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Objaśnienia  skrótów  stosowanych w 

pracy 
−•

2O  anionorodnik ponadtlenkowy 

7-NI 7-nitroindazol 

Ac-DEVD-AMC acetylo-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylokumaryna 

AD choroba Alzheimera 

AIF czynnik indukujący apoptozę 

ALS stwardnienie zanikowe boczne  

ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis 

AMC amido-4-metylokumaryna 

APP białko prekursorowe amyloidu beta 

(ang. β-amyloid precursor protein) 

APPsw   komórki transfekowane genem dla APP z mutacją typu 

szwedzkiego 

APPwt  komórki transfekowane genem dla APP dzikiego typu 

APV kwas DL-2-Amino-5-fosfonowalerianowy 

ASN α-synukleina 

ATP adenozynotrifosforan 

Aβ  amyloid beta 

BER naprawa poprzez wycinanie zasad  

ang. Base Excision Repair 

BFGF czynnik wzrostu fibroblastów 

BML-259 N-(5-izopropylotiazol-2-yl)fenyloacetamid 

BSA albumina bydlęca surowicza 

BSN β- synukleina 
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CaMK II kinaza zależna od wapnia i kalmoduliny II 

CDK  kinaza cyklinozależna  

(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-α ang. Cysteine-String Protein-α  

DA dopamina 

DAA dekarboksylaza aromatycznych aminokwasów 

DAT transporter dopaminy 

DCF  2’,7’-dwuchlorofluoresceina 

DCFH  2’,7’-dwuchlorofluorescyna 

DMEM  pożywka Dulbecco zmodyfikowana przez Eagle’a  

(ang. Dulbecco’s modified Eagle medium) 

DMSO  dimetylosulfotlenek  

DTT  ditiotreitol 

EDTA sól disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego 

EGTA  kwas etylenoglikol-O-O‘-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N‘ tetraoctowy 

eNOS śródbłonkowa izoforma syntazy tlenku azotu 

ER siateczka śródplazmatyczna 

FABP białko wiążące kwasy tłuszczowe  

ang. fatty acid binding protein 

FCS płodowa surowica cielęca 

g przyspieszenie ziemskie (grawitacja) 

GCIs cytoplazmatyczne wtręty gleju 
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GSK-3  kinaza 3 syntazy glikogenu 

GTP guanozynotrójfosforan 

H2DCF  2’,7’-dwuchlorodwuhydrofluoresceina 

H2DCF-DA dwuoctan 2’,7-dichlorodwuhydrofluoresceiny 

H2O2 nadtlenek wodoru 

H4B tetrahydrobiopteryna 

Hdm2 czynnik odpowiedzialny za degradację p53 

ang. human double minute-2 

HEPES  kwas 2-[4-(2-hydroksetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy 

HS surowica końska 

HT hydroksylaza tyrozynowa 

HT22 unieśmiertelnione mysie komórki hipokampa 

ICAM-1 białko adhezji komórkowej 

ang. intercellular adhesion molecule-1  

iNOS indukowana izoforma syntazy tlenku azotu 

KA kwas arachidonowy 

KRBS bufor Krebs-Henseleit 

LB ciała Lewy’ego 

LBD otępienie z ciałami Lewy’ego 

LBV wariant choroby Alzheimera z ciałami Lewy’ego 

LNs neuryty Lewy’ego 

LPS  lipopolisacharyd 

LTP długotrwałe pobudzenie synaptyczne  

MAPK kinaza MAP 

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

dibenzo[a,d]cyklohepten-5,10-iminy 

MPTP 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna 
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MPT megakanał mitochondrialny 

ang. mitochondrial permeability transition 

MSA zanik wieloukładowy  

ang. multiple system atrophy  

MTT  bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy 

NAAN (4S)-N-(4-amino-5[aminoetylo]aminopentylo)-N’-nitroguanidyna 

NAC niebędący białkiem β-amyloidowym składnik płytek starczych  

ang. Non-amyloid β component of Alzheimer disease plaques,  

NAD dinukleotyd nikotynamidoadeninowy 

NFT  zwyrodnienia włókienkowe  

(ang. neurofibrillary tangles) 

NFκB  czynnik jądrowy kappa B  

ang nuclear factor kappa B  

NGF czynnik wzrostu neuronów  

ang. neuronal growth factor,  

NMDA  N-metylo-D-asparaginian 

NNLA NGnitro-L-arginina 

nNOS neuronalna izoforma syntazy tlenku azotu 

NO tlenek azotu 

NOS syntaza tlenku azotu 

ONOO - nadtlenoazotyn 

OUN ośrodkowy układ nerwowy 

PAR polimery poli(ADP-rybozy) 

PARP polimeraza poli(ADP-rybozy) 

PBS  bufor fosforanowy – buforowany roztwór soli fizjologicznej 

PARK parkina 

PC12  komórki chromochłonne guza nadnerczy  
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(ang. Pheochromocytoma) 

PCR Reakcja łańcuchowa polimerazy  

ang. polymerase chain reaction, 

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

dimetylamino)acetamidu 

PKC kinaza białkowa C 

PKCδ kinaza białkowa Cδ 

PLD2 fosfolipaza D2  

PMR płyn mózgowo-rdzeniowy 

PVDF  polifluorek winylidenu 

ROS reaktywne formy tlenu 

ang. Reactive Oxygen Species 

SDS dodecylosiarczan sodowy 

SEM  błąd standardowy średniej 

Ser seryna 

SNARE ang. SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) REceptors 

SNCA nazwa genu kodującego α-synukleinę 

SNP  nitroprusydek sodu 

SNPs polimorfizmy pojedynczych nukleotydów 

ang. single nucleotide polymorphisms 

STS staurosporyna 

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

pH doprowadzone kwasem solnym do 7,6 

TCA kwas trójchlorooctowy 

Th-T tioflawina-T 

Tris  tris(hydroksymetylo)aminometan 

Tyr tyrozyna 
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UCH-L1 ligaza ubikwityny 1 

VMAT2 pęcherzykowy transporter dopaminy 

Z-DEVD-FMK keton Z-Asp(O-Me)-Glu(O-Me)-Val-Asp(O-Me)fluorometylowy 
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Choroby neurodegeneracyjne są grupą zaburzeń, o charakterze 

progresywnym, w których dochodzi do zmian w strukturze i funkcjonowaniu 

neuronów, co w większości przypadków prowadzi do ich śmierci (szczególnie 

w późnych stadiach choroby). Etiologia przeważającej części chorób 

neurodegeneracyjnych nie jest znana. Wskazuje się, że kluczowym 

czynnikiem odpowiedzialnym za neurodegenerację jest pojawianie się 

agregatów białkowych zarówno wewnątrz neuronów, jak i w przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej. Powstawanie tego rodzaju zróżnicowanych 

molekularnie wtrętów o podobnych fizyko-chemicznych właściwościach 

spowodowane jest zmianami konformacji i oligomeryzacją wielu białek. 

Spośród nich na szczególną uwagę zasługuje α-synukleina (ASN), białko 

prekursorowe peptydu NAC będącego drugim, po amyloidzie β, składnikiem 

blaszek starczych w chorobie Alzheimera. Wykazano, że ASN jest jednym z 

głównych elementów cytoplazmatycznych wtrętów w mózgu zwanych 

ciałami Lewy’ego, będących markerami choroby Parkinsona (ChP) 

(Trojanowski i Lee, 1998). Wiele badań wskazuje, że zaburzenia prawidłowej 

struktury białka ASN mają istotne znaczenie nie tylko w patogenezie ChP, 

ale również w chorobie Alzheimera z ciałami Lewy’ego, atrofii 

wielosystemowej, chorobie otępiennej z ciałami Lewy’ego (LBD) (Spillantini i 

Goedert, 2000) oraz innych chorobach neurodegeneracyjnych zbiorczo 

nazwanych synukleinopatiami. Odkrycie zależności pomiędzy 

występowaniem dziedzicznej postaci ChP a mutacjami A30P, A53T oraz 

E46K w genie kodującym ASN (Polymeropoulos i wsp., 1997; Kruger i wsp., 

1998; Zarranz i wsp., 2004) zainicjowało liczne badania nad znaczeniem 

tego białka w patogenezie ChP i innych chorób neurodegeneracyjnych. Do 

chwili obecnej nie udało się ustalić dokładnie roli α-synukleiny w patologii 

ChP i innych zaburzeń, jak również w pełni określić jej znaczenia w 

procesach fizjologicznych.  

