywnos¢ PARP-1 badano metodq Western Blot. Wykres przedstawia wyniki analizy
densytometrycznej, ktore stanowiq Sredniq arytmetycznq z czterech niezaleznych doswiadczen +SEM.
Pod wykresem zamieszczono przykladowy wynik Western Blot. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroniego. * - Roznica

istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,05; * - Réznica istotna statystycznie w stosunku do
ASN p<0,05.

W wyniku dzialania ASN moze réwniez dochodzi¢ do obnizenia
ekspresji mRNA kodujacego biatko PARP-1. Analiza poziomu mRNA PARP-1
przeprowadzona metoda Real-time PCR wykazala jednakze, ze ASN nie

wplywa na zmiane ekspresji PARP-1 w zadnym z badanych przedziatow

czasowych (Rycina 34).
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Rycina 34 Zalezny od czasu wplyw ASN na ekspresje¢ genu kodujacego PARP-1 w komérkach
HT22.

Ekspresje genu dla PARP-1 badano metodq Real-time PCR. Wykres przedstawia wyniki analizy
normalizowane wzgledem [-aktyny i stanowiq Sredniq arytmetycznq z czterech niezaleznych
doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize

wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroniego.

Badanie mechanizmow toksycznosci a-synukleiny i peptydu NAC
w komorkach dopaminergicznych PC12 oraz analiza dziatania

wybranych zwiqzkow o charakterze cytoprotekcyjnym

Dotychczasowe dane wskazuja, ze ASN wywiera najsilniejsze
cytotoksyczne dzialanie na komorki dopaminergiczne, a wywolana
odkladaniem sie cial Lewy’ego degeneracja neuronow szlaku czarno-
prazkowiowego jest odpowiedzialna za zaburzenia funkcji motorycznych
obserwowanych w ChP. Kolejne badania mialy wiec na celu okreslenie
molekularnych  mechanizméw  toksycznosci ASN w  komorkach
dopaminergicznych PC12. Szczegotlowo badano udziat zewnatrzkomorkowe;j
ASN oraz jej centralnego fragmentu, peptydu NAC w zaburzeniu funkcji
mitochondriow i aktywacji apoptozy, z uwzglednieniem roli NO, biatka pS3
oraz aktywnosci enzymu PARP-1. Ponadto okreslono wplyw badanych
peptydow na aktywnos¢ kaspazy-3.
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Analiza przezywalnosci i identyfikacja apoptozy w komdrkach

poddanych dziataniu ASN i NAC

Wplyw zewnatrzkomoérkowej ASN i peptydu NAC zaréwno w formie

rozpuszczalne] jak i zagregowanej na przezywalnos¢ komorek PC12

oceniano testem metabolizmu MTT.

W celu doboru odpowiedniego stezenia ASN i NAC, zbadano kinetyke
zmian zywotnosci komorek PC12 po podaniu badanych zwiazkow w zakresie
stezen 0-10 uM. Wykazano, ze ASN w sposob zalezny od stezenia oraz
stopnia agregacji wywoluje obumieranie komoérek PC12. Stwierdzono, ze po
48 godzinach inkubacji w obecnosci rozpuszczalnej ASN (10 pM) przezywalo
okolo 50% komorek. ASN podawana w nizszym stezeniu (1 uM, 5 uM) oraz

zagregowana pozostawala bez wplywu na przezywalnos¢ badanej linii

komoérkowej (Rycina 35, Rycina 36).

Centralny fragment ASN, peptyd NAC, w formie rozpuszczalnej
rowniez wykazywal zalezna do stezenia cytotoksycznosé, przy czym w
stezeniu 10pM wykazywal silniejsze od ASN dzialanie, powodujac
obumieranie 0k.70% komoérek (Rycina 35). Wykazano ponadto, ze
cytotoksyczny efekt wywolany przez ASN jest zblizony do dziatania
inhibitora kinaz biatkowych, 1 pM staurosporyny, ktéora w roznych typach

komoérek indukuje obumieranie na drodze apoptozy (Rycina 36).

== ASN nie ag
== ASN ag
=& NAC nie ag

Przezywalnosc komérek
[% kontroli]

(=}

01234567 8 9 1011
stezenie [uM]
Rycina 35 Zalezny od stezenia i stopnia agregacji wplyw ASN oraz peptydu NAC na

przezywalno$¢ komorek PC12.
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Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu MTT po 48-godzinnej inkubacji z wybranymi
zwiqzkami. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng
+SEM z pieciu niezaleznych doswiadczen w czterech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** -

Roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych, p<0,001.
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Rycina 36 Przezywalnos$¢ komérek poddanych dziatlaniu ASN, peptydu NAC oraz STS.

Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu MTT po 48-godzinnej inkubacji z ASN, NAC (oba w
stezeniu 10 uM) oraz STS (1uM). Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi
Sredniq arytmetycznq + SEM z pieciu niezaleznych doswiadczen w czterech powtorzeniach. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc

Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych, p<0,001

Ocena zywotnosci komorek testem MTT nie pozwala wnioskowac, czy
obserwowany spadek liczby zywych komoérek po podaniu ASN i NAC, w
porownaniu do kontroli jest spowodowany obumieraniem na drodze
apoptozy, czy innym rodzajem Smierci. Dlatego w dalszej kolejnosci
przeprowadzono badania morfologii jader komérkowych pod katem cech
apoptotycznych. Badania w mikroskopie fluorescencyjnym 2z uzyciem
barwnika Hoechst 33342 wykazaly, ze ASN i peptyd NAC wywoluja zalezny
od czasu wzrost odsetka komérek apoptotycznych (Rycina 37). 24-godziny
po inkubacji z zewnatrzkomoérkowa ASN (10 pM) i peptydem NAC (10 uM) u
okoto 10% komorek zaobserwowano zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla procesu apoptozy (zageszczenie chromatyny, jadra
pyknotyczne, fragmentacja jadra komorkowego oraz powstawanie tzw.

cialek apoptotycznych), natomiast po 48-godzinnej inkubacji liczba ta
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wzrosta do okolo 20%. Odsetek komorek apoptotycznych powstatych w
wyniku dziatania ASN i NAC jest jednak znacznie mniejszy w porownaniu z
efektem wywolanym przez 1 pM staurosporyne. Wyniki te wskazuja, ze pod
wpltywem ASN i NAC dochodzi¢ moze do obumierania komoérek rowniez na

drodze innych form programowanej Smierci, jak rowniez nekrozy.

70- e b Bl kontrola
Bl ASN
60+ Il NAC
« Il STS
g -§ 504
E c
58 4o
2
9 30
8 ‘S. Fekk *kk
o2
o © 204
10+ Fekek ek
0
24 48
czas inkubaciji [h]
STS
24h
48h

Rycina 37 Zalezna od czasu apoptoza wywolana dzialaniem zewnatrzkomérkowej ASN i

peptydu NAC w komérkach PC12.

Po 24- i 48-godzinnej ekspozycji komorek PC12 na ASN, NAC (10 uM) oraz staurosporyne (STS, 1

UM) wykonano barwienie sondq fluorescencyjnq Hoechst 33342, po czym liczono procent komorek
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apoptotycznych. Staurosporyna zostala uzyta jako pozytywna kontrola. Wartosci zostaly wyrazone w
procentach komorek apoptotycznych (A). Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng + SEM z pieciu
niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
Jjednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna
statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych, p<0,001. (B) Przykiadowe zdjecia komorek
barwionych sondq fluorescencyjnq Hoechst 33342. Strzalki pokazujq komorki o cechach
morfologicznych typowych dla procesu apoptozy (kondensacja chromatyny, jadra pyknotyczne,

fragmentacja chromatyny i tworzenie cialek apoptotycznych,).

Ocena udzialu wolnych rodnikéw w toksycznosci ASN i peptydu NAC
komoérkach PC12

W celu zbadania zdolnosci ASN i NAC do indukcji stresu
oksydacyjnego w komorkach PC12, badano wplyw tych zwiazkow na poziom

wolnych rodnikéw.

Poziom wolnych rodnikéw w komoérkach PC12 badano poprzez
pomiar utleniania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA).
Stwierdzono, ze po 4-godzinnej inkubacji z ASN ma miejsce niewielki, lecz
statystycznie zamienny wzrost poziomu wolnych rodnikéw w komorkach
PC12, natomiast 10 uM peptyd NAC stymuluje produkcje wolnych rodnikow
0 40% (Rycina 38).
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Rycina 38 Poziom wolnych rodnikéw w komérkach PC12 poddanych dzialaniu ASN i peptydem
NAC.

Poziom wolnych rodnikow oznaczano metodq fluorymetrycznq z zastosowaniem DCF. Wyniki
wyrazono jako intensywnos¢ fluorescencji. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng z czterech

niezaleznych doswiadczen #+ SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq
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analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna statystycznie w

stosunku do kontroli p<0,001; * - Roznica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,05.

Analiza udzialu syntaz tlenku azotu w toksycznosci ASN i peptydu

NAC w komorkach PC12

Przeprowadzone badania mialy na celu okresli¢, czy zahamowanie
konstytutywnych izoform syntaz NO jest w stanie zapobiec toksycznosci

ASN i peptydu NAC.

Badania 2z uzyciem testu MTT wykazaly, 2ze zastosowanie
nieselektywnego inhibitora NOS (NNLA, 100 upM) oraz specyficznego
inhibitora nNOS (NAAN, 50 pM) powoduje statystycznie znamienny wzrost
przezywalnosci komorek poddanych dziataniu ASN (Rycina 39). Inhibitor
konstytutywnych izoform NOS (cNOS), NNLA nie mial wplywu na
przezywalnos¢ komorek PC12 poddanych dziataniu peptydu NAC (Rycina
39).
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Rycina 39 Wplyw inhibitoréow syntazy tlenku azotu (NOS) na toksyczno$é ASN (A) i peptydu
NAC (B) w komérkach PC12.

Komorki PC12 inkubowano z 10 uM ASN (A) lub 10 uM peptydem NAC(B) oraz jednym z wybranych
inhibitorow NOS: NNLA (100 uM), NAAN (50 uM) przez 48h. Przezywalnos¢ komorek badano za
pomocq testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Sredniq
arytmetycznqg + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech powtorzeniach. Do oceny

statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc
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Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, p<0,001; **

- Roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek poddanych dziataniu ASN p<0,001.

Z uzyskanych danych wynika, ze zwiekszenie syntezy NO jest
glownym mechanizmem odpowiedzialnym za toksycznosc¢
zewnatrzkomorkowej ASN, ale nie wolnego peptydu NAC w komorkach

PC12.

Wplyw inhibitora megakanatéw mitochondrialnych na zaburzenie
funkcji mitochondriow przez zewnatrzkomoérkowa ASN i peptyd

NAC

Wplyw ASN i NAC na otwarcie megakanalow mitochondrialnych
oznaczano posrednio z uzyciem specyficznego inhibitora MPT cyklosporyny
A (CsA, 2 uM), za pomoca testu MTT. Zastosowanie CsA powodowalo
statystycznie znamienny wzrost przezywalnosci komoérek poddanych
dzialaniu a-synukleina, ale pozostalo bez wplywu na toksycznosc peptydu

NAC (Rycina 40).
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Rycina 40 Wplyw inhibitora MPT na toksyczno$¢ ASN i peptydu NAC w komérkach PC12.

Komorki PC12 inkubowano z 10 uM ASN lub 10 uM peptydem NAC oraz 2 uM cyklosporyng A (CsA)
przez 48h. Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu MTT. Wyniki przedstawiono w
procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng + SEM z czterech niezaleznych
doswiadczen w czterech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow  zastosowano

Jjednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna
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statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych, p<0,001; *- Réznica istotna statystycznie w

stosunku do komorek poddanych dziataniu ASN p<0,01.

Otrzymane wyniki wykazuja, ze dziatlanie ASN na komorki PC12
prowadzi do otwarcia MPT w mitochondriach, co wskazuje na znaczenie
zaburzen mitochondriéw w mechanizmie Smierci tych komoérek. Mechanizm

ten nie jest jednak odpowiedzialny za toksycznos¢ peptydu NAC.

Udzial kaspazy-3 w programowanej $mierci komoérek PC12

wywolanej dzialaniem o-synukleiny i peptydu NAC

W tej czesci pracy zbadano wplyw ASN jak réwniez dzialanie peptydu
NAC na aktywacje kaspazy-3, ktora w kaskadzie kaspaz pelni role kaspazy
egzekutorowej. Analogicznie jak w przypadku komorek HT22, aktywnosc¢
tego enzymu analizowano metoda fluorymetryczna z uzyciem zestawu
CASP-3-F firmy Sigma. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
zewnatrzkomorkowa ASN powoduje aktywacje kaspazy-3 po 8 godzinach
inkubacji, natomiast peptyd NAC pozostaje bez wplywu na aktywnosc¢ tego
enzymu (Rycina 41A).

Po podaniu zewnatrzkomorkowym ASN dochodzito takze do obnizenia
poziomu klasycznego preferencyjnego substratu kaspazy 3, PARP,

natomiast immunoreaktywnos¢ PARP-1 nie ulegla zmianie pod wplywem

dzialania peptydu NAC (Rycina 41B).
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Rycina 41 Wplyw a-synukleiny i peptydu NAC na aktywno$¢ kaspazy-3 (A) i poziom bialka
PARP (B) w komérkach PC12.

Komoérki PCI12 inkubowano z 10 uM ASN lub 10 uM peptydem NAC przez 8 h. (4) Aktywnosé
kaspazy-3 analizowano metodq fluorymetrycznq. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy
wynik stanowi Sredniq arytmetyczng + SEM z trzech niezaleznych doswiadczen w dwoch
powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji
Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. * - Roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek
kontrolnych, p<0,05; (B) Immunoreaktywnos¢ PARP-1 badano metodq Western Blot. Wykres
przedstawia przykladowy wynik, ktory jest reprezentatywny dla 3 do 6 niezaleznych doswiadczen.

Zastosowanie selektywnego inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK,
100uM), powodowalo protekcyjne dzialanie jedynie w przypadku komorek
PC12 poddanych dzialaniu ASN, natomiast pozostalo bez wplywu na
przezywalnos¢ komorek poddanych dzialaniu peptydem NAC (Rycina 42).
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Rycina 42 Wplyw inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK) na toksyczno$¢ ASN i peptydu NAC w
komorkach PC12.

Komorki PCI12 inkubowano z 10 uM ASN lub 10 uM peptydem NAC oraz 100 uM Z-DEVD-FMK
przez 48h. Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu MTT. Wyniki przedstawiono w
procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng + SEM z czterech niezaleznych
doswiadczen w czterech powtdrzeniach. Do oceny statystycznej wynikow  zastosowano
Jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna
statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, p<0,001; *- Réznica istotna statystycznie w

stosunku do komorek poddanych dzialaniu ASN p<0,01.