α-synukleina została odkryta w 1988 roku. Białko to znaleziono w 

pęcherzykach cholinergicznych wyizolowanych z narządu elektrycznego 

gatunku Torpedo Californica (Maroteaux i wsp., 1988). Swoją nazwę 

zawdzięcza ono swojej lokalizacji, pierwotnie stwierdzonej w synapsach i 

jądrze neuronów. Obecnie wiadomo, że α-synukleina należy do większej 
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rodziny białek występujących wyłącznie u strunowców (Clayton i George, 

1998; Lavedan, 1998). Do rodziny synuklein zalicza się α-, β- i γ-synukleinę 

oraz synoretinę. Są one białkami rozpuszczalnymi, o masie cząsteczkowej 

ok. 14 kDa. Wszystkie synukleiny są bogato reprezentowane w układzie 

nerwowym, szczególnie zaś z zakończeniach presynaptycznych neuronów 

(Maroteaux i wsp., 1988; Clayton i George, 1998). Ekspresja synuklein u 

kręgowców rozpoczyna się w późnym stadium rozwoju embrionalnego, 

osiągając maksimum około 15 dnia po urodzeniu. α- i β-synukleina 

występują głównie w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN), podczas gdy 

γ-synukleina jest obecna przede wszystkim w synapsach neuronów 

obwodowych (Abeliovich i wsp., 2000; Ninkina i wsp., 2003). α−synukleina 

ulega wysokiej ekspresji w ośrodkowym układzie nerwowym, głównie w 

zakończeniach presynaptycznych neuronów kory mózgowej i hipokampa, 

zawoju zębatego, opuszki węchowej, wzgórza i móżdżku oraz w 

zakończeniach neuronów dopaminergicznych w prążkowiu (George, 2002; 

Totterdell i Meredith, 2005). Występowanie α−synukleiny stwierdzono 

również w płytkach krwi, komórkach hematopoetycznych oraz w mięśniu 

sercowym (Shin i wsp., 2000).  

Budowa α­synukleiny 

Ludzki gen kodujący α−synukleinę (SNCA) składa się z 117 pz, 

znajduje się na chromosomie 4q21 (PARK-1) i posiada 6 egzonów 

kodujących 140 aminokwasowe białko. (Polymeropoulos i wsp., 1996). 

α−Synukleina występuje w postaci monomeru, o bardzo charakterystycznej 

strukturze pierwszorzędowej, którą można podzielić na trzy domeny  

(Rycina 1): amfipatyczny, wysoce konserwowany region N-końcowy 

(aminokwasy 1-60) składający się z 7-krotnych powtórzeń sekwencji 

KTKEGV o strukturze α−helisy, centralny region hydrofobowy (aminokwasy 

61-95), który stanowi sekwencja NAC (ang. Non-amyloid β component of 

Alzheimer disease plaques, czyli niebędący białkiem β-amyloidowym 

składnik płytek starczych) oraz region C-końcowy o strukturze 

nieuporządkowanej (aminokwasy 96-140) (Recchia i wsp., 2004).  
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Rycina 1 Struktura cząsteczki α-synukleiny (zmodyfikowano wg Recchia i wsp., 2004). 

Budowa α-synukleiny nadaje jej specyficzne biofizyczne właściwości. 

W roztworach wodnych białko to przyjmuje strukturę kłębka statystycznego 

(Weinreb i wsp., 1996; Eliezer i wsp., 2001). W wyniku wiązania z lipidami 

α-synukleina przyjmuje określoną strukturę drugorzędową, która składa się 

z 2 amfipatycznych, antyparalelnych α-helis z nieuporządkowanym 

regionem C-końcowym  (Chandra i wsp., 2003; Ulmer i wsp., 2005)  

(Rycina 2). Za zdolność ASN do wiązania się z lipidami odpowiada jej N-

końcowy fragment (Cookson, 2005). W tym regionie znajdują się miejsca 

lokalizacji trzech mutacji punktowych białka α-synukleiny 

zidentyfikowanych w dziedzicznych chorobach neurodegeneracyjnych. 

Mutacje A30P i A53T są odpowiedzialne za powstawanie genetycznie 

uwarunkowanej choroby Parkinsona (Kruger i wsp., 1998; Polymeropoulos i 

wsp., 1997), natomiast mutacja E46K zidentyfikowana została w 

dziedzicznym otępieniu z ciałami Lewy’ego (Zarranz i wsp., 2004). Mutacje 

E46K oraz A53T potęgują wiązanie z lipidami i fibrylizację, podczas gdy 

mutacja A30P zmniejsza zdolność wiązania lipidów i spowalnia proces 

tworzenia fibryli (Choi i wsp., 2004). 

Region C-końcowy obfituje w prolinę oraz aminokwasy kwaśne, które 

nadają mu ujemny ładunek, co warunkuje przyjmowanie przez białko 

struktury nieuporządkowanej na tym odcinku (Recchia i wsp., 2004). 

Posiada on kilka miejsc fosforylacji: Tyr 125, 133 i 136 oraz Ser 129. Około 

90% α-synukleiny wyizolowanej z mózgów chorych na synukleinopatie jest 

ufosforylowanych na Ser 129 (Fujiwara i wsp., 2002). Region C-końcowy ma 

właściwości hamujące agregację α-synukleiny (Murray i wsp., 2003).  
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Region NAC pierwotnie został wyizolowany z płytek starczych mózgów 

alzheimerowskich jako jeden z głównych obok amyloidu beta (Aβ) ich 

składników. Wyłącznie ASN posiada domenę NAC. Obecność tego 

hydrofobowego fragmentu sprzyja tworzeniu przez ASN struktury β-kartki, 

która inicjuje proces agregacji i powstawania rozpuszczalnych oligomerów 

(Ding i wsp., 2002). Oligomery te wykazują tendencję do dalszej agregacji i 

tworzenia nierozpuszczalnych złogów odkładanych w postaci ciał Lewy’ego 

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

Ważną cechą pierwszorzędowej struktury α−synukleiny jest obecność 

nieregularnie powtarzających się, siedmiu jedenasto-aminokwasowych 

motywów w obrębie pierwszych 95 aminokwasów. Taka struktura występuje 

także w innych białkach wiążących odwracalnie lipidy i umożliwia wiązanie 

α−synukleiny do fosfolipidów błonowych, co wydaje się mieć kluczowe 

znaczenie dla jej funkcji (Bussell i Eliezer, 2003; Payton i wsp., 2004). W 

strukturze α-synukleiny występują ponadto dwa regiony (2-19 oraz 123-

140) wykazujące znaczne podobieństwo do sekwencji charakterystycznych 

dla cytozolowych białek FABP (z ang. fatty acid binding protein) wiążących 

kwasy tłuszczowe, co sugeruje, że α-synukleina może należeć do rodziny 

tych białek (Sharon i wsp.,2001). 

Plastyczność strukturalna białka α-synukleiny umożliwia jej 

dostosowanie konformacji do warunków środowiskowych oraz umożliwia 

interakcję z wieloma mikro- i makromolekułami, dlatego też ASN uzyskała 

miano białkowego „kameleona” (Uversky, 2003). Istnieje wiele badań 

dotyczących różnych rodzajów konformacji przyjmowanej przez α-

synukleinę in vitro, niestety do tej pory nie wiadomo, jaką formę przyjmuje 

to białko w żywej komórce.  
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ASN 

Micella 

 

Rycina 2 Konformacja którą przyjmuje ASN w wyniku wiązania z micellami (Chandra i wsp., 

2003). 

 

Modyfikacje posttranslacyjne α­synukleiny 

Dotychczasowo opisano kilka modyfikacji posttranslacyjnych α-

synukleiny, takich jak proteoliza, fosforylacja, utlenienie, nitracja, czy 

ubikwitynacja.  α-Synukleina jest konstytutywnie ufosforylowana na 

resztach serynowych, głównie na Ser 129 (Okochi i wsp., 2000). Drugim 

najczęściej ufosforylowanym miejscem w cząsteczce α-synukleiny jest Ser 

87. Liczne dane wskazują, że proces fosforylacji ASN jest ściśle regulowany i 

zachodzi in vivo. Głównymi kinazami odpowiedzialnymi za ufosforylowanie 

α-synukleiny na Ser 129 oraz Ser 87 są kinazy kazeinowe CK-1 i CK-2 

(Bennett i wsp., 1993; Gross i wsp., 1995). Kolejnym enzymem biorącym 

udział w modyfikacji ASN jest kinaza receptorów sprzężonych z białkiem G 

(Pronin i wsp., 2000). Aktywacja kinaz białkowych A i C nie wpływa na 

proces ufosforylowania α-synukleiny (Okochi i wsp., 2000). Fosforylacja α-

synukleiny na Ser129 przyspiesza agregację tego białka, wobec tego 

postuluje się udział tej posttranslacyjnej modyfikacji w tworzeniu ciał 

Lewy’ego (Smith i wsp., 2005; Chen i Feany, 2005; Fujiwara i wsp., 2002; 

Nishie i wsp., 2004). 

α-Synukleina może być również fosforylowana przez specyficzne 

kinazy tyrozynowe z rodziny kinaz Src (Nakamura i wsp., 2002; Ellis i wsp., 

2001). Reszty tyrozynowe α−synukleiny w warunkach stresu oksydacyjnego 
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lub nitrozacyjnego mogą ulegać oksydacji do o,o’-dityrozyny lub 3-

nitrozylacji. Obydwie modyfikacje znacznie zwiększają zdolność 

α−synukleiny do agregacji. W tym aspekcie fosforylacja reszt tyrozynowych 

ASN chroni je przed działaniem stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego oraz 

zapobiega jej agregacji (Tetsuya i wsp., 2002). α-Synukleina podlega również 

procesom O-glikozylacji. W zdrowym mózgu ta forma białka występuje w 

bardzo niskich stężeniach. O-glikozylowana α-synukleina ulega 

ubikwitynacji, a następnie jest degradowana na drodze proteasomalnej 

(Shimura i wsp, 2001).  