Aktywacja kaspazy-3 przez o-synukleine w komorkach PC12
wskazuje, ze komorki te ulegajg programowanej Smierci, na co wskazywaly
opisane wczesniej zmiany morfologii jader komorkowych. Aktywacja
kaspazy-3 nie jest jednak odpowiedzialna za toksycznos¢ peptydu NAC.
Wyniki te jednoznacznie wskazuja na istnienie rozbieznosci szlakow

toksycznego dziatania ASN i NAC.

Wplyw zewnatrzkomorkowej o-synukleiny i peptydu NAC na
aktywacje szlaku zaleznego od biatka p53

Prezentowane wczesniej dane wskazujg, ze peptyd NAC jest znacznie
silniejszym induktorem stresu oksydacyjnego niz ASN. Wysoki poziom
wolnych rodnikéw moze prowadzi¢ do aktywacji Sciezki sygnalizacyjnej
zaleznej od biatka p53 - czynnika transkrypcyjnego o wlasnosciach

supresora nowotworowego. Poniewaz nadekspresja biatka pS3 powoduje
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obumieranie komoérek na drodze apoptozy, zbadano rowniez efekt
zahamowania tej Sciezki na przezywalnos¢ komoérek pod wplywem dziatania

ASN i peptydu NAC.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze inhibitor p53 (20 puM pifithrin)
hamowal toksyczne dzialanie peptydu NAC, pozostawal natomiast bez

wplywu na przezywalnos¢ komorek poddanych dziataniu ASN (Rycina 43).
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Rycina 43 Wplyw inhibitora p53 (a-Pifithrin) na toksyczno$é¢ a-synukleiny i peptydu NAC w

komorkach PC12.

Komorki PC12 inkubowano z 10 uM ASN lub 10 M peptydem NAC oraz a-Pifithrinem (20uM) przez
48h. Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach
kontroli. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetycznq + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w
czterech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize
wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna statystycznie w stosunku

do komérek kontrolnych, p<0,001; *- Réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek poddanych

dziataniu NAC p<0,05.

W zwiazku z otrzymanymi w teScie MTT danymi, w dalszej kolejnosci
postanowiono zbadac efekt peptydu NAC na ekspresje genu biatka p53.
Poziom mRNA p53 w komoérkach PC12 poddanych dzialaniu peptydem NAC
zwiekszal sie wraz z czasem inkubacji i po 24-godzinnym traktowaniu

osiagnal 160% poziomu kontroli (Rycina 44).
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Rycina 44 Wplyw peptydu NAC na ekspresje bialka p53 w komérkach PC12.

Komorki PC12 inkubowano z 10 uM peptydem NAC przez 6h, 12h i 24h. Ekspresje genu badano za
pomocq real-time PCR. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi sredniq
arytmetycznqg = SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc

Newmana-Keuls. ™ - Réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, p<0,001.

Jednym z istotnych enzymoéw bioracych udzial w regulacji poziomu i
aktywnosci p53 jest cyklinozalezna kinaza 5 (CdkS5). Przeprowadzone
badania wykazaly, ze 24-godzinna inkubacja komorek PC12 z peptydem
NAC rowniez skutkuje zwiekszeniem ekspresji genu dla CdkS (Rycina 45).
Cdk5 w formie monomerycznej nie posiada aktywnosSci enzymatycznej i w
celu aktywowania wymaga przylaczenia jednego z biatek regulujacych, p35
lub p39. Bialtka te sg jedynymi aktywatorami CdkS w OUN. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze poziom ekspresji obydwu biatek, zaréwno p35 jak i p39
(Rycina 46), jest podwyzszony w komorkach PC12 po 24-godzinym
traktowaniu NAC.

100



Wyniki

160-
o
S 1404
x
S 120-
L=
S © 100-
S
< 80-
Z S
°E‘§ 60-
P 20-
o

o-

12 24

Rycina 45 Wplyw peptydu NAC na ekspresj¢ genu kodujacego CdkS w komérkach PC12.

Komorki PC12 inkubowano z 10 uM peptydem NAC przez 6, 12 i 24h. Ekspresje genu badano za
pomocq real-time PCR. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi sredniq
arytmetycznqg + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc

Newmana-Keuls. * - Réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, p<0,05.
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Rycina 46 Wplyw peptydu NAC na ekspresje genu kodujacego p35 i p39 w komérkach PC12.

Komorki PC12 inkubowano z 10 uM peptydem NAC przez 6h, 12h i 24h. Ekspresje genow badano za
pomocq real-time PCR. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Sredniq
arytmetycznq + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Do oceny

statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc
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Newmana-Keuls. . * - Réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, p<0,05. ™ -
Roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych, p<0,01.

Zastosowanie specyficznego inhibitora CdkS (BML-259, 10uM)
powodowalo statystycznie znamienny wzrost przezywalnosci komorek

poddanych dzialaniu peptydem NAC (Rycina 47).
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Rycina 47 Wplyw inhibitora Cdk-5 (BML-259) na toksyczno$¢ peptydu NAC w komodrkach
PC12.

Komoérki PCI12 inkubowano z 10 pM peptydem NAC oraz BML-259 (10 uM) przez 48h.
Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli.
Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetycznq + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech
powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji
Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. ¥** - Roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek

kontrolnych, p<0,001; ™- Réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek poddanych dziataniu

NAC p<0,01.

Badanie znaczenia ASN w uwalnianiu i toksycznosci peptydow

amyloidu beta

Prowadzone badania mialy na celu uzyskanie odpowiedzi na pytanie
czy zewnatrzkomoérkowa ASN moze wplywac na uwalnianie peptydow AP
produkowanego przez komorki PC12 oraz na toksycznosc AP.
Doswiadczenia prowadzono na komoérkach transfekowanych genem biatka
prekursorowego AP, typu dzikiego (APPwt) lub 2z podwéjna szwedzka
mutacja (APPsw, K670M/N671L), produkujacych, odpowiednio, 2,8 i 4,8

razy wiecej AP niz komoérki kontrolne (Chalimoniuk i wsp., 2007,
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Rycina 48). Badano udziat ASN w uwalnianiu AB oraz analizowano jej
wplyw na toksycznosc¢ tych peptydow, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
wolnych rodnikow, w tym NO, w zaburzeniu funkcji mitochondriow i w

mechanizmie Smierci komorek.

Wplyw zewnatrzkomodorkowej ASN i peptydu NAC na uwalnianie
peptydow AR

Wplyw ASN i NAC na uwalnianie peptydéw AB badano w komérkach
PC12 kontrolnych i transfekowanych ludzkim genem biatka prekursorowego
AB, z podwojng szwedzka mutacjg. [loS¢ uwolnionego zewnatrzkomoérkowo
AB 1-40 oznaczano metoda ELISA. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
zewnatrzkomorkowa ASN powoduje ponad dwukrotne zwiekszenie
uwalniania peptydow AB 1-40 zarowno w komorkach kontrolnych, jak i
transfekowanych APPsw (Rycina 48). Peptyd NAC nie mial wplywu na
uwalnianie A 1-40 zaréwno w komoérkach PC12 kontrolnych, jak i

transfekowanych (Rycina 48).
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Rycina 48 Wplyw a-synukleiny i peptydu NAC na uwalnianie AP 1-40 z komoérek PC12

kontrolnych i transfekowanych APPsw.

Komorki PC12 i APPsw inkubowano z 10 uM ASN lub peptydem NAC przez 48h. Ilos¢ uwolnionego
zewngqtrzkomorkowo A 1-40 oznaczano metodq ELISA. Wyniki przedstawiono w pg/ml. Kazdy wynik
stanowi Sredniq arytmetycznqg + SEM z trzech niezaleznych doswiadczen.. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls.
**% _ Rozmica istotna statystycznie w stosunku do komorek PC12 kontrolnych, p<0,001; #_ Réznica

istotna statystycznie w stosunku do komorek APPsw kontrolnych (niepoddanych dziataniu) p<0,001.
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Analiza wptywu a-synukleiny na toksycznos$¢ peptydow AR

Przeprowadzone  badania mialy mna celu  okreslic, czy
zewnatrzkomoéorkowa ASN poteguje toksyczny efekt peptydow Ap w
komorkach PC12. Poniewaz peptyd NAC pozostawal bez wplywu na poziom
AB w Srodowisku zewnatrzkomoéorkowym, w dalszym toku badan

zrezygnowano z analizowania jego dzialania.

Badanie przezywalnosci za pomoca testu MTT prowadzono na
komoérkach PC12 kontrolnych, transfekowanych APP dzikim oraz APP z
mutacja szwedzka (APPsw).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zwiekszone uwalnianie AB w
komorkach APPwt i APPsw skutkuje obnizeniem ich przezywalnosci
wzgledem komorek PC12 kontrolnych odpowiednio o 30% i 35%. Toksyczny
efekt AP byl znaczaco spotegowany w wyniku dziatania zewnatrzkomorkowe;j

ASN (Rycina 49).
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Rycina 49 Wplyw ASN na zalezna od stezenia peptydow AP przezywalno$¢ komorek APPwt i
APPsw.

Komorki inkubowano z 10 uM ASN przez 48h. Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu
MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetycznq =+
SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls.* -
Roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek PCI12 kontrolnych, p<0,05; *** - Réznica

istotna statystycznie w stosunku do komérek PCI12 kontrolnych, p<0,001; - Réznica istotna
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statystycznie w stosunku do komérek APPwt kontrolnych (niepoddanych dziataniu) p<0,001; “**-
Réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek APPsw kontrolnych (niepoddanych dzialaniu)
p<0,001; .

Konsekwentnie przeprowadzono badania morfologii  jader
komorkowych pod katem cech apoptotycznych. Badania w mikroskopie
fluorescencyjnym z uzyciem barwnika Hoechst 33342 wykazaly, ze odsetek
komoérek apoptotycznych w linii APPwt i APPsw byt wiekszy w porownaniu z
linia PC12 kontrolna, zaréowno po 24-, jak i 48-godzinach inkubacji.
Ponadto zewnatrzkomoérkowa ASN (10 uM) zwieksza obumieranie na drodze
apoptozy zarowno komorek transfekowanych APP dzikim, jak i
zmutowanym. Podobnie jak w przypadku komoérek PC12 kontrolnych efekt
dziatania ASN jest mniejszy niz wywolany 1uM staurosporyna (Rycina S5O0,
Rycina 51).
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Rycina 50 Zalezna od czasu apoptoza wywolana dzialaniem zewnatrzkomoérkowej ASN w

komoérkach PC12 kontrolnych i APPwt.

Po 24-(4,B) i 48-godzinnej (C,D) ekspozycji komorek PCI2 i APPwt na 10 uM ASN oraz
staurosporyne (STS, 1 uM) wykonano barwienie sondq fluorescencyjng Hoechst 33342, po czym

liczono procent komorek apoptotycznych. Staurosporyna zostata uzyta jako pozytywna kontrola.
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Wartosci zostaly wyrazone w procentach komorek apoptotycznych (A,C). Kazdy wynik stanowi
Sredniq arytmetycznq + SEM z pieciu niezaleznych doswiadczen w trzech powtdrzeniach. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc
Newmana-Keuls. ** p<0,01; *** p<0,001- Roznica istotna statystycznie APPwt w stosunku do
komérek PC12; *p<0,001 - Réznica istotna statystycznie w stosunku do kontrolnych (niepoddanych
dzialaniu) komérek PCI12;%““p<0,001- Réznica istotna statystycznie w stosunku do kontrolnych
(nietraktowanych) komorek APPwt. (B, D) Przykladowe zdjecia komorek barwionych sondq
fluorescencyjng Hoechst 33342. Strzatki pokazujq komorki o cechach morfologicznych typowych dla
procesu apoptozy (kondensacja chromatyny, jadra pyknotyczne, fragmentacja chromatyny i tworzenie

cialek apoptotycznych).
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Rycina 51 Zalezna od czasu apoptoza wywolana dzialaniem zewnatrzkomérkowej ASN w

komoérkach PC12 kontrolnych i APPsw.

Po 24-(4A,B) i 48-godzinnej (C,D) ekspozycji komorek PC12 i APPsw na 10 yuM ASN oraz
staurosporyne (STS, 1 uM) wykonano barwienie sondq fluorescencyjnqg Hoechst 33342, po czym
liczono procent komorek apoptotycznych. Staurosporyna zostata uzyta jako pozytywna kontrola.
Wartosci zostaly wyrazone w procentach komorek apoptotycznych (A,C). Kazdy wynik stanowi
Sredniq arytmetycznq + SEM z pieciu niezaleznych doswiadczen w trzech powtdrzeniach. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc

Newmana-Keuls. ** p<0,01; *** p<0,001- Rozmica istotna statystycznie APPsw w stosunku do
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komérek PCI2; ™p<0,001 - Réznica istoma statystycznie w  stosunku do  kontrolnych
(nietraktowanych) komérek PCI12;“““p<0,001- Réznica istotna statystycznie w  stosunku do
kontrolnych (nietraktowanych) komorek APPsw. (B, D) Przykiadowe zdjecia komorek barwionych
sondq fluorescencyjnqg Hoechst 33342 Strzalki pokazujq komorki o cechach morfologicznych
typowych dla procesu apoptozy (kondensacja chromatyny, jadra piknotyczne, fragmentacja
chromatyny i tworzenie cialek apoptotycznych).

Ocena znaczenia stresu oksydacyjnego w tym roli NO w

toksycznosci a-synukleiny w komadrkach transfekowanych APP

Poziom wolnych rodnikow w komoérkach PC12, APPwt i APPsw

badano poprzez pomiar utleniania sondy fluorescencyjnej (H2DCF-DA).

Otrzymane wyniki pokazaly, ze poziom wolnych rodnikéw wzrastal
wraz ze wzrostem poziomu AP w komorkach. Po 4-godzinnej inkubacji w
medium o obniZzonej zawartosci surowicy poziom ten byl wyzszy o 16% w
komoérkach APPwt, natomiast w komoérkach APPsw o 20% w stosunku do

komorek kontrolnych (Rycina 52).

ASN nie miala wplywu na znamiennie podwyzszony w wyniku
dzialania AP poziom wolnych rodnikéw zarowno w komérkach APPwt, jak i
APPsw, natomiast wykazywala ona znaczace dzialanie w komoérkach PC12
(Rycina 52).
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Rycina 52 Poziom wolnych rodnikéw w komérkach PC12, APPwt i APPsw traktowanych ASN.

Poziom wolnych rodnikow oznaczano metodq fluorymetrycznq z zastosowaniem DCF. Wyniki
wyrazono jako intensywnos¢ fluorescencji. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetycznq z czterech

niezaleznych doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowq
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analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna statystycznie w

stosunku do kontroli p<0,001.

Kolejne badania mialy na celu okreslenie, czy w stresie oksydacyjnym
wywolanym dzialaniem AP oraz ASN w komorkach APPwt i APPsw jest
zaangazowany, podobnie jak w komorkach PC12, tlenek azotu powstaly w

wyniku dzialania NOS.

Badania 2z uzyciem testu MTT wykazaly, 2ze zastosowanie
nieselektywnego inhibitora NOS (NNLA, 100 upM) oraz specyficznego
inhibitora nNOS (NAAN, 50 pM) nie zapobiegalo toksycznemu dziataniu o-
synukleiny w komoérkach APPwt, ani w komoérkach APPsw (Rycina S53).
Zwiazki te wykazywaly jednak cytoprotekcyjne dziatanie w komorkach PC12
kontrolnych poddanych dziataniu ASN.
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Rycina 53 Wplyw inhibitoréw syntazy tlenku azotu (NOS) na toksyczno$¢ a-synukleiny w
komorkach APPwt i APPsw.

Komorki inkubowano z 10 uM ASN oraz jednym z wybranych inhibitorow NOS: NNLA (100 uM),
NAAN (50 uM) przez 48h. Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu MTT. Wyniki
przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetycznqg + SEM z czterech
niezaleznych doswiadczen w czterech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
wieloczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Roznica istotna

statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych.
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Wplyw zewnatrzkomorkowej ASN na otwarcie megakanalow

mitochondrialnych w komodrkach transfekowanych APP

Wplyw ASN na otwarcie megakanaléw mitochondrialnych oznaczano
posrednio za pomoca testu MTT z uzyciem specyficznego inhibitora MPT
cyklosporyny A (CsA, 2 uM). Inhibitor ten zapobiegal toksycznemu dzialaniu
AR w komorkach APPsw, ale nie APPwt. Zastosowanie CsA powodowalo
rowniez statystycznie znamienny wzrost przezywalnosci komoérek PC12, ale
pozostalo bez wplywu na przezywalnos¢ komorek APPwt i APPsw
traktowanych a-synukleing (Rycina 54).
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Rycina 54 Wplyw inhibitora MPT na toksyczno$¢ ASN w komérkach APPwt i APPsw.

Komorki inkubowano z 10 uM ASN oraz cyklosporynqg A (CsA,2uM) przez 48h. Przezywalnosé
komorek badano za pomocq testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik
stanowi Sredniq arytmetycznq + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech powtorzeniach.
Do oceny statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji Anova oraz test
post-hoc Newmana-Keuls. * p<0,05; *** p<0,001- Roznica istotna statystycznie w stosunku do
komérek PCI2 kontrolnych (nietraktowanych); ““* p<0,001- Réznica istotna statystycznie w
stosunku do komorek APPwt kontrolnych (nietraktowanych); 8 p<0,01; %% p<0,001 - Réznica istotna
statystycznie w stosunku do komérek APPsw kontrolnych (nietraktowanych); * p<0,05- Réznica

istotna statystycznie w stosunku do komorek PC12 traktowanych ASN.
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Aktywacja kaspazy-3 w komodrkach transfekowanych APP
traktowanych ASN

Aktywnos¢ kaspazy-3 analizowano metoda fluorymetryczna 2z
uzyciem zestawu CASP-3-F firmy Sigma. Poniewaz z przeprowadzonych
wczesniej badan wynika, ze maksimum aktywnosci kaspazy-3 obserwuje sie
w 8 godzinie po podaniu zewnatrzkomorkowej ASN, w doswiadczeniach z
komorkami transfekowanymi ograniczono sie do analizy aktywnosci w tym
konkretnym punkcie czasowym. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
zewnatrzkomorkowa ASN powoduje istotne zwiekszenie aktywnosci
kaspazy-3 zaré6wno w komoérkach kontrolnych, jak i transfekowanych APPwt

i APPsw (Rycina 55).
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Rycina 55 Wplyw ASN na aktywno$¢ kaspazy-3 w komodrkach PC12, APPwt i APPsw.

Komorki  inkubowano z 10 uM ASN przez 8h. Aktywnos¢ kaspazy-3 analizowano metodq
fluorymetrycznq. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi Sredniq
arytmetycznqg + SEM z trzech niezaleznych doSwiadczen w dwoch powtorzeniach. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji Anova oraz test post-hoc
Newmana-Keuls. * p<0,05 *** p<0,001 - Réznica istotna statystycznie w stosunku do komorekPC12

kontrolnych (nietraktowanych,).

Zastosowanie selektywnego inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK, 100
uM) powodowalo protekcyjne dziatanie jedynie w przypadku komorek PC12
traktowanych ASN, natomiast pozostalo bez wplywu na przezywalnosc

komoérek APPwt i APPsw traktowanych tym biatkiem. Co wiecej, inhibitor

110



Wyniki

ten zapobiegal toksycznemu dziataniu Af w komoérkach APPsw, ale nie

APPwt (Rycina 56).

PC12 APPwt APPsw

Przezywlnosc komorek
[% odpowiedniej kontroli]

Rycina 56 Wplyw inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK) na toksyczno$¢ a-synukleiny w
komoérkach APPwt i APPsw.

Komorki APPwt i APPsw inkubowano z 10 uM ASN oraz 100 uM Z-DEVD-FMK przez 48h.
Przezywalnos¢ komorek badano za pomocq testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli.
Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetycznq + SEM z czterech niezaleznych doswiadczen w czterech
powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji
Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. * p<0,05; *** p<0,001- Roznica istotna statystycznie w

&&&

stosunku do komorek PCI2 kontrolnych (mietraktowanych); p<0,001- Roznica istotna

statystycznie w stosunku do komérek APPwt kontrolnych (nietraktowanych); ** p<0,01; *** p<0,001 -
Réznica istotna statystycznie w stosunku do komoérek APPsw kontrolnych (nietraktowanych); *

p<0,01- Roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek PC12 traktowanych ASN.
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DysKkusja

a-Synukleina jest typowym bialkiem cytozolowym, dlatego zakladano,
ze wywiera ona swoOj patologiczny efekt wylacznie wewnagtrzkomorkowo.
Badania ostatnich lat wykazuja, Ze bialko to znajduje sie rowniez w
przestrzeni pozakomorkowej, zarowno w plynie mozgowo-rdzeniowym jak i
w osoczu (Borghi i wsp., 2000; El-Agnaf i wsp., 2006; Lee i wsp., 2006;
Tokuda i wsp., 2006). Mechanizm sekrecji ASN z komorki nie zostal do
konica wyjasniony. Ostatnie dane pokazuja, ze ASN moze by¢ uwalniana z
synaptoneurozomow podczas stresu oksydacyjnego (Adamczyk i wsp., 2007)
i neurodegeneracji (Lee i wsp., 2006), co powoduje wzrost jej stezenia w
przestrzeni synaptycznej. Zewnatrzkomorkowa ASN dziala neurotoksycznie
na drodze roznorodnych mechanizmoéw (Albani i wsp., 2004; Du i wsp.
2003; Seo i wsp. 2002; Sung i wsp., 2001). Stwierdzono, ze ASN hamuje
aktywnos¢ transportera dopaminy (Adamczyk i wsp., 2006) oraz zaburza
homeostaze wapnia poprzez zwiekszenie jego naptywu do wnetrza komorki
(Adamczyk i  Strosznajder, 2006). Wykazano, 2ze  czynnikiem
odpowiedzialnym za patologiczne dzialanie ASN moze by¢ nadmierne
uwalnianie NO (Adamczyk i wsp., 2006; Seo i wsp., 2002). W zwiazku z tym,
poznanie mechanizmow odpowiedzialnych za zwiekszony poziom NO wydaje
sie bycC istotne dla zrozumienia dzialania ASN. Wobec powyzszego
prowadzone przez nas badania dotyczyly roli ASN w aktywacji syntaz NO.
Uwolniona do przestrzeni pozakomorkowej w procesie neurodegeneracji ASN
moze przedostawac sie do cytoplazmy komorek i dziala¢ na aktywnos¢ NOS
poprzez bezposrednia interakcje z enzymem, ale rowniez moze dziatac
zewnatrzkomorkowo poprzez aktywacje odpowiednich receptorow i kanatow
jonowych w blonie komoérkowej. Nasze badania prowadzone na skrawkach
kory mézgowej 2z hipokampem po raz pierwszy pokazuja, ze
zewnatrzkomorkowa ASN oraz jej fragment, peptyd NAC aktywuja synteze
NO zalezna od pobudzenia receptora NMDA. Prowadzenie eksperymentéw
na skrawkach moézgu umozliwilo badanie udzialu receptoréow
glutaminianergicznych w zaleznym od ASN uwalnianiu NO. Ponadto ten
model badawczy stosunkowo najlepiej odzwierciedla warunki panujace w

mozgu ssakow in vivo.
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Interesujacym spostrzezeniem jest, ze [p-synukleina, izoforma
pozbawiona centralnego fragmentu NAC, pozostaje bez wplywu na
aktywnos¢ NOS. Sugeruje to, ze domena NAC w strukturze biatka
synukleiny jest niezbedne dla jej interakcji z receptorem NMDA. Wyniki te
koresponduja z opublikowanymi wczesniej danymi, ktére pokazuja, ze
wiekszos¢ toksycznego dzialania ASN jest zalezna od obecnosci tego wlasnie
fragmentu (Adamczyk i wsp., 2006; Adamczyk i Stosznajder 2006; El-Agnaf
iIrvine, 2002).

Dzialanie ASN nie dotyczy wylacznie komorek neuronalnych.
Ostatnie badania wskazuja, ze wysokie zewnatrzkomoérkowe stezenie ASN
pobudza komorki glejowe do wytwarzania NO (Seo i wsp., 2002; Zhang i
wsp., 2005). Tlenek azotu uwolniony z mikrogleju przeksztalca sie w
nadtlenoazotyn i nitruje oa-synukleine w neuronach, co zwieksza jej
cytotoksycznos¢ (Seo i wsp., 2002). Przedstawione przez nas wyniki
pokazuja, ze w wyniku 30-minutowego dziatania ASN i NAC dochodzi do
aktywacji wylacznie neuronalnej izoformy NOS (nNOS). W badanym czasie
nie zaobserwowaliSmy aktywacji izoformy indukowanej (iNOS) ani zmian
izoformy endotelialnej (eNOS). nNOS wystepuje konstytutywnie nie tylko w
neuronach, ale rowniez w komorkach gleju (Bhat i Feinstein 2006; Togashi i
wsp., 1997; Kawakamia i wsp., 1998). W astrocytach, oligodendrocytach i
mikrogleju wystepuja rowniez funkcjonalne receptory NMDA (Verkhratsky i
wsp., 2007). Ponadto komorki glejowe odpowiadaja na stres i czynniki
prozapalne aktywacja zarowno konstytutywnej jak i indukowanej izoformy
NOS (Bhat i Feinstein 2006). W zwiazku z powyzszym trudno okresli¢, czy w
stosowanym przez nas uktadzie eksperymentalnym ASN dziala wylacznie na
neurony pomimo, ze do badan uzywano oczyszczona z istoty bialej kore

mozgowa i hipokamp.

Produktem reakcji katalizowanej przez NOS jest NO, ale w
specyficznych warunkach (niski poziom substratu, argininy lub kofaktora,
tetrahydrobiopteryny) enzym ten moze rowniez wytwarza¢ anionorodnik
ponadtlenkowy (O2-) lub nadtlenek wodoru (H2O,). Tlenek azotu jest wolnym
rodnikiem charakteryzujacym si¢ niska reaktywnoscia. Jednakze
rownoczesna produkcja NO i O2 w warunkach stresu oksydacyjnego
prowadzi do wytworzenia nadtlenoazotynu (ONOO-) (Koppenol i wsp., 1992).

Zwiazek ten jest bardzo silnym utleniaczem, ktéry moze modyfikowac
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bialka, lipidy oraz kwasy nukleinowe, powodowa¢ uszkodzenia
mitochondriéw i $mieré¢ neuronow (Kilbourn i wsp., 2000). Badania post
mortem mozgow osOb z chorobami neurodegeneracyjnymi wykazuja
obecnosc¢ nitrowanych biatek, ktorych powstawanie jest wynikiem dziatania
ONOO:- (Good i wsp., 1998). Nasze badania pokazuja, ze zarowno ASN, jak i
jej centralny fragment, zwiekszaja stres oksydacyjny, co moze prowadzi¢ do
powstawania ONOO-. Poprzednio uzyskane dane wskazuja, ze inkubacja
skrawkow moézgu szczura z peptydem NAC skutkuje fragmentacjg DNA,
ktora moze by¢ wynikiem nadmiernego wytwarzania ONOO-(Adamczyk i
wsp., 2005). Ponadto udokumentowano, ze zarowno NO jak i ONOO- moga
hamowac¢ aktywnosc¢ poszczegolnych kompleksow tancucha oddechowego w
mitochondriach, prowadzac do zaburzenia réwnowagi energetyczne;j
komoérki (Ebadi i Sharma, 2003). Nadtlenoazotyn oraz inne reaktywne formy
azotu modyfikuja dzialanie wielu bialek poprzez ich nitracje lub S-
nitrozylacje (Gu i wsp., 2002; Cho i wsp., 2009; Nakamura i Lipton, 2009).
Taka modyfikacja reszt aminokwasowych moze zaburza¢ prawidlowa
strukture biatek, prowadzi¢ do ich oligomeryzacji i zaburzenia funkcji, co
bezposrednio laczy stres nitrozacyjny ze zmianami molekularnymi
wykrytymi w chorobach neurodegeneracyjnych (Good i wsp., 1998). Wydaje
sig, ze aktywacja uwalniania NO przez ASN moze zapoczatkowywac proces
cytotoksycznosci i neurodegeneracji. W przedstawionych w tej pracy
wynikach, 30-minutowa inkubacja skrawkoéw w obecnosci ASN inicjuje
kaskade zdarzen prowadzacych do uwalniania nadmiernej ilosci NO,
procesow nitracji i S-nitrozylacji, wzrostu poziomu wolnych rodnikow i

stresu oksydacyjnego, co w konsekwencji powoduje obumieranie komorek.