Regulacja poziomu α­synukleiny w komórce 

Ekspresja genu i poziom białka α-synukleiny zmienia się zarówno z 

rozwojem ośrodkowego układu nerwowego, jak i w procesie starzenia mózgu 

(Alves da Costa 2003; Petersen i wsp., 1999; Adamczyk i wsp., 2005). Liczne 

czynniki wpływają na jej ekspresję. Promotor genu SNCA, który nie posiada 

sekwencji TATA (Liang i Carr, 2006), może być regulowany poprzez 

aktywację szlaku kinaz MAP wywołaną między innymi przez czynnik 

wzrostu neuronów (NGF), czy czynnik wzrostu fibroblastów (BFGF) (Clough i 

Stefanis, 2007). Ponadto zidentyfikowano liczne czynniki transkrypcyjne, 

które zwiększają ekspresję genu dla α-synukleiny, między innymi białko 

wiążące region wzmacniający CCAAT β (Gomez-Santos i wsp., 2005), czy 

Nurr-1 (Yang i Latchman, 2008). Do białek obniżających ekspresję α-

synukleiny należy polimeraza poli-ADP rybozy (PARP), która wywiera swoje 

hamujące działanie poprzez wiązanie się z sekwencją Rep1 (Chiba-Falek i 

wsp., 2005). 

Okres półtrwania α-synukleiny, który wynosi ok. 24 godzin, 

dodatkowo wydłuża się w neuronach wraz ze starzeniem się organizmu (Li i 

wsp., 2004). Wskazuje to, że obroty metaboliczne tego białka w warunkach 

fizjologicznych nie są dynamicznym procesem. Nie mniej jednak degradacja 

ASN jest procesem ściśle kontrolującym jej stężenie wewnątrz komórki. Do 

chwili obecnej mechanizmy usuwania α-synukleiny z cytoplazmy nie są do 

końca wyjaśnione. 

Większość danych sugeruje udział systemu ubikwityna – proteasom 

w metabolizmie α-synukleiny w komórce (McNaught i wsp., 2001)  

(Rycina 3). Selektywne inhibitory enzymów proteasomalnych, jak β-lakton 
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czy epoksomycyna hamują proces degradacji ASN w hodowlach tkankowych 

(Bennett i wsp., 1999; Webb i wsp., 2003). Co więcej, zablokowanie 

aktywności proteasomalnej wskutek mutacji punktowych, czy poprzez 

zastosowanie selektywnych inhibitorów prowadzi do akumulacji α-

synukleiny wewnątrz komórki i tworzenie wtrętów podobnych do ciał 

Lewy’ego (McNaught i wsp., 2002; Hyun i wsp., 2003; Li i wsp., 2004b). 

Chociaż wykazano, że α-synukleina może ulegać procesowi ubikwitynacji w 

warunkach in vitro (Liu i wsp., 2002), a w mózgach pacjentów z ciałami 

Lewy’ego można znaleźć poli-ubikwitynowane formy tego białka (Hasegawa i 

wsp., 2002), modyfikacja ta wydaje się być tylko jednym z procesów 

biorących udział w degradacji ASN przez proteasomy (Tofaris i wsp., 2001; 

Liu i wsp., 2003). Co ciekawe, α-synukleina ma zdolność do specyficznego 

wiązania się z podjednostkami kompleksu proteasomalnego, takimi jak S6’ 

(Snyder i wsp.,2003), czy białko wiążące Tat-1 (Ghee i wsp., 2000). Wiązanie 

to skutkuje silnym zahamowaniem aktywności proteasomalnej (Lindersson i 

wsp., 2004). W procesie degradacji α-synukleiny przez system 

proteasomalny istotną rolę odgrywa parkina (Rycina 3). Należy ona do 

rodziny białek E3, których głównym zadaniem jest przyłączanie reszt 

ubikwitynowych do białek degradowanych przez proteasomy (Shimura i 

wsp., 2000). W przeciwieństwie do grup E1 i E2, białka E3 charakteryzuje 

wysoka specyficzność substratowa (Ciechanover, 2005). Wykazano, że w 

warunkach fizjologicznych parkina wiąże się z α-synukleiną, ponadto 

kolokalizację tych dwóch białek wykryto również w ciałach Lewy’ego (Choi i 

wsp., 2

Rycina 3 

001). 

 

 

 

 

 

 

 

Proces degradacji α-synukleiny przez system proteasomalny z udziałem parkiny 

ARK) (zmodyfikowano wg McNaught i wsp., 2001). (P
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Istnieją dane wskazujące na istotną rolę autofagii w degradacji α-

ynukleiny. Aktywacja procesu makroautofagii w komórkach PC12 

wywołuje przeniesienie α-synukleiny z cytosolu do lizosomów i jej 

adację (Webb i wsp., 2003). Zahamowanie funkcji lizosomów prowadzi 

o nadmiernej akumulacji α-synukleiny wewnątrz komórki (Webb i wsp., 

003; Lee i wsp., 2004). W translokacji i degradacji α-synukleiny w 

zosomach stwierdzono udział białek opiekuńczych (Cuervo i wsp., 2004, 

Vogiatzi i wsp., 2008). Zmutowane formy α-synukleiny blokują receptory dla 

o 

zahamowania degradacji nie tylko zmutowanej i natywnej α-synukleiny, ale 

równie

wsp., 2005). Enzymy te wykazują zdolność do degradacji zarówno 

ł

 

udział

e również 

 procesy pro- i antyapoptotyczne (Seo i 

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

a

s

degr

d

2

li

tych białek na powierzchni lizosomów, co w konsekwencji prowadzi d

ż innych białek degradowanych przez lizosomy (Cuervo i wsp.,2004). 

Dodatkowo, pojedyncze badania wskazują, że α-synukleina może być 

cięta przez różnorodne proteazy takie jak: neurozyna, kalpaina, czy 

metaloproteinazy (Iwata i wsp., 2003; Mishizen-Eberz i wsp., 2003; Sung i 

monomerów α-synukleiny, jak i zagregowanych form tego bia ka. 

Fizjologiczna rola α­synukleiny 

Obecnie trwają intensywne badania zmierzające do wyjaśnienia 

fizjologicznych właściwości α-synukleiny. Ze względu na specyficzną 

lokalizację oraz zdolność do wiązania się z błonami lipidowymi, postuluje się

 ASN w funkcji zakończeń synaptycznych, w uwalnianiu 

neurotransmiterów, w kształtowaniu plastyczności synaptycznej oraz w 

regulacji funkcji układu dopaminergicznego (Abeliovich i wsp., 2000; 

Murphy i wsp., 2000; Cabin i wsp., 2002; Larsen i wsp., 2006; Sidhu i wsp., 

2004). Ponadto wiele badań wskazuje, że α-synukleina moż

wpływać pośrednio i bezpośrednio na

Lokalizacja α−synukleiny w części presynaptycznej zakończeń 

nerwowych sugeruje jej udzi ł w kształtowaniu plastyczności synaptycznej 

(Steidl i Gomez 2003). Badania prowadzone na zwierzętach wykazały, że 

ekspresja α-synukleiny w hipokampie i korze mózgu wzrasta wraz z 

postępującym rozwojem embrionalnym (Alves da Costa 2003), jest 

najwyższa po urodzeniu, po czym ulega obniżeniu u osobników dorosłych 

(Petersen i wsp., 1999). Doświadczenia prowadzone na hodowli komórek 
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hipokampa sugerują również rolę ASN w utrzymaniu funkcji synaps już 

utworzonych (Murphy i wsp., 2000). 

α-synukleina wykazuje znaczącą homologię w budowie cząsteczki z 

białkami 14-3-3 oraz, podobnie jak one pełni funkcję białka opiekuńczego 

(Ostrerova i wsp., 1999). Oddziaływania białko-białko często mają istotne 

znaczenie w prawidłowym funkcjonowaniu wielu ścieżek sygnalizacyjnych w 

komórce. Wykazano, że α-synukleina może wchodzić w interakcje z licznymi 

białkami oraz regulować ich aktywność i funkcje biologiczne (Tabela 1): 

Tabela 1 Białka, które wchodzą w bezpośrednią interakcję z α−synukleiną. 

Białko Odnośnik literaturowy 

Fosfolipaza D2 (PLD2) Jenco i wsp., 1998; Payton i wsp., 2004 

Ligaza ubikwityny 1 (UCH-L1) Liu i wsp., 2002 

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

wsp., 2003 

Białka 14-3-3 Ostrerova i wsp., 1999 

BAD Ostrerova i wsp., 1999 

ERK Ostrerova i wsp., 1999 

Kinaza białkowa C (PKC) Ostrerova i wsp., 1999 

Kinaza MAP (MAPK) Iwata i wsp., 2001 

Tubulina Alim i wsp., 2002 

Oksydaza cytochromowa – 

kompleks IV 

2 Elkon i wsp., 200

Transporter dopaminy Kobayashi i wsp., 2004; Sidhu i wsp., 2004; Wersinger 2003 

Aβ, Tau Yoshimoto i wsp., 1995; Jensen i wsp., 1997 

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

Kinaza białkowa Cδ (PKCδ) Kaul i wsp., 2005 

PP2A Peng i wsp., 2005 

 

Stwierdzono, że α-synukleina uczestniczy w ścieżce metabolicznej 

b α) oraz kompleksu SNARE (ang. 