Ostatnie badania zademonstrowaly, ze ASN moze stymulowac
aktywnos¢ NOS w mitochondriach oraz prowadzic do zwickszenia
wewnatrzmitochondrialnego stezenia jonow wapnia (Parihar i wsp., 2008).
Nasze wyniki pokazuja, ze zablokowanie receptora NMDA przez
specyficznych antagonistow MK-801 oraz APV zapobiega stymulacji NOS
wywolanej dziatlaniem ASN i NAC. Mechanizm zaleznej od receptora NMDA
aktywacji nNOS przez ASN zwiazany jest prawdopodobnie ze zwickszonym
wewnatrzkomorkowym poziomem Ca2t. W warunkach patologicznych
pobudzenie receptorow NMDA skutkuje nadmiernym naptywem jonow Ca?2+,
co moze inicjowacé szereg procesOw prowadzacych do cytotoksycznosci

(Bojarski i wsp., 2008). Wczesniejsze badania wskazuja, zZe
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zewnatrzkomorkowa ASN stymuluje rowniez otwarcie zaleznych od
potencjatu kanalow wapniowych typu N (Adamczyk i Strosznajder, 2006).
Zwiekszone wewnatrzkomoérkowe stezenie Ca2* prowadzi do aktywacji wielu
zaleznych od wapnia enzymoéw, w tym nNOS. Poprzednie wyniki pokazuja,
ze ASN moze, poprzez swoja domene NAC, wigzac sie z bialkami btonowymi,
co skutkuje modulacja funkcji zakonczen synaptycznych (Wersinger i wsp.,
2003). Na podstawie powyzszych danych mozna sugerowac, ze
zewnatrzkomoérkowa ASN wchodzi w interakcje z blong komoérkowa lub
bezposrednio z kanatlami jonowymi i aktywuje receptor NMDA, prowadzac
do jego otwarcia i naptywu jonow Ca?*, co w konsekwencji doprowadza do
aktywacji nNOS. Zaréwno kompetytywny jak i nie kompetytywny
antagonista receptora NMDA zapobiegaja aktywacji NOS wywolanej przez
ASN. Uzyskane wyniki sugeruja wiec bezposrednia interakcje ASN z
receptorem NMDA i zmiany w jego konformacji. Podobne niespecyficzne
dzialanie na receptory glutaminianergiczne zaobserwowano w przypadku
oligomerow Af (Pellistri i wsp., 2008). Peptydy AP pobudzaja rowniez
uwalnianie glutaminianu, hamuja jego wychwyt zwrotny oraz prowadza do
zwiekszenia ilosci metabotropowych receptoréw dla tego neuroprzekaznika
(Kabogo i wsp., 2008; Matos i wsp., 2008, Li i wsp., 2009; Casley i wsp.,
2009). Nasze poprzednie wyniki pokazaly, Ze zewnatrzkomorkowa ASN
obniza wychwyt zwrotny DA (Adamczyk i wsp., 2006). Zademonstrowano
rowniez, ze nadekspresja ASN skutkuje obnizeniem poziomu transportera
norepinefryny (Jeannotte i wsp., 2007). Chociaz nie wykazano dzialania
ASN na wychwyt glutaminianu, istnieje mozliwos¢, Ze moze ona rowniez
oddzialywa¢ na receptor NMDA poprzez regulacje zewnatrzkomorkowego

poziomu tego neuroprzekaznika.

Przekaznictwo informacji na drodze glutaminianergicznej z udziatem
receptorow NMDA i nNOS moze prowadzi¢c do stresu oksydacyjnego i
przerwania ciagltosci nici DNA (Pieper i wsp., 2000). Jednym z najczulszych
wskaznikow takiego uszkodzenia jest aktywacja polimerazy poli (ADP-
rybozy). W tym kontekscie PARP spelnialby role odbiorcy sygnalu od
receptora  NMDA przy udziale NO, w tym tez poprzez przejSciowe
uszkodzenie DNA (Strosznajder i wsp., 2000). Wczesniejsze dane pokazuja,
ze aktywacja receptora NMDA prowadzi do zaburzenia funkcji
mitochondriow oraz stresu oksydacyjnego, co skutkuje aktywacja PARP

(Duan i wsp., 2007). Ponadto wykazano, ze NO moze stymulowac¢ poli-ADP
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rybozylacje PARP i prowadzi¢ do nadmiernej aktywacji tego enzymu, a w
konsekwencji do obumierania komoérek w wyniku wyczerpania ATP (Zhang i
wsp., 1994). Badania Strosznajder i wsp., (2000) wykazaty, ze NO oraz inne
wolne rodniki sg odpowiedzialne za wywolana dzialaniem Ap aktywacje
PARP-1 w hipokampie. Kolejne eksperymenty na hodowli komoérek PC12
wykazaly zmiany aktywnosci PARP uwarunkowane iloScia uwalnianych
peptydow AP oraz obecnoscia mutacji w biatku APP. W zaleznosci od tych
parametrow, z ktorymi korelowal réwniez wzrost poziomu NO,
zaobserwowano wzrost aktywnosci PARP-1 w komoérkach transfekowanych
genem dla APP typu dzikiego oraz dramatyczne obnizenie aktywnosci PARP-
1 w komorkach transfekowanych APP z podwoéjna mutacja szwedzka
(Strosznajder i wsp., dane nieopublikowane). Uzyskane przez nas wyniki
pokazuja, ze inkubacja z zewnatrzkomoérkowa ASN prowadzi do znaczacego
obnizenia aktywnosci PARP-1 zarowno w korze z hipokampem, jak i w
prazkowiu. NO wydaje sie byC czesciowo odpowiedzialny za ten efekt. W
zgodzie z naszymi wynikami sa dane pokazujace, ze NO moze hamowac
aktywnos¢ PARP-1 poprzez wplyw na domene palca cynkowego tego
enzymu, przez co uniemozliwia jego wiazanie z DNA (Sidorkina i wsp.,
2003). Badania Pytlowany i wsp. (2008) pokazuja, ze donor NO
nitroprusydek sodu (SNP) rowniez prowadzi do 2znacznego obnizenia
aktywnosci PARP w komoérkach PC12. Inne dane literaturowe wykazuja z
kolei stymulujacy wplyw aktywowanej przez NO kaskady wolnorodnikowe;j
na zalezna od uszkodzenia DNA aktywnos¢ PARP- 1 (Zhang i wsp., 1994).
Zjawisko inhibicji PARP-1 przez ASN, SNP i A w komorkach APPsw jest
bardzo wazne, ale nie w pelni zrozumiate. Poniewaz PARP-1 jest najlepszym
dla siebie substratem, istnieje duze prawdopodobienstwo, ze w wyniku
dziatania powyzszych czynnikéw ulega on autorybozylacji, co prowadzi do
zahamowania jego aktywnosci. Zjawisko przejSciowej aktywacji, a nastepnie
inhibicji PARP-1 obserwowano rowniez w warunkach stresu oksydacyjnego
wywotanego dzialaniem jonow zelaza II na frakcje jadrowa uzyskiwang z
hipokampa mozgu szczura (Strosznajder i wsp., 2005). Prezentowane w tej
pracy wyniki otrzymane na skrawkach mozgu szczura wskazuja, ze juz
krotkotrwata, trzydziestominutowa inkubacja z ASN powoduje obniZzenie
aktywnosci PARP-1. Specyficzny inhibitor konstytutywnych izoform NOS
(NNLA) czesciowo zapobiega temu zjawisku. Dokladny mechanizm dziatania

ASN na aktywno$§¢ PARP-1 nie jest znany. Poniewaz podczas krotkotrwalej
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inkubacji skrawkéw z ASN nie zaobserwowano aktywacji kaspazy-3, jak
rowniez zmian poziomu PARP-1 (dane nie pokazane) wydaje sie, ze do
obnizenia aktywacji PARP-1 w wyniku kroéotkotrwatego dzialania ASN
dochodzi na drodze niezaleznej od jego degradacji. Wczesniejsze badania
wskazuja, ze nadmiar powstajacego w komoérkach NO moze bezposrednio S-
nitrozylowa¢ PARP-1, a przez to hamowac¢ aktywnos¢ tego enzymu. Sugeruje
sie, ze ta modyfikacja moze stanowi¢ negatywne sprzezenie zwrotne
(Zhiyuan Yu i wsp., 2006). Na podstawie powyzszych danych mozna
wnioskowac, ze w przypadku dziatlania ASN, NO uwolniony w nadmiernej
ilosci moze wchodzi¢ w bezposrednig interakcje z biatkiem PARP-1 i
prowadzi¢c do zahamowania aktywnosci tego enzymu. Interesujacym
spostrzezeniem jest, ze centralny fragment struktury ASN, peptyd NAC w
formie wolnej nie wywiera wplywu na aktywnos¢ PARP. Poniewaz
wczeSniejsze dane pokazuja, ze fragment ten jest odpowiedzialny za
aktywacje NOS, wskazuje to, ze w naszym ukladzie badawczym nitrozylacja
PARP nie jest jedynym czynnikiem prowadzacym do obnizenia aktywnosci
tego enzymu. Skoro inhibitor konstytutywnych izoform NOS (NNLA) tylko
czeSciowo zapobiega dziatlaniu ASN na PARP, nie mozna wykluczy¢, ze za
inhibicje tego enzymu moze by¢ réwniez odpowiedzialna bezposrednia
interakcja caltej czasteczki ASN 2z PARP-1. Hipoteze te czeSciowo
potwierdzaja nasze wstepne wyniki, ktore wskazuja translokacje ASN do

jadra komorkowego neuronow.

Wyniki uzyskane z badan prowadzonych na materiale izolowanym z
mozgu szczura prezentuja, ze krotkotrwale dzialanie zewnatrzkomorkowej
ASN moze prowadzi¢ do zwieckszenia poziomu NO na drodze zaleznej od
pobudzenia receptora NMDA. Z kolei eksperymenty przeprowadzone na linii
unieSmiertelnionych neuronéw hipokampa (HT22) wskazuja, ze w wyniku
dilugotrwatego oddzialywania ASN dochodzi nie tylko do zwiekszenia
aktywnosci NOS, ale rowniez do zmiany ekspresji genu dla tego enzymu.
Sugeruje to, ze zewnatrzkomoérkowa ASN moze powodowac trwate zmiany w
aktywnosci NOS i poziomie NO, co moze powodowac zaburzenia

funkcjonowania neuronéow.

a-Synukleina jest bogato reprezentowana w neuronach hipokampa,
zard6wno w czeSci presynaptycznej jak i somatodendrytycznej (Andringa i

wsp., 2003). Ponadto w tej czeSci mozgu zaobserwowano, ze nadekspresja
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ASN towarzyszy procesom patologicznym (Galvin i wsp., 1999), a potrojenie
genu SNCA w dziedziczonej PD skutkuje obumieraniem glownie neuronow
hipokampa (Farrer i wsp., 2004). W niniejszej pracy wykazano, ze podana
zewnatrzkomorkowo ASN moze, poprzez zwickszenie aktywnosci i ekspres;ji
NOS, wywiera¢ niekorzystne dzialanie na komorki hipokampalne.
Poprzednie dane pokazaly, ze tlenek azotu jest jednym z kluczowych
czynnikow odpowiedzialnych za obumieranie istotnej puli komorek
hipokampa po niedokrwieniu moézgu (Strosznajder i wsp., 1994,
Chalimoniuk i Strosznajder, 1998; Culmsee i wsp., 2005). Zwiekszenie
stezenia NO w tych warunkach jest wynikiem aktywacji neuronalnej
izoformy NOS (nNOS) (Chalimoniuk i Strosznajder, 1998). Systemowe
podawanie inhibitora neuronalnej izoformy NOS, 7-nitroindazolu (7-NI)
zmniejsza rozmiar lezji wywolanej domozgowym wstrzykiwaniem kwasu
malonowego. W warunkach tych 7-NI hamuje powstawanie mleczanu,

rodnika hydroksylowego oraz 3-nitrotyrozyny w moézgu (Schulz i wsp.1997).

Uzyskane przez nas dane pokazuja, ze w wyniku dlugotrwalego, 24-
godzinnego dzialania ASN dochodzi do istotnego zwiekszenia ekspres;ji
nNOS, podczas gdy ekspresja pozostatych izoform NOS nie ulega zmianie.
Wczesniejsze dane pokazuja, ze w procesie starzenia dochodzi do zmian
ekspresji poszczegolnych izoform NOS w moézgu. Podczas gdy poziom
neuronalnej izoformy (nNOS) jest obnizony, ekspresja eNOS znacznie sie
zwieksza (Jesko i wsp., 2003; Strosznajder i wsp., 2004). Z kolei w mézgach
0os6b z AD dochodzi do zwiekszenia poziomu wszystkich izoform NOS.
Podczas gdy zaburzenia ekspresji nNOS zaobserwowano glownie w
neuronach, immunoreaktywnos¢ iNOS i eNOS byla zwiekszona zar6wno w
neuronach jak i komoérkach gleju (Luth i wsp., 2002). Badania Stepanichev i
wsp. (2008) pokazaly, ze AP powoduje istotne zwiekszenie aktywnosci nNOS
w neuronach hipokampa, ale nie wplywa na ekspresje tego enzymu.
Ponadto zaobserwowano zwiekszona ekspresje iNOS w neuronach i
astrocytach otaczajacych zlogi amyloidowe (Rodrigo i wsp., 2004).
Modulacja poziomu i aktywnosci nNOS i iNOS jest obserwowana rowniez w
PD. Sugeruje sie, ze w tej chorobie dochodzi do nadmiernej ekspresji iNOS
w wyniku proliferacji i aktywacji mikrogleju i makrofagow, co skutkuje
obumieraniem neuronow istoty czarnej (Iravani i wsp., 2002).
Zademonstrowano, ze 7-NI hamuje neurotoksyczne dzialanie MPTP na

neurony dopaminergiczne i zapobiega zaburzeniom neurologicznym u
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myszy, co wskazuje rowniez na istotny udzial nNOS w patologii PD
(Watanabe i wsp., 2008). Chociaz nasze wyniki na moézgu szczura i w
komoérkach HT22 wskazuja, ze zarowno 30-minutowa jak i 8- oraz 24-
godzinna inkubacja z ASN nie wplywa na aktywnosc¢ i ekspresje iNOS, to
jednak nie wiemy, czy do aktywacji tej izoformy nie dochodzi w innym
punkcie czasowym. Ostatnie badania przeprowadzone w naszym Zakladzie
pokazaly, ze w wyniku dootrzewnowego podawania LPS dochodzi do
wielokrotnego zwiekszenia ekspresji iNOS w hipokampie 3 godziny po
iniekcji, po czym juz w 6 godzinie obserwuje sie¢ catkowity spadek ilosci
mRNA dla tej izoformy (Czapski i wsp., 2009). W innych badaniach
zaobserwowano, ze dlugotrwale podawanie Ap skutkuje zwiekszeniem

zarowno ekspresji jak i aktywnosci iNOS w hipokampie (Tran i wsp., 2001).

Ostanie badania pokazaly, ze dziatanie wolnych rodnikéw, w tym NO,
moze prowadzi¢ do akumulacji ASN wewnatrz jader komorkowych (Gentile i
wsp., 2008; Specht i wsp., 2005). Moze to stanowi¢ istotng przyczyne
neurodegeneracji zaréwno neuronow jak i oligodendrocytow, co pokazuja
badania post mortem moézgéw chorych na atrofie wielosystemowsg (Lin i wsp.,
2004). Wykazano, ze w wyniku dziatania stresu oksydacyjnego dochodzi do
translokacji C-koncowego, 10 kDa fragmentu ASN do jadra komorek
dopaminergicznych (Xu i wsp., 2006). W badaniach in vitro stwierdzono, ze
stres oksydacyjny moze rowniez prowadzi¢ do translokacji ASN w wyniku
przerwania ciaglosci blony jadrowej (Sangchot i wsp., 2002). Ponadto po
dootrzewnowym podaniu myszom herbicydu paraquatu zaobserwowano
istotne zwiekszenie immunoreaktywnosci ASN zarowno w cytozolu jak i
jadrach neuronéw istoty czarnej (Goers i wsp., 2003). Pokazano, ze w jadrze
komérkowym ASN moze tworzy¢ specyficzne kompleksy z histonami, co
zwieksza jej oligomeryzacje do nierozpuszczalnych fibryli (Goers i wsp.,
2003). Jadrowa lokalizacja ASN jest zwiekszona w przypadku mutacji ASOP
oraz AS3T i skutkuje neurotoksycznoscia, poprzez zahamowanie acetylacji
histonow (Kontopoulos i wsp., 2006). Zademonstrowano, ze ASN
zlokalizowana w jadrze ma wilasSciwosci czynnika transkrypcyjnego i
powoduje obnizenie ekspresji antyapoptotycznego bialtka Bcl-2 oraz
zwiekszenie poziomu mRNA dla kinazy syntazy glikogenu-3p (GSK-3p) (Yuan
i wsp., 2008). Istnieje prawdopodobienstwo, ze rowniez w naszym ukladzie
badawczym dochodzi do translokacji ASN i jej bezposredniego wplywu na
ekspresje genu dla nNOS, jednakze hipoteza ta wymaga weryfikacji.
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Nasze wyniki uzyskane 2z mozgu szczura pokazuja, ze
zewnatrzkomorkowa ASN w istotny sposéb obniza aktywnosSc¢ jednego z
jadrowych enzyméw PARP-1. Analogicznie jak w przypadku NOS szukaliSmy
odpowiedzi na pytanie, czy ASN wplywa rowniez na ekspresje i poziom
biatka dla tego enzymu. Uzyskane przez nas dane wskazuja, ze w wyniku
dzialania ASN dochodzi do stopniowego, zaleznego od czasu inkubacji,
obnizenia immunoreaktywnosci PARP-1 we frakcji jadrowej. W wyniku
dziatania ASN nie dochodzi jednak do zmiany ekspresji genu PARP-1, co
wskazuje, ze obnizenie poziomu tego bialka jest wynikiem wylacznie jego
degradacji. Wiadomo, ze PARP-1 jest preferencyjnym substratem dla
kaspazy-3. W wyniku aktywacji tego enzymu dochodzi do ciecia PARP-1 z
powstaniem fragmentow o wielkosci 89-kDa i 21-kDa (Ferrer i Planas, 2003;
Chaitanya i Babu, 2009). Uwaza sie, ze obecnos¢ 89-kDa produktu
degradacji PARP-1 w cytoplazmie jest najwczeSniejszym wskaznikiem
procesu apoptozy zaleznej od kaspaz. Nasze wyniki wskazuja, ze w wyniku
dziatania ASN w komoérkach hipokampa HT22 dochodzi do aktywacji
kaspazy-3 1 degradacji PARP 2z powstawaniem produktu o masie
czasteczkowej 89-kDa. Wyniki te koresponduja z wczeSniejszymi danymi,
ktore pokazuja, ze toksyczne dzialanie zewnatrzkomorkowej ASN wyraza sie
poprzez zalezna od NO aktywacje kaspazy-3 w neuronach (Seo i wsp., 2002;
Desplats i wsp., 2009). Ponadto w warunkach, w ktorych dochodzi do
zwiekszenia poziomu ASN wewnatrz neuronéw, réwniez obserwuje sie
aktywacje kaspazy-3 (Li i wsp., 2010; Kalivendi i wsp., 2004). Obecnos¢
aktywnej kaspazy-3 stwierdzono w zdegenerowanych neuronach istoty
czarnej w modelu choroby Parkinsona wywolanej podaniem 6-OHDA
(Marinova-Mutafchieva i wsp., 2009; da Costa i wsp., 2009), jak rowniez w
hodowlach pierwotnych neuronow poddanych dzialaniu AB (Liang i wsp.,
2009). W rozwazanych wczesniej badaniach zademonstrowaliSmy, ze NO
powstaly w wyniku dzialania ASN jest czeSciowo odpowiedzialny za inhibicje
PARP-1. Praca Svobody i wsp. (2009) pokazuje, ze aktywacja NOS i
powstawanie NO moze przyczynic sie do aktywacji kaspazy-3 w komorkach
gleju poddanych dziataniu L-glutaminy. W innych badaniach wykazano, ze
donor NO, nitroprusydek sodu (SNP) wywoluje obumieranie komorek
neuroblastoma SH-SYSY na drodze apoptozy zaleznej od kaspazy-3 (Park i
wsp., 2009). Ponadto zademonstrowano, ze wsrod licznych procesow

patologicznych towarzyszacych niedokrwieniu mozgu czy PD, jednym z

121



Dyskusja

istotnych elementéw odpowiedzialnych za degeneracje neuronow jest
zwiekszenie ekspresji i aktywnosci iNOS lub/i nNOS oraz aktywacja
kaspazy-3 (Tu i wsp., 2009; Lam i wsp., 2008). Nasze badania sa zgodne z
wynikami uzyskanymi przez innych i pokazuja, ze nadmierna ilos¢ NO
powstalego w wyniku zwiekszenia aktywnosci NOS jest odpowiedzialna za
aktywacje kaspazy-3 i przez to posrednio wplywa na obniZenie poziomu

PARP-1.

W naszych badaniach stwierdziliSmy, zZe chociaz maksymalna
aktywnos¢ kaspazy-3 obserwuje sie w 8 godzinie dziatlania ASN, produkt jej
proteolitycznego dziatania, 89-kDa fragment PARP-1, osiaga wysoki poziom
dopiero po 24-godzinnym dzialaniu ASN. Chociaz trudno wyjasnic
przyczyne tego zjawiska, to jednak dodatkowe badania przeprowadzone za
posrednictwem testu ELISA oraz pozytywny efekt inhibitora Z-DEVD-FMK,
potwierdzaja, ze w warunkach dzialania ASN dochodzi do proteolitycznego
ciecia PARP-1 wylacznie przez kaspaze-3. Podobny efekt zaobserwowano
rowniez w innych badaniach. W hodowli pierwotnej neuronoéw poddanych
dzialaniu etanolu maksimum aktywnosci kaspazy-3 przypadatl na 6 godzine
inkubacji, podczas gdy najwieksza ilos¢ cietego PARP-1 wykryto po 24-
godzinach (Cherian i wsp., 2009). Etopozyd, inhibitor topoizomerazy II,
wywieratl podobne dziatanie w komoérkach nowotworowych MCF7 (Benjamin

i wsp., 1998).

Wiele badan wskazuje, ze proteolityczne cigecie PARP-1 przez
kaspaze-3 jest zjawiskiem cytoprotekcyjnym (Williams i wsp., 2008; Cherian
i wsp., 2009). Fibroblasty produkujace biatko PARP-1 odporne na
proteolityczng degradacje wykazywaly zwiekszong wrazliwo$S¢é na dziatanie
czynnikow toksycznych (Herceg i Wang, 1999). Wysoki poziom cynku w
neuronach zawoju zebatego u ludzi zakazonych wirusem choroby Borna
powodowal hamowanie aktywnosci kaspazy-3 oraz hiperaktywacje PARP-1
przez co ulatwial neurodegeneracje. Zjawiska takiego nie zaobserwowano w
astrocytach, w ktorych aktywnosc¢ kaspazy-3 byla wysoka (Williams i wsp.,
2008). Wyniki te sugeruja, ze proteolityczne ciecie PARP dziala protekcyjnie,
ale tylko w warunkach hiperaktywacji tego enzymu. Nasze badania na
mozgu szczura wykazaly, ze w wyniku dzialania ASN dochodzi do
zahamowania aktywnosci PARP-1. W tym ukladzie dodatkowe obnizenie

poziomu tego biatka w wyniku aktywacji kaspazy moze w istotny sposob
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zaburzac fizjologiczne procesy, w ktorych PARP-1 bierze udziat i przez to

dziala¢ niekorzystnie.

Dotychczasowe dane wskazuja, ze najbardziej wrazliwe na toksyczne
dziatlanie ASN sa komorki dopaminergiczne (Sidhu i wsp., 2004; Wersinger i
wsp., 2004). W zwiazku z tym badania dotyczace mechanizmu $mierci
komoérek prowadzono na linii pheochromocytoma PC12, charakteryzujacej
sie synteza amin katecholowych, w tym dopaminy. Do chwili obecnej jest to
jedna z najlepiej scharakteryzowanych linii komorkowych, oraz model
badawczy szeroko stosowany w doswiadczeniach in vitro dotyczacych
toksycznosci Af oraz o-synukleiny (Qian i wsp., 2008; Girigoswami i wsp.,
2008; Hu i wsp., 2008), jak rowniez wykorzystywany w badaniu

cytotoksycznego efektu wielu innych substancji (Piga i wsp., 2007).

Dane prezentowane w tej pracy pokazuja, ze zewnatrzkomoérkowa
ASN powoduje zaburzenie funkcji mitochondriow oraz aktywuje
programowana Smier¢ komorek PC12. Wyniki te koresponduja z praca Seo i
wsp. (2002), w ktorej zaprezentowano, ze zewnatrzkomoérkowa ASN
prowadzi do nadekspresji biatka Bax, obnizenia poziomu Bcl-xL, zmian w
mitochondriach oraz uwolnienia cytochromu c. Konsekwencja tych zdarzen
jest uruchomienie kaskady kaspaz, co prowadzi do obumierania komorek
(Seo i wsp., 2002). Zewnatrzkomorkowa ASN w formie zagregowanej
aktywuje rowniez mikroglej, co skutkuje uwolnieniem znacznej ilosci
wolnych rodnikéw i §miercig neuronéow dopaminergicznych (Zhang i wsp.,
2005). Na podstawie otrzymanych przez nas wynikow trudno jednoznacznie
okreslic, jaki typ Smierci zachodzi w wyniku dzialania ASN.
ZaobserwowaliSmy, ze polowa obumartych komoérek wykazuje morfologiczne
zmiany charakterystyczne dla procesu apoptozy, jak kondensacja
chromatyny, czy fragmentacja jadra. Istnieje mozliwoS¢, ze pozostale
komorki mogg umierac¢ na drodze innych form programowanej smierci, jak
rowniez nekrozy. Wynki poprzednich badan wskazuja, ze a-synukleina moze
wywolywac Smier¢ komorek zaro6wno na drodze apoptozy (Seo i wsp., 2002;
El-Agnaf i wsp., 1998; Du i wsp., 2003; Flower i wsp., 2005), jak i nekrozy
oraz innych mechanizméw programowanej Smierci (Buttner i wsp., 2008;

Vekrellis i wsp., 2009).

Wiele danych podkresla znaczenie zar6wno monomerycznej jak i

zagregowanej ASN w patologii choréb neurodegeneracyjnych (Hashimoto i
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Masliah, 1999; Mandal i wsp., 2006). Nadprodukcja i/lub nadmierna
akumulacja ASN w komoérkach hodowanych in vitro powodowata selektywna
degeneracje neuronow dopaminergicznych (Xu i wsp., 2002). Ponadto u
myszy z ekspresja zmutowanej ASN (AS3T) zaobserwowano wczesne procesy
neurodegeneracji oraz agregacje ASN w mozgu (Lee i wsp., 2002).
Zmutowana, zagregowana  ASN Iub peptyd NAC podawane
zewnatrzkomorkowo zwiekszaly obumieranie komoérek neuroblastoma (SH-
SY5Y) w warunkach in vitro (El-Agnaf i wsp., 1998; Sung i wsp., 2001).
Ekspresja normalnej (natywnej) oraz zmutowanej (AS3T, A30P) ASN w
mysich komoérkach zwoju dolnego nerwu blednego skutkuje aktywacja
procesu apoptozy (Saha i wsp., 2000). Zwiekszone stezenie ASN koreluje z
wystapieniem cech apoptotycznych rowniez w komorkach gleju (Stefanova i
wsp., 2001) oraz limfoblastach (Kim i wsp., 2004). Uzyskane przez nas
wyniki prezentuja, ze zagregowana forma ASN pozostaje bez wplywu na
przezywalnos¢ komorek PC12. To zgadza sie z ostatnio opublikowanymi
danymi biochemicznymi, w ktorych zwraca sie uwage na istotne znaczenie
protofibrylarnych form bialek w procesie neurodegeneracji, podczas gdy
powstawanie nierozpuszczalnych agregatéw uznawane jest za forme obrony
komorki przed toksycznoscia oligomerow (Chen i Feany, 2005; Shults,
2006). Jako poparcie powyzszej hipotezy moga shuzy¢ dane uzyskane przez
Lee i wsp. (2008), ktore pokazuja, ze agregaty zewnatrzkomorkowej ASN
przedostaja sie do wnetrza komoérki na drodze endocytozy zaleznej od
receptora i sa natychmiast degradowane w lizosomach. Natomiast
monomeryczne formy ASN mogg swobodnie przechodzi¢ przez blone
komoérkowa, ale nie sa we wnetrzu komorki degradowane i moga wywierac

efekt cytotoksyczny (Lee i wsp., 2008).

Wyniki badan przeprowadzonych na hodowlach komérkowych w
warunkach in vitro wskazuja na istnienie wielu mechanizmow
odpowiedzialnych za toksycznos¢ ASN. Naleza do nich miedzy innymi
zaburzenia funkcji mitochondriow, siateczki Srédplazmatycznej oraz
aktywacja procesu autofagii (Hsu i wsp., 2000; Stefanis i wsp., 2001; Smith
i wsp., 2005a). W komorkach drozdzy, u ktérych wyindukowano ekspresje
natywnej i zmutowanej ASN, zaobserwowano charakterystyczne cechy
procesu apoptozy, takie jak kondensacja chromatyny, fragmentacja jadra
oraz uwalnianie cytochromu c z mitochondriow (Flower i wsp., 2005).

Ponadto ASN wywolywala aktywacje kinaz MAP i translokacje czynnika
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transkrypcyjnego NFkB (Seo i wsp., 2002). Dokladny mechanizm
obumierania komoérek w wyniku dzialania ASN nie zostal jednakze do konca
poznany. W warunkach sprzyjajacych jej agregacji, ASN zwigcksza podatnosc¢
komorek na dzialanie neurotoksyn. Nadekspresja zmutowanej (A30P i
AS3T), jak rowniez pozbawionej domeny C-koncowej o-synukleiny w
komérkach neuroblastoma (SH-SYSY) znamiennie zwiekszala stres
oksydacyjny oraz obumieranie komorek wywotane przez MPP+ czy
nadtlenek wodoru (Kanda i wsp., 2000). Jednoczesna ekspresja natywnej
lub zmutowanej (A30P) ASN z transporterem dopaminy wywolywata Smierc
komorek wskutek zaburzenia potencjalu btony komérkowej, uszkodzenia
mitochondriow 1 stresu oksydacyjnego wywolanego przez nadmierne
nagromadzenie wewnatrzkomorkowej dopaminy (Moussa i wsp., 2004).
Nasze dane pokazuja, ze ASN moze nie tylko potegowac dziatanie
neurotoksyn, ale sama, dzialajgc zewnatrzkomoérkowo, powoduje aktywacje
stresu oksydacyjnego i istotne zaburzenia funkcji mitochondriéw.
Wewnatrzkomorkowa akumulacja ASN jest zwiazana z wolnorodnikowym
uszkodzeniem biatek i lipidow (Bossy-Wetzel i wsp., 2004; Lin i Beal, 2006),
a oksydacyjne modyfikacje makromolekul moga odgrywac istotna role w

neurotoksycznosci wywolanej przez to biatko.