SN F Attachment Protein) REceptors), przez co może chronić 

iałek CSP-α (ang. Cysteine

AP (Soluble NS

-String Protein-
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z e prze W 

b h tych udowod  procesowi 

neurodeg łanem , że α-synukleina 

jest białkiem efektorowym CSP-α i odgrywa istotna rolę w utrzymaniu 

kompleksu SNARE. Inne badania wykazały, że α-synukleina może 

o iać komórki przed optotycznymi oraz opóźniać ich 

bumieranie wywołane usunięciem surowicy z pożywki hodowlanej (Alves da 

Costa i wsp

p53 (Alves da Costa i wsp., 2002). Dane ostatnich lat wskazują na istotne 

żywalno

ny do L-DOPA, 

przeks

hydroksylazy tyrozynowej, wyizolowanej z nadnerczy szczura, jest 

akończenia nerwow d uszkodzeniem (Chandra i wsp., 2005). 

adaniac niono, że ASN przeciwdziała

eneracji wywo u brakiem CSP-α co sugeruje

chran czynnikami ap

o

., 2002; Lee i wsp., 2001). Hashimoto i wsp. (2002) wykazali, że 

α-synukleina wykazuje właściwości antyoksydacyjne, poprzez aktywację 

kinazy c-Jun, która odgrywa istotną rolę w odpowiedzi komórki na stres 

wolnorodnikowy. W stężeniu nanomolarnym α-synukleina hamuje również 

procesy apoptotyczne między innymi poprzez aktywację ścieżki PI3 

kinaza/Akt, zwiększenie ekspresji białek antyapoptotycznych z rodziny Bcl-

2 (Seo i wsp., 2002) oraz hamowanie apoptozy wywołanej aktywacją białka 

znaczenie α-synukleiny w procesie różnicowania i prze ści komórek 

dopaminergicznych myszy (Michell i wsp., 2007), jak również ludzkich 

komórek progenitorowych in vitro (Schneider i wsp., 2007).  

α-Synukleina odgrywa znaczącą rolę w regulacji funkcji układu 

dopaminergicznego. W warunkach fizjologicznych jest ona zaangażowana w 

niemalże wszystkie procesy związane z metabolizmem dopaminy (Rycina 4). 

Reguluje jej biosyntezę, magazynowanie i uwalnianie z pęcherzyków 

synaptycznych, jak również wychwyt zwrotny DA za pośrednictwem 

transportera dopaminy DAT (Sidhu i wsp., 2004b). ASN reguluje stężenie 

DA w zakończeniach synaptycznych i pośrednio chroni komórki przed 

uwalnianiem wysoce reaktywnych wolnych rodników tlenowych. 

W syntezie dopaminy kluczowym enzymem jest hydroksylaza 

tyrozynowa (HT), która reguluje szybkość przemiany tyrozy

ztałcanej następnie do dopaminy przez dekarboksylazę aminokwasów 

aromatycznych. Zarówno u myszy transgenicznych, jak i w komórkach 

transfekowanych genem ASN, stwierdzono znaczne obniżenie aktywności 

HT oraz wewnątrzkomórkowego stężenia DA (Perez i wsp., 2002). Sugeruje 

to, że w warunkach fizjologicznych ASN hamuje aktywność HT (Rycina 5). 

Tezę tę potwierdzono poprzez badania, które wykazały, że aktywność 
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bezpośrednio hamowana przez rekombinowaną ludzką α-synukleinę w 

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

ASN może wpływać na HT bezpośrednio, poprzez interakcję białko-

białko lub pośrednio, wskutek aktywacji specyficznych fosfataz lub 

hamowanie kinaz regulujących aktywność hydroksylazy tyrozynowej, która 

jest aktywna wyłącznie w formie ufosforylowanej (Kumer i Vrana 1996). Od 

niedawna sugeruje się, że w regulacji aktywności HT może odgrywać rolę 

oddziaływanie pomiędzy ASN a białkiem 14-3-3 (Xu i wsp., 2002). 

Opiekuńcze białko 14-3-3 wiąże się z ufosforylowaną formą hydroksylazy 

tyrozynowej, aby zapewnić jej maksymalną fosforylację (Maguire-Zeiss i 

wsp., 2005). Białko 14-3-3 zapobiega również defosforylacji HT i zwiększa 

okres półtrwania zaktywowanego enzymu w neuronach (Toska i wsp., 

2002). α-Synukleina działa odwrotnie. Wiąże się ona z nieufosforylowaną 

formą HT i utrzymuje enzym w formie nieaktywnej, co powoduje znaczne 

obniżenie syntezy DA (Maguire-Zeiss i wsp., 2005). Stwierdzono, że białko 

14-3-3 zwiększa aktywność kinazy ERK, należącej do rodziny kinaz MAP 

(Dhillon i wsp., 2003), oraz kinazy białkowej C (Dai i Murakami, 2003). W 

przeciwieństwie do 14-3-3, ASN hamuje aktywność ERK, poprzez 

bezpośrednie wiązanie z MAP kinazą (Iwata i wsp., 2001a; Iwata i wsp., 

2001b). Podobne działanie ASN zaobserwowano również w przypadku 

kinazy zależnej od wapnia i kalmoduliny (CaMK II) oraz kinazy białkowej C 

(PKC), co w rezultacie powoduje zahamowanie aktywności HT (Lee i wsp., 

2002; Okochi i wsp., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

25 

http://rcin.org.pl



Wstęp 

 

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

Brundin, 2002). 

W warunkach fizjologicznych α-synukleina (ASN), w formie rozpuszczalnej, utrzymuje 

homeostazę dopaminy (DA) w ośrodkowym układzie nerwowym. ASN obniża biosyntezę DA poprzez 

hamujący wpływ na aktywność hydroksylazy tyrozynowej (HT). Reguluje również proces uwalniania i 

transportu DA do pęcherzyków synaptycznych jak również obniża aktywność fosfolipazy D2 (PLD2), 

przez co może hamować tworzenie pęcherzyków synaptycznych. ASN wpływa również na wychwyt 

zwrotny DA za pośrednictwem transportera (DAT). Utrzymanie odpowiedniego stężenia DA w 

zakończeniach synaptycznych przez wymienione mechanizmy, zabezpiecza przed jej niekontrolowaną 

przemianą prowadzącą do powstania toksycznych semichinonów i chinonów  oraz wolnych rodników. 
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Najnowsze dane wykazały, że transfekcja komóre

dopaminergic

k 

znych natywnym genem ASN wpływa na zahamowanie 

ekspre

Ostatnie dane wskazują, że ASN bierze istotny udział w regulacji 

metabolizmu DA oraz w procesie jej magazynowania i uwalniania z 

pęcher an

Badania in vitro wykazały, że ASN ma zdolność do bezpośredniego 

wiązan

u i wsp., 2004; Lotharius i Brundin, 2002) 

(Rycin

sji genów białek odpowiedzialnych za syntezę dopaminy (Baptista i 

wsp., 2003). Należą do nich cyklohydrolaza GTP, HT i dekarboksylaza 

aminokwasów aromatycznych. W komórkach transfekowanych ASN 

zaobserwowano również obniżenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego 

Nurr1, który inicjuje transkrypcję HT (Toska i wsp., 2002). Wynika z tego, 

że ASN nie tylko hamuje aktywność HT, ale również zmniejsza ekspresję 

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

zyków synaptycznych. Zahamow ie ekspresji ASN zmniejsza 

zapasową pulę tego przekaźnika w pęcherzykach synaptycznych neuronów 

hipokampa i powoduje zaburzenie długotrwałego pobudzenia synaptycznego 

(LTP) w tej strukturze (Cabin i wsp., 2002). Zwierzęta z wyłączonym genem 

kodującym ASN wykazywały istotne zaburzenia w przekaźnictwie 

dopaminergicznym (Sidhu i wsp., 2004). U zwierząt tych zauważono również 

zmniejszoną ekspresję synapsyny, białka istotnego w procesie przemian 

pęcherzyków synaptycznych.  

ia się zarówno z syntetycznymi fosfolipidami, jak i z naturalnymi 

lipidami błony neuronów. Interakcja ta zachodzi poprzez N-końcową 

domenę tego białka, prowadząc do stabilizacji jego struktury drugorzędowej 

(Chandra i wsp., 2003; Ulmer i wsp., 2005). ASN wchodzi w interakcję z 

polarną powierzchnią pęcherzyków, ale również, za pośrednictwem swojej 

centralnej domeny NAC, tworzy hydrofobowe wiązania z apolarnym 

wnętrzem micelli. Ponadto ASN oddziałuje na pęcherzyki synaptyczne, w 

tym dopaminergiczne, poprzez regulację aktywności fosfolipazy D2 (PLD2), 

która pełni istotną rolę w tworzeniu i przemianach metabolicznych 

pęcherzyków synaptycznych (Y

a 4). Fosfolipaza D2 jest enzymem transbłonowym, znajdującym się 

głównie w błonie komórkowej oraz w błonach endosomów. Katalizuje ona 

hydrolizę fosfolipidów do kwasu fosfatydowego i zasady w odpowiedzi na 

sygnały zewnątrzkomórkowe. Kwas fosfatydowy powstały w wyniku 

działania PLD2 inicjuje tworzenie pęcherzyków synaptycznych z błon 
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plazmatycznych (Liscovitch i wsp., 2000). Aktywność PLD2 może być 

również istotna w regulacji przemian metabolicznych pęcherzyków 

synaptycznych w odpowiedzi na sygnały zewnątrzkomórkowe (Lotharius i 

wsp., 2002; Lotharius i Brundin, 2002b). ASN wiąże się poprzez swoją N-

końcową domenę z PLD2, obniżając jej aktywność (Ahn i wsp., 2002), przez 

co może hamować tworzenie pęcherzyków synaptycznych w okresie niskiej 

aktywności neuronów. Fosforylacja ASN obniża jej zdolność do hamowania 

aktywności PLD2 i znosi jej powinowactwo do fosfolipidów (Lotharius i 

Brundin, 2002, Yoshida i wsp., 2003). Dzięki temu, że ufosforylowana ASN 

traci zdolność inhibicji PLD2, może stymulować przemiany metaboliczne 

pęcherzyków synaptycznych w okresie wysokiej aktywności neuronalnej. 

Uważa się, że ASN należy do grupy białek wiążących kwasy tłuszczowe, tzw. 

FABP (ang. Fatty Acid Binding Protein), i również przez to wpływa na 

przemiany metaboliczne pęcherzyków synaptycznych (Sharon i wsp., 2001). 

Amfipatyczny N-końcowy region ASN jest homologiczny z apolipoproteiną 

A2, która uczestniczy w transporcie lipidów (Lavedan, 1998). Sugeruje to, że 

dzięki tym właściwościom ASN może transportować kwasy tłuszczowe do 

obszarów tworzenia pęcherzyków synaptycznych (np. do wczesnych 

endosomów). ASN jako „białko opiekuńcze lipidów”, może regulować 

metabolizm wielonienasyconych kwasów tłuszczowych w procesie 

endocytozy (Golovko i wsp., 2006). Nasze ostatnie badania wykazały, że ASN 

hamuje proces wbudowywania kwasu arachidonowego (KA) do fosfolipidów 

błon zakończeń synaptycznych (Adamczyk i wsp., 2007). Poprzez hamujący 

wpływ na kluczowy enzym odpowiedzialny za proces wbudowywania KA do 

lipidów, ASN może w istotny sposób wpływać na poziom wolnych 

nienasyconych kwasów tłuszczowych. Poza tym sugeruje się udział ASN w 

aksonalnym transporcie pęcherzyków synaptycznych (Lucking i Brice, 

2000) poprzez interakcję z białkami cytoszkieletu komórki (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). 

Istotną rolę w funkcji układu dopaminergicznego oraz innych 

układach neuroprzekaźnikowych odgrywają jony wapnia. Badania 

Adamczyk i Strosznajder (2006) wykazały, że ASN zwiększa napływ jonów 

Ca2+ poprzez kanały wapniowe zależne od potencjału. Jony wapnia z kolei 

odgrywają istotną rolę w procesie regulacji uwalniania dopaminy do 

przestrzeni synaptycznej za pośrednictwem ASN (Abeliovich i wsp., 2000). 
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Martinez i wsp. (2003) udowodnili, że zarówno w formie prawidłowej, jak i 

zmutowanej, ASN wiąże się z kalmoduliną w sposób zależny od jonów Ca2+, 

co powoduje odłączenie się ASN od liposomów, z którymi pierwotnie była 

związana (Lee i wsp. 2002). Sugeruje to, że interakcja pomiędzy  

α-synukleiną a kalmoduliną może wpływać na regulację ilości ASN 

związa

ji aktywności hydroksylazy tyrozynowej w warunkach 

zjologicz

opamina powstaje z aminokwasu tyrozyny na drodze wielostopniowego procesu. Początkowo 

tyrozyna przekształcana jest przez ufosforylowaną hydroksylazę tyrozynową (HT) do 3,4-

ihydroksyfenyloalaniny (DOPA), z której potem w wyniku działania dekarboksylazy aromatycznych 

minokwasów (DAA) powstaje dopamina (DA). Białko opiekuńcze 14-3-3 wiążę się z ufosforylowaną 

rmą HT, natomiast α-synukleina (ASN) z formą nieufosforylowaną. Cząsteczki te wykazują 

agonistyczne działanie w regulacji aktywności HT, co prowadzi do utrzymania optymalnego 

ężenia dopaminy w komórce. Z cytozolu DA jest natychmiast przenoszona do pęcherzyków 

naptycznych za pomocą jednej z izoform pęcherzykowego transportera amin katecholowych - 

VMAT 2 (ang. Vesicular Monoamine Transporter). ASN hamuje aktywność HT bezpośrednio, poprzez 

iązanie się z cząsteczką enzymu, albo pośrednio, poprzez aktywację (+) fosfataz i inhibicję (-) kinaz.  

błonie 

niu sygnału, jest wychwytywana z przestrzeni 

nej z błonami komórkowymi i przyspieszać jej oligomeryzację 

(Martinez i wsp., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 5 Udział ASN w regulac

fi nych (Perez i wsp, 2002). 

D

d

a

fo

ant

st

sy

w

Dopamina, po aktywacji specyficznych receptorów w 

postsynaptycznej i przekaza

synaptycznej do cytozolu części presynaptycznej zakończeń nerwowych 

przez białko transportujące DAT (ang. Dopamine Transporter) (Hitri i wsp., 

1994). Wychwyt zwrotny neuroprzekaźników za pośrednictwem DAT jest 

bardzo szybkim procesem, dlatego zmiany w funkcjonowaniu transportera 

powodują nagły wzrost lub spadek stężenia dopaminy w przestrzeni 
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synaptycznej. Aktywność DAT wpływa bezpośrednio na poziom 

wewnątrzkomórkowej dopaminy i indukcję stresu oksydacyjnego (Sidhu i 

wsp., 2004). Zaobserwowano, że ASN hamuje aktywność DAT w 

zakończeniach synaptycznych neuronów dopaminergicznych, w związku z 

powyższym poprzez regulację tego procesu może pośrednio wpływać na 

wewną

o

p., 

1997). Wkrótce po tym odkryciu potwierdzono obecność -synukleiny w 

post mortem  cho

i i wsp., 1997) (Rycina 6). Początkowo bardzo 

sceptycznie odnoszono się do hipotezy, że α-synukleina może być 

czynni

trzkomórkowey poziom DA i ROS (Rycina 4). Stwierdzono, że ASN 

powoduje obniżenie szybkości wychwytu zwrotnego, ale nie wpływa na 

powinowactwo transportera do dopaminy (Lotharius i Brundin, 2002). 

Wyniki naszych ostatnich badań wykazały, że ASN obniża aktywność DAT 

we frakcji synaptosomalnej prążkowia (w badaniu in vitro), a za jej działanie 

jest odpowiedzialny tlenek azotu (NO) (Adamczyk i wsp., 2006). Z kolei 

badania Sidhu i wsp. (2004) sugerują bezpośrednią interakcję ASN z 

białkiem transportera. W wyniku takiej interakcji może dochodzić do 

zmiany konformacji białka i jego dysfunkcji lub translokacji w obrębie 

zakończeń synaptycznych. ASN przejawia zdolność do wiązania się za 

pośrednictwem sekwencji NAC z C-końcowym regionem transportera 

dopaminy (Lee i wsp. 2001). Interakcja ta może prowadzić do zmniejszenia 

ilości transportera na powierzchni błony synaptycznej i, w konsekwencji, do 

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

Znaczenie  α­synukleiny  w  patologii  chorób 

neurodegeneracyjnych 

Istotny wpływ na badania nad znaczeniem α-synukleiny w chorobach 

neurodegeneracyjnych miało odkrycie Polymeropoulos i wsp. (1997), którzy 

udowodnili, że mutacja punktowa (G209A) w genie SNCA, pow dująca 

substytucję alaniny przez treoninę w pozycji 53 ASN (A53T) wywołuje 

autosomalnie dominującą dziedziczoną chorobę Parkinsona. Chociaż 

mutację tę wykryto w bardzo małej populacji chorych, to jej pojawieniu się 

towarzyszyło zawsze występowanie objawów charakterystycznych dla 

choroby Parkinsona i to u ludzi bardzo młodych (Polymeropoulos i ws

α

ciałach Lewy’ego wyizolowanych z mózgów rych na 

idiopatyczną ChP (Spillantin

kiem patogennym wpływającym na powstawanie i rozwój ChP. Za 

argument miały służyć badania, które wykazywały, że u ludzi z idiopatyczną 
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ChP brak mutacji w genie SNCA (Chan i wsp., 1998a, 1998b). Co więcej, u 

gryzoni w warunkach fizjologicznych wykryto ekspresję białka ASN z 

tyrozyną w pozycji 53 (Mezey i wsp., 1998a). Ponadto sugerowano, że 

obecność α-synukleiny w ciałach Lewy’ego może po prostu wynikać z jej 

występowania w dużej ilości w cytoplazmie neuronów. Sugestie te zostały 

obalone, kiedy udowodniono że ASN jest głównym składnikiem budującym 

ciała Lewy’ego zarówno 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 że powstawanie tych inkluzji 

jest ściśle związane z agregacją ASN. Po roku wykryto kolejną mutację 

punktową w genie SNCA, związaną z występowaniem dziedzicznej ChP, w 

której dochodzi do zamiany alaniny w prolinę w pozycji 30 (A30P; Kruger i 

wsp., 1998). W ostatnich latach opisano trzecią mutację w genie α-

synukleiny występującą u chorych z otępieniem z ciałami Lewy’ego, gdzie 

dochodzi do substytucji glutaminianu do lizyny w pozycji 46 (E46K), 

(Zarranz i wsp., 2004).  