Dane literaturowe wskazuja, ze ASN moze wchodzi¢ w bezposrednig
interakcje z mitochondriami, a efekt ten wydaje sie byc zalezny do stezenia
tego biatka (Parihar i wsp., 2009). Inne badania pokazuja, ze zaréwno
rekombinowana (Ding i wsp., 2002) jak i zmutowana ASN moze laczy¢ sie z
btonami organelli komoérkowych (Smith i wsp., 2005), a interakcja ta wydaje
sie by¢ istotnym elementem toksycznosci tego biatka (Volles i Lansbury,
2007). Mitochondria to rowniez gléwne miejsce neurotoksycznego dziatania
ASN w komorce (Perier i wsp., 2007). Co wiecej, wykazano, ze ASN moze by¢
do mitochondriow translokowana (Cole i wsp., 2008; Liu i wsp., 2009).
Udowodniono, ze N-koncowy 32-aminokwasowy fragment ASN zawiera
sygnal lokalizacji mitochondrialnej, co umozliwia jej przedostawanie sie do
tych organelli, ponadto ASN zaimportowana do mitochondriow lokalizuje sie
w poblizu wewnetrznej blony mitochondrialnej (Devi i wsp., 2008). Skoro
zewnatrzkomorkowa ASN ma zdolnos¢ do przechodzenia do wnetrza
komorki w nieograniczony sposob (Lee i wsp., 2008), to jest mozliwe, ze w
naszym ukladzie eksperymentalnym biatko to dziala raczej poprzez

bezposrednia interakcje z mitochondriami. Interesujace dane in vitro (Liu i
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wsp. 2009; Devi i wsp., 2008) oraz badania post mortem na mozgach
chorych na PD (Devi i wsp., 2008) pokazuja, ze postepujaca akumulacja
ASN w mitochondriach zaburza funkcjonowanie kompleksu I tancucha
oddechowego oraz powoduje podwyzszenie stresu oksydacyjnego w calej
komoérce, rowniez wewnatrz mitochondriow. Z danych tych wynika, ze stres
oksydacyjny wywolany przez ASN jest procesem wtornym wynikajacym z

uszkodzenia mitochondriow.

Nasze badania prowadzone na materiale uzyskanym z moézgu szczura
oraz na komorkach HT22 wykazaly, ze zewnatrzkomorkowa ASN
doprowadza do zwiekszenia syntezy NO i indukcji stresu nitrozacyjnego.
Wedlug poprzednich danych zwiekszony poziom NO moze byc
odpowiedzialny za proapoptotyczne dzialanie ASN (Giasson i wsp., 2000).
Udowodniono, ze gléwne miejsce nitracji bialek w komorce stanowig
mitochondria (Koeck i wsp., 2004). Ostatnie wyniki pokazuja, ze
nadekspresja ASN powoduje nitracje duzej ilosci biatlek mitochondrialnych,
wynikajaca z zaburzenia rownowagi pomiedzy tworzeniem wolnych
rodnikow, a procesami antyoksydacyjnymi (Parihar i wsp., 2009; Peluffo i
Radi, 2007). Nasze wyniki pokazuja, ze inhibicja konstytutywnych izoform
NOS znaczaco hamuje toksyczne dzialanie ASN w komorkach PC12.
Sugeruje to, ze w wyniku dzialania ASN dochodzi do nadmiernej produkcji
NO, co moze prowadzi¢c do uszkodzenia bialek mitochondrialnych i
zaburzenia funkcji tych organelli. W komoérkach z nadekspresja ASN
zaobserwowano, ze stres oksydacyjny i uszkodzenia nitrozacyjne biatek
skutkuja spadkiem potencjalu mitochondrialnego (Parihar i wsp., 2009).
Otrzymane przez nas wyniki z uzyciem cyklosporyny A pokazuja, ze u
podstaw neurotoksycznego dzialania ASN lezy zaburzenie funkcjonowania
mitochondriow, ktore skutkuje otwarciem megakanalow mitochondrialnych
(ang. Mitochondrial Permeability Transition, MPT). Zjawisko to jest niezwykle
istotne w procesach degeneracji i w konsekwencji prowadzi do obumierania
komoérek w wyniku wyczerpania energii (Stavrovskaya i Kristal, 2005).
Otwarcie MPT powoduje nadprzepuszczalnos¢ mitochondriow, zwiekszenie
ciSnienia osmotycznego wewnatrz tych organelli oraz prowadzi do
uszkodzenia zewnetrznej blony mitochondrialnej i uwolnienia cytochromu c
(Buki i wsp., 2000) oraz aktywacji apoptozy zaleznej od kaspaz (Wang i
wsp., 1998). Nasze wyniki uzyskane na komoérkach PC12 sa zgodne z

danymi otrzymanymi z eksperymentéw na linii HT22 i pokazuja, ze w
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wyniku dziatania zewnatrzkomorkowej ASN dochodzi do aktywacji kaspazy-
3. Ponadto protekcyjne dzialanie specyficznego inhibitora kaspazy-3, Z-
DEVD-FMK sugeruje, ze efektem zaburzen procesow
wewnatrzkomorkowych  wywolanych  przez ASN  jest  aktywacja

programowanej Smierci zaleznej od kaspaz.

Uzyskane przez nas wyniki pokazuja, ze peptyd NAC powoduyje,
podobnie jak jego bialtko prekursorowe, obumieranie komorek PC12.
Dziatlanie NAC w naszym ukladzie eksperymentalnym jest jednak silniejsze
niz to wywolane przez ASN, co mozna tlumaczy¢ Ilatwiejszym
przyjmowaniem przez NAC konformacji p-kartki i jego szybsza
oligomeryzacja (El-Agnaf i wsp., 1998). Neurotoksycznos¢ NAC po raz
pierwszy udowodniono w badaniach na linii komérek B12 (Liu i Schubert,
1998) oraz na komorkach neuroblastoma SH-SYS5Y (El-Agnaf i wsp., 1998).
Podobnie jak w przypadku ASN, trudno jednoznacznie okresli¢, na jakiej
drodze obumierajg komorki PC12 traktowane NAC. Wczesniejsze dane
pokazuja, ze peptyd NAC wywoluje Smier¢ komoérek czeSciowo na drodze
apoptozy, a czesciowo w wyniku nekrozy (Tanaka i wsp., 2001). Inne
badania wskazuja, ze NAC, poprzez aktywacje astrocytow, indukuje Smierc

neuronow na drodze apoptozy (Tanaka i wsp., 2002).

Wykrycie peptydu NAC jako drugiego po AP skladnika blaszek
starczych w chorobie Alzheimera (Ueda i wsp., 1993) wskazuje, ze w
warunkach patologicznych dochodzi do cigcia ASN i uwolnienia jej
centralnego fragmentu, ktory kolokalizuje z AP. Zaobserwowano, ze NAC
moze laczy¢ sie z AR (Jensen i wsp., 1997) oraz inicjowac jego agregacje, co
ulatwia powstawanie nierozpuszczalnych zewnatrzkomorkowych zlogow
(Han i wsp., 1995). W wyniku dziatania NAC dochodzi do zwigekszenia stresu
oksydacyjnego i wewnatrzmitochondrialnego poziomu wolnych rodnikéow
zarowno w neuronach, jak i astrocytach (Tanaka i wsp., 2002). Nasze
badania pozostaja w 2zgodzie z tymi doniesieniami i pokazuja, ze
zewnatrzkomorkowy peptyd NAC indukuje stres wolnorodnikowy i
uszkodzenie mitochondriow skutkujace obumieraniem komorek PC12.
Prezentowane wczes$niej wyniki uzyskane na materiale z moézgu szczura
pokazuja, ze NAC stymuluje aktywnos¢ nNOS. W komoérkach PC12 inhibitor
konstytutywnych izoform NOS nie zapobiega jednak toksycznemu dziataniu

tego peptydu. Moze to swiadczyC o tym, ze zwiekszenie syntezy NO nie jest
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glownym mechanizmem odpowiedzialnym za toksycznos¢ NAC w badanym

modelu komoérkowym.

Wiele danych, w tym rowniez prezentowane w niniejszej pracy,
wskazuje, ze obecnosc¢ peptydu NAC determinuje toksyczne dzialanie ASN
(El-Agnaf i wsp., 1998; Bodles i wsp., 2000; Adamczyk i wsp., 2006;
Adamczyk i Strosznajder, 2006). W badaniach tych NAC wykazuje dziatanie
identyczne jak jego biatko prekursorowe. Badania przeprowadzone na
komérkach PC12 pokazuja, ze chociaz NAC prowadzi do zaburzenia funkcji
mitochondriow, to w wyniku jego dzialania nie dochodzi do otwarcia
megakanalow mitochondrialnych oraz aktywacji kaspazy-3. Wyniki te
pokazuja, ze NAC nie zawsze aktywuje te same molekularne mechanizmy,
co ASN. Podobne zjawisko obserwuje sie w przypadku dzialania réznych
fragmentéw APP i AB. W wyniku degradacji biatka APP na drodze
nieamyloidogennej powstaje produkt o masie czasteczkowej 3 kDa, ktory
moze by¢ przenoszony do jadra i peilni¢ funkcje czynnika transkrypcyjnego
regulujacego sygnalizacje wapniowa. Z kolei w wyniku ciecia APP na drodze
amyloidogennej, powstaja peptydy AP o roéznej dhugosci, ktére wykazujg
tendencje do agregacji i neurotoksycznosci, z czego najczesciej opisywanymi
i najlepiej poznanymi sa AB 1-39, AB 1-40, AB 1-42 (Di Carlo, 2009).
Udowodniono, ze toksycznos¢ peptydow AB 1-39 i AB 1-40, jest mniejsza niz
peptydow AP 1-42. Bodles i wsp. (2000) wykazali, ze syntetyczny fragment
AB 25-35 odpowiadajacy za niekorzystne dzialanie wymienionych peptydéw
w badaniach in vitro wykazuje wyzsza toksycznoS¢ anizeli caly peptyd
zawierajacy sekwencje 25-35. Rozne fragmenty NAC takze charakteryzuja
sie odmiennymi wtasciwosciami. Podczas gdy NAC (8-18) i NAC (8-16)
dzialajg toksycznie na komoérki SH-SYSY, fragmenty NAC (12-18), NAC (9-
16) oraz NAC (8-15) nie maja wplywu na przezywalnos¢ tych komorek
(Bodles i wsp., 2001).

Wczesniejsze dane pokazuja, ze ekspozycja zaro6wno neuronow jak i
astrocytow na zewnatrzkomorkowy peptyd NAC powoduje aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF«B, jego translokacje do jadra oraz zwicksza
jego wiazanie z DNA. Zjawisko to wywolane jest zwickszonym, w wyniku
dzialania NAC, stresem oksydacyjnym w mitochondriach (Tanaka i wsp.,
2002). Wzrost immunoreaktywnosci NFkB w neuronach hipokampa, jak

rowniez jego jadrowa translokacje obserwuje sie w przypadku choroby
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Alzheimera. Dane te sugeruja udziat czynnika NFkB we wczesnych stadiach
choroby, w ktorych dochodzi do tworzenia oligomeréw AP, ASN oraz NAC
(Akama i Van Eldik 2000; Akama i wsp., 1998; Boissiere i wsp., 1997,
Kitamura i wsp., 1997; Huang i wsp., 2005; Terai i wsp., 1996). Jednym z
mechanizméw dzialania NF«xB, w odpowiedzi na czynniki stresowe, jest
zwiekszenie ekspresji biatka p53 (Wu i wsp., 1994). Wyniki przedstawione w
niniejszej pracy pokazuja, ze zwiekszona ekspresja i aktywacja pS3 jest
glownym mechanizmem toksycznego dziatlania peptydu NAC w komorkach
PC12. Zwiekszenie aktywnosSci czynnika p53 wywolane przez stres
oksydacyjny prowadzi do aktywacji procesOw apoptozy w neuronach i
innych typach komorek (Haupt i wsp., 2003). Biatko to jest czynnikiem
odpowiedzialnym za obumieranie komoérek nerwowych w licznych
patologiach takich jak niedokrwienie (Crumrine i wsp., 1994),
ekscytotoksycznos¢ (Lakkaraju i wsp., 2001) czy uszkodzenie DNA (Jonhson
i wsp., 1999). W badaniach post mortem moézgéw pacjentow z AD (de la
Monte i wsp., 1997), jak rowniez u myszy transgenicznych z nadekspresja
AB 1-42 (LaFerla i wsp., 1996), wykryto zwiekszona immunoreaktywnosc¢
P53 w uszkodzonych neuronach, co sugeruje, ze pS3 moze odgrywac istotna
role w patogenezie AD. Uwaza sie, ze PARP-1 jest odpowiedzialny za
kontrole ekspresji p53 na poziomie biatka i regulacje jego stabilnosci w
komorce (Wesierska-Gadek i wsp., 1999). Poprzez tworzenie kompleksu z
pS3, PARP-1 zapobiega translokacji tego biatka z jadra do cytoplazmy i
nastepnie jego degradacji (Wesierska-Gadek i wsp., 2001). Zjawisko to moze
czesciowo ttumaczy¢ rozbieznosci wynikow uzyskanych dla ASN i NAC. W
przypadku dzialania ASN, gdy dochodzi do zahamowania aktywnosci i
obnizenia poziomu PARP-1, czas poltrwania pS53 w jadrze ulega znacznemu
skroceniu, co uniemozliwia aktywacje transkrypcji odpowiednich genow. W
przeciwienstwie do ASN, NAC nie wplywa ani na podstawowa aktywnosc,
ani na poziom biatka PARP-1, dlatego zwiekszona ekspresja pS3 skutkuje
nagromadzeniem tego biatka w jadrze i jego aktywacja. Hipoteze te popieraja
dane uzyskane przez Gadek-Wesierska i wsp. (2000), ktore pokazuja, ze w
komoérkach o genotypie PARP-1-/- okres poéttrwania p5S3 ulega ponad 10-

krotnemu skroceniu.

Wiele danych wskazuje, ze w wyniku aktywacji czynnika

transkrypcyjnego p53 dochodzi do Smierci komorek na drodze apoptozy
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zaleznej od kaspaz (Culmsee i Mattson, 2005). Nasze wyniki pokazuja, ze
chociaz peptyd NAC powoduje zwiekszenie ekspresji i aktywnosci pS3, w
wyniku jego dziatania nie dochodzi do aktywacji kaspazy-3 w zadnym z
badanych punktow czasowych. Dodatkowym dowodem na brak udzialu
kaspaz w obumieraniu komoérek w wyniku dzialania NAC jest
nieefektywnosc¢ dzialania specyficznego inhibitora kaspazy, Z-DEVD-FMK.
Zaobserwowano, ze p53 moze dziala¢c nie tylko poprzez aktywacje
transkrypcji genéw, ale moze réwniez bezposrednio wigza¢ sie z
mitochondrialnym bialkiem Bax. Interakcja ta prowadzi do translokacji
czynnika indukujacego apoptoze (AIF) do cytoplazmy i wywoluje
obumieranie na drodze niezaleznej od kaspaz (Scharstuhl i wsp., 2009;
Caballero i wsp., 2009). Istnieje mozliwos¢, ze peptyd NAC aktywuje Sciezke
zalezna od AIF, ale by to potwierdzi¢ nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe

badania.

Interakcja pomiedzy kinaza cyklino-zalezng 5 (CdkS) a bialkiem p53
jest jednym z procesow, ktore zachodza w patologii choréb
neurodegeneracyjnych (Schmid i wsp., 2006). Zademonstrowano, ze w
procesie apoptozy komérek PC12 dochodzi do rownoczesnego zwiekszenia
poziomu pS3 i CdkS5 (Zhang i wsp., 2002). Nasze badania sa zgodne z tymi
wynikami i pokazuja, ze w wyniku dzialania NAC w komoérkach PC12
jednoczesnie ze wzrostem poziomu pS3 dochodzi do zwigkszenia ekspres;ji i
aktywnosci CdkS. Wiele danych wskazuje, ze w warunkach patologicznych,
takich jak stres oksydacyjny, niedokrwienie, czy dzialanie AP, dochodzi do
zaburzenia regulacji aktywnosci tego enzymu i neurotoksycznosci. W
mozgach pacjentow z AD wykryto ponad dwukrotne zwiekszenie aktywnosci
CdkS w poréwnaniu z mozgami zdrowych ludzi z tej samej grupy wiekowe;j
(Lee i wsp.,1999). Zaburzenia aktywnosci CdkS obserwowane sa rowniez w
chorobie Parkinsona, stwardnieniu zanikowym bocznym, czy w chorobie
Niemann-Picka typu C (Nguyen i wsp., 2001; Bu i wsp., 2002; Borghi i
wsp., 2002; Smith wsp., 2003). ZaobserwowaliSmy, ze zwiekszonej ekspresji
Cdk5 w komorkach PC12 towarzyszylo podwyzszenie iloSci mRNA dla
obydwu ko-faktorow tego enzymu, biatek p35 i p39. W warunkach stresu
oksydacyjnego dochodzi do ciecia p35 z powstaniem biatka p25, ktore
tworzy stabilny kompleks z Cdk5, przez co wydluza okres pottrwania tego
enzymu oraz powoduje jego hiperaktywacje (Kusakawa i wsp., 2000; Patrick

i wsp., 1999). Poprzednie dane wskazuja, ze AP jest silnym aktywatorem
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kompleksu CdkS5/p25. W neuronach hodowli pierwotnej Af stymulowat
ciecie peptydu p35 (Lee i wsp., 2000), ponadto u myszy z mutacja APP,
charakteryzujacych sie zwiekszonym = wytwarzaniem AP 1-42,
zaobserwowano wewnatrzkomorkowe nagromadzenie czynnika p25 (Otth i
wsp., 2002). Zahamowanie aktywnosci CdkS znaczaco ostabialo uwalnianie
i toksycznosc¢ AP (Lee i wsp., 2000; Lee i wsp., 2003). Jak pokazali Zhang i
wsp. (2002), w wyniku nadekspresji CdkS dochodzi do zwiekszenia poziomu
i aktywnosci biatka p53. Udowodniono, ze aktywny kompleks CdkS/p25 ma
zdolnos¢ wiazania sie z pS3 indukujac fosforylacje i acetylacje tego biatka,
jak rowniez znosi dziatanie Hdm2 (ang. human double minute-2), czynnika
odpowiedzialnego za degradacje p53. W efekcie dochodzi do akumulacji pS3
w jadrze i jego aktywacji jako czynnika transkrypcyjnego (Lee i wsp., 2007).
Zgodnie z przedstawionymi danymi, nasze wyniki z uzyciem specyficznego
inhibitora kompleksu Cdk5/p25 (BML-259) wskazuja, ze w warunkach
stresu oksydacyjnego wywolanego dzialaniem peptydu NAC, zaktywowana
Cdk5S moze wspomagac proces apoptozy poprzez fosforylacje i aktywacje
pS3.

W ostatnich latach przedmiotem intensywnych badan naukowych
stalo sie wyjasnienie znaczenia interakcji ASN z AB w chorobach
neurodegeneracyjnych. Dlatego dalsze eksperymenty mialy na celu
zbadanie udzialu zewnatrzkomorkowej a-synukleiny w uwalnianiu i
toksycznosci peptydow APB. Badania prowadzono na komoérkach PC12
transfekowanych ludzkim genem dla APP, dzikim lub z podw6jna mutacja
szwedzka. Komorki te charakteryzuje zwiekszone wytwarzanie i uwalnianie
peptydow A w porownaniu do komérek kontrolnych (Chalimoniuk i wsp.,
2007). Wyniki uzyskane w tej pracy wykazuja, ze poziom AP uwalnianego
przez komorki APPsw jest 5-krotnie wiekszy w poréownaniu z komorkami
PC12 kontrolnymi. W niniejszej pracy po raz pierwszy stwierdzono, ze
zewnatrzkomorkowa ASN zwieksza uwalnianie i toksycznosc¢ peptydow AP,
co prowadzi do zaburzenia funkcji mitochondriow, i w konsekwencji, do
obumierania komorek. Nasze wyniki koresponduja 2z badaniami
pokazujacymi, ze a-synukleina wchodzi w interakcje z peptydami A
(Mandal i wsp., 2006) oraz poteguje ich agregacje w warunkach in vitro
(Yoshimoto i wsp., 1995). Uzyskane przez nas dane poszerzaja istniejaca

wiedze dotyczaca mechanizmu zewnatrzkomorkowego dzialania ASN.
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Znaczenie ASN w patologii choroby Alzheimera i w toksycznosci
peptydow AP jest niezwykle interesujacym i nie do konca wyjasnionym
zagadnieniem. Publikowane w ostatnich latach doniesienia wielu grup
badawczych pokazuja, ze u ponad 60% przypadkéw chorych z idiopatyczng
choroba Alzheimera wykrywa sie ciala Lewy’ego w réznych czesciach mézgu
(Mikolaenko i wsp., 2005; Jellinger, 2004), ponadto u pacjentow tych
zaobserwowano szybszy rozwoj objawow pozapiramidowych (Lopez i wsp.,
2000). W dodatku, ostatnie badania wskazujga na obecnos¢ ASN w
zdegenerowanych aksonach otaczajacych blaszki starcze w korze mozgowej
u oséb z AD przy jednoczesnym braku typowych cial Lewy’ego. Liczba
danych wskazujacych, ze AP moze by¢ zaangazowany Ww procesy
oligomeryzacji, akumulacji oraz toksycznosci ASN rosnie (Masliah i wsp.,
2001; Hunya i wsp., 2008). Badania przeprowadzone postmortem sugeruja,
ze istnienie patologii AD poteguje objawy chorob zwigzanych z obecnosciag
cial Lewy’ego (Wakisaka i wsp., 2003). Ponadto wykazano, ze zwigekszona
liczba cial Lewy’ego i zdegenerowanych neurytow w korze mozgowej Scisle
koreluje z obecnosciq ztogow AP (Pletnikova i wsp., 2005). Analiza
biochemiczna mozgow pacjentow z AD oraz DLB réwniez wskazuje na
zwigzek pomiedzy AP a akumulacja ASN (Deramecourt i wsp., 2006). Co
wiecej, u myszy transgenicznych z ekspresja zarowno zmutowanego APP jak
i preseniliny-1 zaobserwowano zwigckszona akumulacje ufosforylowanej ASN
(Kurata i wsp., 2007). Uzyskane przez nas wyniki uzupelniajg powyzsze
dane pokazujac, ze nie tylko AB moze nasila¢ patologie synukleinopatii, ale
rowniez zewnatrzkomorkowa ASN uwalniana w procesie neurodegeneracji
moze przyczyniac sie do zwiekszonej sekrecji Ap i wchodzi¢ w interakcje z
tymi peptydami prowadzac do zwiekszonego obumierania komorek. Niestety
przedstawione dane nie pozwalaja na dokladne wyjasnienie mechanizmu,
przez ktory ASN prowadzi do zwigekszenia uwalniania i toksycznosci Ap.
Oligomeryzacja i nadmierna akumulacja ASN moze wplywac¢ na metabolizm
APP lub AP, co moze skutkowa¢ nadmiernym wydzielaniem i akumulacja
amyloidu. Zewnatrzkomoérkowa ASN moze wywierac cytotoksyczny efekt nie
tylko poprzez zwickszenie sekrecji AP, ale rowniez sama moze wywolywac
obumieranie komorek na drodze niezaleznej od amyloidu. Nasze badania
pokazuja, ze przezywalnos¢ komoérek PC12 kontrolnych poddanych

dzialaniu ASN jest nizsza niz przezywalno$¢ nietraktowanych komorek
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APPwt i APPsw. Poniewaz ASN zwicksza uwalnianie AP rowniez w
komoérkach kontrolnych, nalezy uwazaé¢, ze Smier¢ tych komorek jest
wywolana dzialaniem zaréwno AB uwalnianego przez ASN, jak i samej ASN.
Skoro AP jest uwalniany z komorek rowniez w warunkach fizjologicznych,
zewnatrzkomoérkowa ASN moze takze wchodzi¢ w interakcje z peptydem juz
uwolnionym. W tym kontekscie ASN moze rowniez prowadzi¢ do zaburzenia
usuwania nadmiernie nagromadzonego AB Z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Sugerujemy, ze zaobserwowana wyzsza toksycznosc
AB w obecnosci ASN jest wynikiem nadprodukcji amyloidu, jak réwniez
nakladajacego sie efektu tych dwoch peptydow, i moze prowadzi¢ do
nieodwracalnego uszkodzenia funkcji mitochondriow, obserwowanego w
uszkodzeniu zakonczen nerwowych, utraty synaps oraz zaburzen

poznawczych (Iwai, 2000; Obi i wsp., 2007).

Wczesniejsze badania wskazuja, ze oligomeryzacja zarowno ASN jak i
AB prowadzi do powstawania wolnych rodnikow (Tabner i wsp., 2002; Paik i
wsp., 1999; Huang i wsp., 1999a,b; Adamczyk i wsp., 2006). Ponadto
wewnatrzkomorkowa akumulacja AP prowadzi do nadprodukcji NO, zmian
czynnosciowych mitochondriow (Keil i wsp., 2004; Chalimoniuk i wsp.,
2007) oraz zwiekszonej apoptozy (Luth i Arendt, 1997; Luth i wsp., 2001,
Lahiri i wsp., 2003). Rowniez w tej pracy zademonstrowano, ze nadmierna
produkcja peptydow Af w komoérkach APPwt i APPsw skutkowala
zwickszeniem ilosci komérek wchodzacych na droge programowane;j
Smierci. Poprzednie dane uzyskane w naszym laboratorium, jak réwniez
wyniki badan przedstawione w tej pracy wskazuja, ze zewnatrzkomorkowa
ASN zwigksza aktywnos¢ NOS w skrawkach kory i hipokampa, w
komérkach HT22 oraz w komorkach PC12 i wskazuja one w kazdym
przypadku na istotna role nNOS oraz NO w zaburzeniu funkcji
mitochondriow i $mierci komoérek wywotanych przez ASN. Inhibicja NOS w
komorkach transfekowanych APP, w przeciwienstwie do komorek
kontrolnych, nie zapobiegala toksycznemu dziataniu ASN. To podkresla
znaczenie interakcji ASN-Af prowadzacej do nieodwracalnych zmian

komorek w warunkach rownoczesnego dzialania ASN i AB.

Wreszcie, w niniejszej pracy pokazano, ze ASN zwieksza dysfunkcje
mitochondriow oraz aktywnos¢ kaspazy-3 wywolang dzialaniem AP zaréwno

w komoérkach APPwt, jak i APPsw. Nasze dane wskazujg, ze traktowanie
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komorek cyklosporyna A moze czesciowo zapobiec toksycznosci ASN i AP,
ale tylko w przypadku, kiedy kazdy z tych czynnikéw dziala osobno. W
przypadku wspoldzialania tych peptydow cyklosporyna A pozostaje bez
widocznego ochronnego wplywu. Dowodzi to, ze zaburzenie funkcji
mitochondriow wywolane przez ASN i AP prowadzi do nieodwracalnego
otwarcia mega kanaléow mitochondrialnych (MPT). Sposrod wielu czynnikow
prowadzacych do otwarcia MPT na uwage zasluguje nadtlenoazotyn.
Okazuje sie, ze nadtlenoazotyn powoduje obrzek mitochondriow (Gadelha i
wsp., 1997) oraz zwieksza zuzycie tlenu przy jednoczesnym braku ADP, a
cyklosporyna A nie jest w stanie zapobiec temu dziataniu (Brookes i wsp.,
1998). To moze potwierdzac¢ hipoteze, ze zwiekszony w komérkach APPwt i
APPsw stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do szybkiego tworzenia
nadtlenozotynu wskutek dzialania ASN. Dodatkowo zaobserwowaliSmy, ze
zastosowanie specyficznego inhibitora kaspazy 3 zapobiega obumieraniu
komorek wywotanemu przez A w komorkach APPsw, jak rowniez hamuje
toksyczne dziatanie ASN w kontrolnych komoérkach PC12. Natomiast w
przypadku zaréwno komoérek APPwt jak i APPsw traktowanych ASN,
specyficzna inhibicja kaspazy-3 nie przyniosta spodziewanych pozytywnych
rezultatow. Na podstawie uzyskanych wynikow sugeruje sie, Ze zaburzenia
w funkcjonowaniu mitochondriéow wywotane przez dzialajace razem oba

toksyczne peptydy byly zbyt duze, aby im przeciwdzialac.