 

Rycina 6 Ciała Lewy’ego w mózgu (Chu i wsp., 2000). 

(A) Typowe dojrzałe ciało Lewy’ego (strzałka) w neuronie dopaminergicznym istoty czarnej (B) Ciało 

Lewy’ego w neuronach kory mózgowej (C) Ciało Lewy’ego barwione eozyną i hematoksyliną (D) 

Różnice pomiędzy zwojami globoidalnymi (żółte strzałki) – fibrylarnymi wtrętami w cytoplazmie 

małych neuronów, a ciałami Lewy’ego (czarna strzałka) 
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Dane ostatnich lat wskazują, że również podwojenie i potrojenie genu 

SNCA są odpowiedzialne za rozwój dziedzicznej ChP (Singleton i wsp., 2003; 

Chartier-Harlin i wsp., 2004; Ibanez i wsp., 2004; Ross i wsp., 2008). 

Potrojenie allelu SNCA skutkuje występowaniem zwiększonej ilości mRNA 

oraz białka α-synukleiny (Miller i wsp., 2004). Pacjenci, u których wykryto 

te genetyczne nieprawidłowości wykazywali dużo wcześniejsze objawy 

kliniczne charakterystyczne dla choroby Parkinsona, włączając również 

zaburzenia poznawcze (Farrer i wsp., 2004). Ponadto u osób tych 

zauważono szybszy rozwój choroby niż u chorych na idiopatyczną ChP. 

Badania post mortem wykazały duże skupiska ciał Lewy’ego głownie w 

istocie czarnej i jądrze sinawym, z którymi związany był proces degeneracji i 

obumierania neuronów (Muenter i wsp. 1998, Farrer i wsp., 2004). Co 

więcej, osoby które posiadały trzy kopie genu SNCA zamiast dwóch 

wykazywały objawy ChP identyczne z chorymi na idiopatyczną postać tej 

anez i wsp., 2004). Osoby ze 

enem zaczynały chorować już po 

30 rok

choroby (Chartier-Harlin i wsp., 2004; Ib

zwiększoną ilością kopii genu SNCA dostarczają niepodważalnego dowodu, 

że zaburzenia ASN są istotną przyczyną powstawania i rozwoju tej choroby. 

U pacjentów z podwójną kopią genu pierwsze objawy pojawiały się około 50 

roku życia, natomiast osoby z potrojonym g

u życia (Chartier-Harlin i wsp., 2004). Ponadto zwiększona ilość genu 

dla ASN skutkuje znacznie krótszym czasem przeżycia od wystąpienia 

pierwszych symptomów oraz obecnością silniejszych objawów 

patologicznych (Ikeuchi i wsp., 2008). 

Znaczącym czynnikiem ryzyka wystąpienia ChP okazał się 

polimorfizm regionu promotorowego (Rep1) genu SNCA (Xia i wsp., 1996; 

Farrer i wsp., 2001; Mellick i wsp., 2005). Wykazano, że zwiększona długość 

Rep1 jest związana z wcześniejszym występowaniem objawów ChP (Kay i 

wsp., 2008) oraz skutkuje zwiększeniem ilości mRNA ASN (Chiba-Falek i 

wsp., 2003). Pojedyncze badania wskazują także na znaczenie polimorfizmu 

pojedynczych nukleotydów (SNPs), zwłaszcza w rejonie 3’ genu ASN jako 

istotnego czynnika ryzyka rozwoju ChP (Mueller i wsp., 2005; Mizuta i wsp., 

2006).  

Wszystkie te odkrycia dostarczają mocnych dowodów na istotną rolę 

α-synukleiny w patogenezie ChP. Obecnie wiadomo, że ciała Lewy’ego 

występują nie tylko w chorobie Parkinsona, ale również w wielu innych 

32 

http://rcin.org.pl



Wstęp 

chorobach neurodegeneracyjnych takich jak: otępienie z ciałami Lewy’ego 

(DLB; Baba i wsp., 1998; Spillantini i wsp., 1998), zanik wieloukładowy 

(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 się znaczenie α-synukleiny nie tylko jako 

wskaź

wym etapem agregacji, w którym powstają rozpuszczalne oligomery 

ASN – protofibryle (Ding i wsp., 2002), które wchodzą w interakcje z 

błonam

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

nika tych chorób, ale również jako istotnego czynnika patogennego. 

Mechanizmy toksyczności α­synukleiny 

Neurotoksyczne działanie α-synukleiny jest związane z 

przyjmowaniem przez nią nieprawidłowej konformacji, co w konsekwencji 

prowadzi do jej oligomeryzacji, fibrylizacji i agregacji (Rycina 7). Uważa się, 

że za powstawanie szkodliwych form tego białka odpowiada centralny jego 

odcinek (Rycina 8). Zmiana struktury NAC w postać β-harmonijki jest 

początko

i pęcherzyków synaptycznych, powodując powstawanie porów i 

uwalnianie neuroprzekaźników do cytoplazmy (Lashuel i wsp., 2002). 

Postępująca agregacja może być swoistym mechanizmem chroniącym 

komórkę przed szkodliwym działaniem oligomerów i prowadzi do 

powstawania ciał Lewy’ego oraz mechanicznego uszkodzenia komórki 

(Jellinger, 2002). 

 

Podatność ASN na agregację w znacznym stopniu zwiększa się wraz 

ze wzrostem stężenia. Wyniki badań wykazują, że tworzenie agregatów in 

vivo jest związane z osiągnięciem przez ASN krytycznego stężenia w cytozolu 
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(Shtilerman i Ding, 2002). Wykazano również, że w komórkach istoty 

czarnej podlegających degeneracji w chorobie Parkinsona ma miejsce wzrost 

ekspresji ASN na poziomie mRNA (Rockenstein i wsp., 2001). Istnieje kilka 

czynników, które prawdopodobnie powodują zaburzenie funkcji oraz 

agregację tego białka. Należą do nich m.in. związane z dziedziczną chorobą 

Parkinsona oraz DLB mutacje punktowe genu SNCA (typ A30P, A53T lub 

E46K), toksyny środowiskowe oraz starzenie. Agregacji α-synukleiny sprzyja 

również stres oksydacyjny.  

 

 

 

 

ialny za tworzenie struktury β-kartki i agregację ASN 

Zwiększenie wewnątrzkomórkowego stężenia ASN może być również 

ywołane zaburzeniem procesu jej degradacji. Mutacje w genie kodującym 

arkinę, wywołujące autosomalnie dominującą ChP, prowadzą do 

nadmiernego gromadzenia O-glikozylowanej α-synukleiny w neuronach. 

Zmiana zależnej od parkiny degradacji O-glikozylowanej α-synukleiny może 

yć kluczowym czynnikiem prowadzącym do śmierci neuronów 

opaminergicznych (Burke, 2001). Ponadto zaobserwowano, że zmutowana 

SN (A53T) zaburza funkcję systemu proteasomalnego, co prowadzi do 

tworzenia ubikwitynowanych agregatów białkowych i w konsekwencji do 

mierci komórek PC12 (Stefanis i wsp., 2001). Indukowana ekspresja 

mutowanej ASN zwiększa ponadto wrażliwość komórek PC12 na 

roapoptotyczne działanie inhibitora proteasomu (Tanaka i wsp., 2001). Co 

 

 

 

 

 

 

Rycina 8 Peptyd NAC jest odpowiedz

(Bisaglia i wsp., 2006). 

Kłębek statystyczny

β-Kartka Helisa-α 

w

p

b

d

A

ś

z

p
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więcej, inhibicja proteasomu w komórkach nietransfekowanych równ

prowadzi do n

ież 

admiernego nagromadzenia agregatów białkowych 

zawier

y wywołany przez zaburzenie 

fizjolog

ających ASN i do śmierci komórek (Rideout i wsp., 2001). Prawidłowe 

działanie proteasomu jest również zaburzone w przypadku działania 

natywnej ASN zarówno w formie monomerycznej jak i oligomerycznej, a 

nawet zagaregowanej, ale pod warunkiem, że osiągnie ona wysokie stężenie 

wewnątrz komórki (Snyder i wsp., 2003). 

Agregacja ASN może również powodować utratę fizjologicznych 

właściwości tego białka, co może zwiększać efekt cytotoksyczny. Wzrost 

stężenia, oligomeryzacja i agregacja ASN prowadzi do zaburzenia 

homeostazy układu dopaminergicznego. Zagregowana ASN traci hamujący 

wpływ na aktywność HT (Perez i Hastings, 2004) oraz zaburza funkcję 

transportera dopaminy (Sidhu i wsp., 2004), co prowadzi do zaburzenia 

homeostazy DA. Jednocześnie obniżona zdolność ASN do wiązania się z 

lipidami pęcherzykowymi (Jo i wsp., 2002) oraz wywołane jej agregacją 

zmniejszenie ilości pęcherzykowego transportera dopaminy, VMAT2, 

powoduje zwiększenie stężenia DA w cytoplazmie i wytwarzanie toksycznych 

związków, takich jak H2O2, rodniki tlenowe, semichinony i chinony 

(Lotharius i Brundin, 2002; Sidhu i wsp., 2004). Ponadto agregacja ASN 

może prowadzić do zaburzenia jej funkcji białka opiekuńczego i 

antyapoptotycznego. Stres oksydacyjn

icznej funkcji ASN i jej przekształcanie się w protofibryle może 

dodatkowo wzmagać jej agregację. Mamy więc do czynienia z tworzeniem się 

błędnego koła, gdzie agregacja ASN, zaburzenia metabolizmu dopaminy i 

stres oksydacyjny oddziałują ze sobą prowadząc w końcu do degeneracji i 

obumierania neuronów (Rycina 9). 
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Rycina 9 Błędne koło interakcji pomiędzy ASN a układem dopaminergicznym (wg Sidhu i wsp., 

2004). 

Tworzenie oligomerów i agregacja α-synukleiny (ASN) oraz stres oksydacyjny wywołany przez 

niekontrolowaną przemianę cytoplazmatycznej dopaminy (DA) w neuronach może być 

samopodtrzymującym się cyklicznym procesem, który ostatecznie może powodować degenerację

neuronów dopaminergicznych istoty czarnej w chorobie Parkinsona. Wiele dobrze znanych czynników 

zpośrednio zwiększając powstawanie wolnych rodników (ROS) lub 

) (Masliah, 

2000; Turnbull, 2001). Zarówno β- jak i γ-synukleina nie ą takich 

 w 

tworze

 

etiologicznych tej choroby(np. rotenon, MPTP metabolizowany do MPP+) może oddziaływać na różne 

etapy tego cyklu albo be

zmieniając fizjologiczne właściwości ASN, powodując jej agregację (np. mutacje ASN). 

Znaczenie stresu oksydacyjnego w toksyczności α­synukleiny 

W 2001 roku dwa niezależne zespoły badawcze wykazały, że podczas 

agregacji ASN lub jej toksycznego fragmentu NAC in vitro w obecności jonów 

żelaza (II) dochodzi do tworzenia rodników hydroksylowych ( OH•

posiadaj

właściwości (Uversky, 2001). Sugeruje się, że etapem pośrednim

niu rodnika OH•  jest uwalnianie nadtlenku wodoru (H2O2) w czasie 

oligomeryzacji ASN. W procesie tym ważną rolę odgrywają jony metali 

przejściowych o aktywności redoks (Fe2+, Cu+, itp.). Związanie metalu do 

cząsteczki ASN powoduje przyłączenie tlenu, który następnie tworzy 
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specyficzne mostki tlenowe (Tabner 2001). Tego typu połączenia są często 

spotykane w rozmaitych kompleksach białek z metalami, jak chociażby w 

metaloproteazach. Zmiany natywnej konformacji ASN prowadzące do jej 

agregacji mogą spowodować zniekształcenie struktury przestrzennej, 

destabilizację mostka tlenowego i jego zerwanie. Skutkuje to uwolnieniem 

anionorodnika ponadtlenkowego, który następnie ulega przekształceniu do 

nadtlenku wodoru: 

222 OHH2eO ⇔++ +−•  

Powstały w ten sposób nadtlenek wodoru reagując z jonami żelaza(II), 

tworzy rodnik hydroksylowy, zgodnie z reakcją Fentona (Floyd 1990): 

OHFeHOFe OH 32
22

−+•+ ++→+  

Hipotezę tę potwierdzają badania z zastos m katalazy, która 

całkow

Wykazano jednocześnie, że synteza nadtlenku wo oru oraz agregacja 

α-synukleiny są hamowane przez związki specyficznie chelatujące jony 

żelaza

nów 

ynukleiny powoduje jej 

wewną

owanie

icie blokuje agregację ASN i uwalnianie rodnika OH•  w roztworze 

zawierającym jony Fe2+ (Tabner, 2002; Paik, 1999). 

d

 i miedzi. Jony metali przejściowych, w tym żelaza i miedzi, indukują 

powstawanie agregatów ASN (Uversky, 2001). Dodanie jo żelaza (II) do 

hodowli komórek transfekowanych genem dla α-s

trzkomórkową agregację, a efekt ten jest wzmocniony, jeśli komórki 

zawierają zmutowaną (A53T) formę tego białka (Ostrerova-Golts, 2000). Na 

podstawie powyższych danych Tabner i wsp. (2002) zaproponowali 

mechanizm agregacji ASN w obecności jonów metali o aktywności redoks 

(Rycina 10): 
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Rycina 10 Proces agregacji ASN z udziałem jonów metali przejściowych (wg Tabner i wsp., 

2002). 

Również toksyczny fragment ASN, peptyd NAC, może pobudzać

tworzenie reaktywnych form tlenu poprzez inhibicję kompleksu II 

 

ehydrogenazy bursztynianowej) łańcucha oddechowego. Wzrost poziomu 

nie 

dzić do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFκB, indukcji genów 

proapo

ymuluje 

oksyda

(d

wolnych rodników tlenowych i stresu oksydacyjnego mogą następ

prowa

ptotycznych i obumierania neuronów (Tanaka i wsp., 2002). 

Agregacja ASN w specyficznych warunkach indukuje tworzenie 

wolnych rodników. Z kolei stres oksydacyjny może być jednym z istotnych 

czynników pobudzających tworzenie polimerów tego białka (Rycina 11). Po 

raz pierwszy udowodniono tę hipotezę, kiedy odkryto, że podawanie 

zwierzętom MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny) st

cyjną modyfikację i agregację α−synukleiny (Konwall i wsp., 2000). 

Podobne do MPTP działanie wykazują również inhibitor kompleksu I – 

rotenon (Diaz-Corrales i wsp., 2005) oraz silny utleniacz, parakwat (Bove i 

wsp., 2005) (Rycina 9). Badania in vitro wykazały, że również oksydanty, 

takie jak H2O2, Fe2+, Cu+, powodują oligomeryzację ASN i jej agregację oraz 

odkładanie w formie nierozpuszczalnych złogów. Do dnia dzisiejszego nie 
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odkryto, które reszty aminokwasowe w cząsteczce ASN są odpowiedzialne za 

tworzenie jej agregatów pod wpływem działania czynników utleniających. 

Prawdopodobnie istotną rolę w tworzeniu oligomerów w warunkach stresu 

oksydacyjnego odgrywa C-końcowa domena ASN, ponieważ pozbawione jej 

białko nie agreguje pod wpływem działania nadtlenku wodoru oraz jonów 

miedzi (Paik i wsp., 2000). 

Ważną rolę w procesach wolnorodnikowych prowadzących do 

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

azotu (NO) w obecności anionorodnika ponadtlenkowego (
−•

2O ). Związek ten, 

pomimo krótkiego okresu półtrwania, jest niezwykle reaktywny, może 

powodować nitrowanie związków organicznych, w tym białek i lipidów oraz 

indukować tworzenie nowych rodników. Wykrycie nitrowanych cząsteczek 

α-synukleiny w mózgach osób z chorobą Parkinsona, atrofią 

wielosystemową, demencją z ciałkami Lewy’ego i innymi synukleinopatiami, 

wskazuje na znaczenie reaktywnych form azotu w procesie agregacji tego 

białka (Giasson i wsp., 2000). Udowodniono, że modyfikacja reszt 

tyrozynowych w cząsteczce α-synukleiny pod wpływem działania ONOO– 

skutkuje tworzeniem wysoce stabilnych oligomerów o,o’-dityrozynowych. 

Formowanie takich kowalencyjnych wiązań wewnątrz jednej i pomiędzy 

wieloma cząsteczkami ASN w filamentach sprawia, że są one niezwykle 

odporne na działanie czynników denaturujących (Souza i wsp., 2000). 