Wyniki uzyskane na linii komoérek PC12 transfekowanych APP
wskazuja, ze zewnatrzkomoérkowa ASN zwieksza uwalnianie i toksycznosc¢
peptydow AP prowadzac, za poSrednictwem NO, do nieodwracalnego
zaburzenia funkcji mitochondriow i programowanej s$Smierci komorek
zaleznej od kaspaz. To dodatkowo pokazuje, jak istotne moze by¢ znaczenie
interakcji ASN i Ap w patologii AD. Zmiany konformacyjne obu bialek i ich
toksycznos¢ moze leze¢ u podstaw nieodwracalnych zmian, czemu trzeba
koniecznie przeciwdziala¢é na mozliwie najwczesSniejszym etapie rozwoju
choroby. Poznanie mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw
dzialania biatek ,toksycznych” i interakcji miedzy nimi ma fundamentalne
znaczenie nie tylko poznawcze, ale winno sie przyczyni¢ do opracowania i

udoskonalenia strategii terapeutyczne;j.

Podsumowujac, nasze badania pokazaly, ze zewnatrzkomorkowa ASN

wywiera toksyczne dzialanie w réznych typach komorek, na drodze wielu
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mechanizméw. Dzialanie tego bialka zalezy od jego struktury i stopnia
agregacji. Na postawie uzyskanych danych wydaje sie, ze NO jest

mediatorem patogennego dzialania zewnatrzkomoérkowej ASN.
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Podsumowanie i wnioski

1. Stwierdzono, ze tylko oligomeryczno-monomeryczna, a nie
zagregowana forma ASN podawana egzogennie wywiera dziatanie

toksyczne.

2. W molekularnych mechanizmach toksycznosci monomeryczno-
oligomerycznej ASN istotng role odgrywa NO. Egzogenna ASN prowadzi
do zwiekszenia syntezy NO na drodze roznych mechanizmow.
Kréotkotrwate (30-min) dzialanie ASN stymuluje zalezna od receptora
NMDA aktywnos¢ nNOS prawdopodobnie w wyniku bezposredniej
interakcji ASN poprzez domene NAC z bialkiem receptora. Dlugotrwale
(8-24 godzin) dziatanie ASN prowadzi natomiast do aktywacji nNOS i

do zwiekszenia ekspresji genu dla tego enzymu.

3. Aktywacja NOS i uwalnianie NO stanowi potencjalny mechanizm,
przez ktory zewnatrzkomorkowa ASN prowadzi do zaburzenia dziatania
PARP-1. Krotkotrwale dzialanie ASN skutkuje obnizeniem aktywnosci
PARP-1, za ktore moze czeSciowo odpowiada¢ NO. Mozliwe jest jednak
istnienie innych mechanizméw odpowiedzialnych za hamowanie
PARP-1 (np. bezposrednia interakcja ASN i PARP-1). Dlugotrwale
dzialanie ASN prowadzi do zwiekszenia zaleznej od NO aktywacji
kaspazy-3, co w konsekwencji prowadzi do ciecia PARP-1 i obnizenia

poziomu tego biatka i tym samym jego aktywnosci.

4. ASN powoduje zalezne od NO zaburzenie funkcji mitochondriow, co
skutkuje Smiercig komorek na drodze zaleznej od aktywacji kaspazy-3.
Cyklosporyna A, inhibitory syntazy NO i kaspazy-3 w istotny sposéb
zapobiegaja toksycznosci ASN.

S. Fragment NAC uwolniony z czasteczki ASN wywiera toksyczny efekt
poprzez aktywacje innych mechanizmow niz jego biatko prekursorowe.
W warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dzialaniem tego
peptydu dochodzi do nadekspresji czynnika transkrypcyjnego p33.
Ponadto peptyd NAC zwiecksza ekspresje i aktywnos¢ CdkS poprzez
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wzrost ekspresji biatek aktywujacych: p35 i p39, co przyczynia sie do
aktywacji proapoptotycznego szlaku zaleznego od p53.

Zewnatrzkomorkowa a-synukleina zwieksza uwalnianie i poteguje
toksycznos¢ peptydéw AP prowadzac, za posrednictwem NO, do
nieodwracalnego zaburzenia funkcji mitochondriéow i programowane;j
Smierci komoérek zaleznej od kaspaz. Uzyskane wyniki pokazuja, jak

istotne moze by¢ znaczenie interakcji ASN i A w patologii AD.

Wnioski wynikajace z niniejszej pracy mozna przedstawi¢ w postaci

ponizszego schematu:
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Rycina 57 Mechanizmy toksycznego dzialania ASN wg danych uzyskanych w niniejszej pracy.
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Stymulacja zaleznej od receptora NMDA aktywnos$ci nNOS oraz zwigkszenie ekspresji tego
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Streszczenie

a-Synukleina (ASN) jest niskoczasteczkowym (140-aminokwasowym)
cytozolowym biatkiem wystepujacym w osrodkowym ukladzie nerwowym,
glownie w zakonczeniach presynaptycznych neuronéw. Biatko to
wyizolowano po raz pierwszy w roku 1988 z narzadu elektrycznego morskiej
ryby z gatunku Torpedo californica i nazwano “synukleina” ze wzgledu na jej
obecnos¢ w synapsach i w jadrze komorkowym. Sugeruje sie, ze ASN w
formie monomerycznej, w stezeniu nanomolarnym pelni funkcje biatka
opiekunczego, uczestniczy w ksztaltowaniu plastycznosci synaptycznej,
regulacji transportu pecherzykowego oraz w przekaznictwie
dopaminergicznym. Ponadto wykazuje ona dziatlanie antyoksydacyjne i
antyapoptotyczne, glownie poprzez aktywacje szlaku PISK/Akt oraz
zwiekszenie ekspresji bialek antyapoptotycznych =z rodziny Bcl-2.
Stwierdzono, ze w warunkach patologicznych ASN wykazuje tendencje do
zmiany konformacji i samoistnego formowania rozpuszczalnych oligomerow,
ktore wykazuja dzialanie neurotoksyczne. Postepujaca agregacja moze byc¢
mechanizmem chroniacym komorke przed szkodliwym dzialaniem
oligomerow, a jednoczesnie prowadzi do powstania nierozpuszczalnych
ztogow, tzw. cial Lewy’ego, ktore uszkadzaja komoérki w sposéb
mechaniczny. Najprawdopodobniej za agregacje i toksycznos¢ ASN
odpowiada centralna 35-aminokwasowa domena w jej strukturze, tzw.
peptyd NAC (ang. non-amyloid f component of Alzheimer’s disease plaques),
oryginalnie odkryty jako jeden ze skladnikow zewnatrzkomoérkowych plytek
starczych w ludzkich moézgach alzheimerowskich. Wewnatrzkomorkowe
agregaty ASN wystepuja w wielu chorobach neurodegeneracyjnych, gtownie
w chorobie Parkinsona, ale réwniez w chorobie Alzheimera oraz w otepieniu
starczym z cialami Lewy’ego, jak rowniez w innych chorobach

neurodegeneracyjnych zwanych synukleinopatiami.

Dane ostatnich lat wskazuja, ze uwalnianie ASN do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej moze stanowic kluczowy mechanizm odpowiedzialny
za rozprzestrzenianie si¢ i rozwoéj patologicznych zmian w moézgu. Badania in
vitro wykazaly, ze w wyniku dzialania stresu oksydacyjnego lub uszkodzenia
neuronow dochodzi do wydzielania ASN na drodze egzocytozy, co moze

inicjowa¢ obumieranie sgsiednich komorek. Nieliczne dotychczasowe prace
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dotyczace dziatania zewnatrzkomoérkowej ASN wykazaly, ze hamuje ona
aktywnosc¢ transportera dopaminy oraz zaburza homeostaze wapnia poprzez
zwiekszenie jego naplywu do wnetrza komorki. Istnieje  wiec
prawdopodobienstwo, ze biatko to moze wplywac na liczne procesy zalezne
od aktywacji receptorow w blonie komoérkowej. Wykazano, ze jednym 2z
czynnikow odpowiedzialnych za patologiczne dzialanie zewnatrzkomorkowe;j
ASN, a zwlaszcza jej form oligomerycznych moze byc¢ aktywacja gleju i
wywolanie odpowiedzi zapalnej. Inny potencjalny mechanizm toksycznosci
zewnatrzkomorkowej ASN zaklada indukcje stresu oksydacyjnego i
nitrozacyjnego, ktére prowadza do modyfikacji lipidéw, biatek i DNA, co
moze przyczynia¢ sie do zaburzenia dzialania enzymow jadrowych i
mitochondrialnych. Zademonstrowano rowniez, ze zewnatrzkomorkowa ASN

aktywuje procesy apoptotyczne w neuronach.

Identyfikacja peptydu NAC w blaszkach starczych sugeruje, ze
uwolniona zewnatrzkomoéorkowo ASN moze rowniez wplywaé na
oligomeryzacje i toksycznos¢ amyloidu [ (AP). Obecnie wiadomo, ze u ok.
60% pacjentow oprocz zewnatrzkomorkowych blaszek starczych wystepuja
rowniez ciala Lewy’ego. Lepsze poznanie udzialu ASN w rozwoju choroby
Alzheimera oraz identyfikacja mechanizmoéw prowadzacych do uwalniania i
agregacji peptydow amyloidu B moga by¢ pomocne dla opracowania
efektywnej terapii, ktora pomoze opozni¢ lub zahamowac postep choroby.
Dotychczasowe badania przeprowadzone w warunkach in vitro wykazaty
jedynie, ze zwigzana z blonami ASN moze wchodzi¢ w interakcje z

uwolnionymi zewnatrzkomorkowo peptydami AP, co skutkuje ich agregacija.

Podjete w niniejszej pracy zagadnienia badawcze mialy na celu
poznanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za toksyczne
dzialanie zewnatrzkomoérkowej ASN, ze szczegdélnym uwzglednieniem jej
oddzialywania na procesy wolnorodnikowe i proapoptotyczne, funkcje
mitochondriow oraz na uwalnianie i toksycznosc¢ peptydow AB. Cel badan
dotyczyl rowniez okreslenia wplywu zewnatrzkomorkowej ASN na
aktywnos¢ i poziom biatka syntazy tlenku azotu (NOS) oraz polimerazy
poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1). Ponadto postanowiono zbada¢ dziatanie
wyselekcjonowanych inhibitorow oraz antyoksydantéw w zapobieganiu

toksycznosci ASN.

Badania prowadzono na trzech modelach doswiadczalnych in vitro:
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1. Skrawkach i frakcji synaptozomalno-mitochondrialne;j
oraz homogenacie uzyskiwanych z kory moézgu, hipokampa oraz
prazkowia doroslych szczuréw szczepu Wistar;

2. UnieSmiertelnionych mysich komorkach hipokampa
(HT22);

3. Koméoérkach szczurzego guza chromochlonnego
(pheochromocytoma, PC12) stabilnie transfekowanych ludzkim
genem biatka prekursorowego amyloidu [ (APP) dzikiego typu
(APPwt) lub z mutacja typu szwedzkiego (APPsw, K670M/N671L)

albo transfekowanych pustym wektorem.

Stopien agregacji (fibrylizacjij ASN oceniano na podstawie
elektroforezy na zelu poliakrylamidowym oraz spektrofluorymetrycznie z
uzyciem tioflawiny-T. W badaniach aktywnosci NOS i PARP-1 stosowano
metody radiochemiczne. Do badania poziomu wolnych rodnikow, funkcji
mitochondriow oraz aktywnosci kaspazy-3 uzywano metod
spektrofluorymetrycznych i spektrofotometrycznych. Ekspresje genu na
poziomie bialka oznaczano metodami immunochemicznymi, natomiast na
poziomie mRNA przy uzyciu metod RT-PCR oraz PCR w czasie rzeczywistym.
Analize morfologicznych cech apoptozy przeprowadzono w mikroskopie

fluorescencyjnym Olympus.

W badaniach prowadzonych na skrawkach mézgu szczura po raz
pierwszy zademonstrowano, ze w wyniku krotkotrwatego dziatania ASN
dochodzi do stymulacji zaleznej od receptora NMDA aktywnosci neuronalnej
izoformy NOS. Z kolei B-synukleina, izoforma pozbawiona centralnego
fragmentu NAC, pozostaje bez wplywu na aktywnos¢ NOS. Wyniki te
sugeruja, ze aktywacja NOS jest prawdopodobnie skutkiem bezposredniej
interakcji ASN poprzez domene NAC z biatkiem receptora. Aktywacja NOS i
uwalnianie tlenku azotu stanowi potencjalny mechanizm, przez ktory
zewnatrzkomorkowa ASN prowadzi do zaburzenia dzialania PARP-1.
Krétkotrwata ekspozycja na ASN skutkuje obnizeniem aktywnosci PARP-1,
za ktore moze by¢ odpowiedzialne dzialanie NO, trudno jednak wykluczyc

bezposrednia interakcje ASN i PARP-1.

Stwierdzono, ze dlugotrwala ekspozycja komorek HT22 na
zewnatrzkomorkowa ASN skutkuje aktywacja nNOS w wyniku zwiekszenia

ekspresji genu dla tego enzymu. W modelu tym zademonstrowano po raz
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pierwszy, ze ASN prowadzi do zwiekszenia zaleznej od NO aktywnosci
kaspazy-3, co w konsekwencji prowadzi do cigcia PARP-1 i obnizenia

poziomu tego bialka i tym samym jego aktywnosci.

Zaobserwowano, ze zewnatrzkomorkowa ASN W formie
monomeryczno-oligomerycznej w sposob zalezny od stezenia wywoluje stres
wolnorodnikowy i zalezne od tlenku azotu zaburzenie funkcji
mitochondriow, co skutkuje smiercigq komorek PC12 na drodze zaleznej od
kaspazy-3. Zagregowana ASN nie wplywa na przezywalnos¢ komorek w
zadnym badanym stezeniu. Ponadto zademonstrowano, ze inhibitor MPT,
cyklosporyna A oraz inhibitory syntazy NO i kaspazy-3 w istotny sposob
zapobiegaja toksycznosci ASN.

Wykazano ponadto, ze fragment NAC uwolniony z czasteczki ASN
wywiera toksyczny efekt poprzez aktywacje innych mechanizméw niz jego
bialko prekursorowe. W warunkach stresu oksydacyjnego wywoltanego
dzialtaniem NAC dochodzi do nadekspresji czynnika transkrypcyjnego pS3.
Ponadto peptyd NAC zwieksza ekspresje i aktywnos¢ CdkS, co przyczynia
sie do aktywacji proapoptotycznego szlaku zaleznego od p53.

W prezentowanej pracy po raz pierwszy udowodniono, ze
zewnatrzkomorkowa ASN zwieksza uwalnianie i poteguje toksycznosc
peptydow AP prowadzac, za poSrednictwem NO, do nieodwracalnego
zaburzenia funkcji mitochondriow i programowanej Smierci komorek

zaleznej od kaspaz.

Podsumowujac, opisane w rozprawie badania pokazaly, ze
zewnatrzkomorkowa ASN wywiera toksyczne dzialanie na drodze wielu
roznorodnych mechanizméow, a wlasciwosci tego bialka zaleza od jego
struktury i stopnia agregacji. Uzyskane danych wskazuja, ze NO jest

glownym mediatorem patologicznego dziatania zewnatrzkomoérkowej ASN.
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