Nitracja reszt tyrozynowych w cząsteczce α-synukleiny, mimo iż indukuje 

powstanie jej dimerów, hamuje dalszą agregację tego białka do protofibryli 

(Rycina 11). Utleniona ASN jest natomiast zdolna do całkowitej 

polimeryzacji. Chociaż nitrowanie reszt tyrozynowych i tworzenie 

specyficznych kowalencyjnych wiązań zapobiega procesowi agregacji, może 

jednakże mieć kluczowe znaczenie w procesie stabilizacji już powstałych 

oligomerów α-synukleiny (Norris i wsp., 2003). Wykrycie nitrowanych 

cząsteczek tego białka w złogach charakterystycznych dla synukleinopatii 

wydaje się potwierdzać tę hipotezę.  
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Rycina 11 Udział procesu utleniania i nitracji w tworzeniu stabilnych agregatów α-synukleiny

(wg Norris i wsp., 2003).  

LBs- ciała Lewy’ego; LNs-neuryty Lewy’ego; GCIs-cytoplazmatyczne wtręty gleju 

W wyniku stresu oksydacyjnego może dojść do zm

 

ian 

czalności, a nawet ciągłości błony jądrowej i translokacji α-

a 

osób i dynamikę przemieszczenia ASN w warunkach 

u o wielkości 

ok. 10

y enzym bierze udział w procesie naprawy DNA, jako jeden ze 

przepusz

synukleiny z cytoplazmy do jądra (Sangchot i wsp., 2002). Dokładna analiz

pozwoliła określić sp

stresu oksydacyjnego, począwszy od jej C-końcowego fragment

 kDa, a następnie, w przypadku zaburzenia integralności błony 

jądrowej, translokacji całej cząsteczki ASN (Xu i wsp., 2006). Mechanizm 

przemieszczenia C-końca oraz całego białka ASN nie został jeszcze 

dokładnie zbadany. Wiadomo, że stres oksydacyjny powoduje zwiększenie 

wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia, przez co może dochodzić do 

aktywacji kalpainy I (Ding i wsp., 2002). Istnieje więc możliwość, że C-

końcowy fragment ASN w jądrze może powstawać w wyniku działania tego 

enzymu.  

Indukcja stresu oksydacyjnego i jądrowa translokacja ASN może 

również skutkować uszkodzeniem DNA. W odpowiedzi nawet na bardzo 

małe uszkodzenia DNA dochodzi do natychmiastowej aktywacji polimerazy 

poli(ADP-rybozy) (PARP) (Virag i wsp., 1999). W warunkach fizjologicznych 

ten jądrow
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składn

h ChP 

o technikę 

Western Blot jak i immunoprecypitację, umożliwiły ilościowe oznaczenie 

białka

ików kompleksu BER (Piskunova i wsp., 2008). Natomiast w 

warunkach wzmożonego stresu oksydacyjnego i genotoksycznego może 

dochodzić do nadekspresji oraz hiperaktywacji tego enzymu, zużycia ß NAD+ 

i ATP, co skutkuje wyczerpaniem energii w komórce oraz jej obumieraniem 

na drodze nekrozy. Ostatnie badania wskazują, że nadmierna aktywność 

PARP-1 prowadzi również do śmierci komórek na drodze innego, 

specyficznego mechanizmu nazwanego „parthanatos” (Andrabi i wsp., 

2008). W mechanizmie tym istotnym mediatorem są polimery poli (ADP- 

rybozy) (PAR). W wyniku translokacji PAR do mitochondriów dochodzi do 

uwalniania czynnika indukującego apoptozę (AIF) i jego translokacji do 

jądra, co powoduje obumieranie komórek na drodze niezależnej od kaspaz 

(Wang i wsp., 2009). Ten mechanizm śmierci komórek różni się od procesów 

apoptozy, nekrozy, czy autofagii i zachodzi w każdej tkance, również 

nerwowej (David i wsp., 2009). Chociaż pokazano, że aktywacja PARP-1 

towarzyszy patologii wielu chorób OUN takich jak niedokrwienie, czy PD, 

dokładna rola tego enzymu w toksyczności ASN nie została zbadana.  

Sekrecja i działanie zewnątrzkomórkowej α­synukleiny 

Badania mające na celu opracowanie odpowiedniego biochemicznego 

wskaźnika choroby Parkinsona doprowadziły do wykrycia α-synukleiny w 

płynie mózgowo-rdzeniowym zarówno ludzi zdrowych, jak i dotkniętyc

(Borghi i wsp., 2000). Dalsze badania, wykorzystujące zarówn

 ASN na poziomie nanomolarnym w płynie mózgowo-rdzeniowym 

(PMR) oraz osoczu (El-Agnaf i wsp., 2003). Wyniki powyższych 

eksperymentów nie wykazały znaczącej różnicy w poziomie 

zewnątrzkomórkowej ASN między osobami zdrowymi a ludźmi z ChP. 

Opracowanie i użycie specyficznej metody ELISA, która pozwoliła na 

dokładniejsze oznaczenia stężenia ASN u osób z ChP i atrofią 

wielosystemową wykazały znaczący wzrost stężenia tego białka w 

porównaniu z ludźmi zdrowymi (Lee i wsp., 2006). Ponadto El-Agnaf i wsp. 

(2006) wykazali znaczący wzrost poziomu rozpuszczalnych oligomerów α-

synukleiny w osoczu i PMR w przypadku chorych z ChP. Badania Tokuda i 

wsp. (2006) wykazały natomiast istotny spadek poziomu α-synukleiny w 

płynie mózgowo-rdzeniowym osób z ChP. Rozbieżność dotychczasowych 

wyników sprawia, że na obecnym etapie nie można rozpatrywać poziomu 
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zewnątrzkomórkowej α-synukleiny jako istotnego wskaźnika choroby 

Parkinsona. Jednakże badania te jednoznacznie wykazały obecność ASN w 

przestrzeni zewnątrzkomórkowej, co sugeruje udział tej puli ASN w procesie 

neurodegeneracji i daje nowe spojrzenie na etiologię i rozwój 

synukleinopatii. 

Do chwili obecnej trwają intensywne badania mające prowadzić do 

odkrycia i opisania mechanizmu uwalniania ASN do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej. Sekrecja tego białka nie zależy prawdopodobnie od 

jego poziomu wewnątrzkomórkowego, co wykazały badania z użyciem ASN 

transfekowanej trwale i przejściowo (El-Agnaf i wsp., 2003; Sung i wsp., 

2005; 

c

właściwości zbliżone do pęcherzyków wydzielniczych (Lee i wsp., 2005). ASN 

Lee i wsp., 2005). Uwalnianie ASN nie jest również wywołane 

rozpadem obumierających komórek, gdyż równocześnie nie zauważono w 

płynie zewnątrzkomórkowym obecności innych małych białek cytozolowych 

(Lee i wsp., 2005). Ostatnie przeprowadzone przez nas badania 

zademonstrowały, że pod wpływem stresu oksydacyjnego ASN może być 

uwalniana z zakończeń synaptycznych (Adamczyk i wsp., 2007). Niestety 

nie można całkowicie wykluczyć, że ASN przedostaje się do przestrzeni 

pozakomórkowej w wyniku uszkodzenia i degeneracji komórek, jednak 

wydaje się, że głównym źródłem puli zewnątrzkomórkowej tego białka jest 

jego sekrecja. Uwalnianie ASN z komórek jest zahamowane w niskiej 

temperaturze, co pozwala przypuszczać, że to proces egzocytozy 

pęcherzykowej może być głównym mechanizmem jej sekrecji (Lee i wsp., 

2005). Skoro ASN normalnie występuje przede wszystkim w cytoplazmie, 

musi istnieć mechanizm translokacji tego białka do pęcherzyków 

wydzielniczych. Niewielką ilość α-synukleiny wyizolowano z wnętrza 

pęcherzyków uzyskanych z homogenatu mózgu szczura, neuronów z 

hodowli pierwotnej, czy ludzkich komórek neuroblastoma (Lee i wsp., 2005). 

Wiadomo, że ASN ma zdolność wiązania się do fofolipidów błonowych, a 

interakcja ta jest niezwykle dynamiczna w żywej komórce (Fortin i wsp., 

2005; Kim i wsp., 2006). Jest wię  wysoce prawdopodobne, że w procesie 

izolacji pęcherzyków związana z nimi ASN zostaje odłączona. Pozwala to 

przypuszczać, że białko ASN wyizolowane z pęcherzyków, w znaczącym 

stopniu stanowi pulę wewnątrzpęcherzykową. Przypuszczenia te dodatkowo 

potwierdzają badania w mikroskopie elektronowym, w których dodatkowo 

udowodniono, że pęcherzyki zawierające α-synukleinę wykazują morfologię i 
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nie posiada sekwencji sygnalizacyjnej białka wydzielniczego, która 

umożliwia kierowanie peptydów do wnętrza siateczki śródplazmatycznej 

(ER) (Lee i wsp., 2005). Sugeruje to, że mechanizm sekrecji ASN nie zależy 

od konwencjonalnej drogi ER - aparat Golgiego - pęcherzyki wydzielnicze 

(Rycina 12). W ostatnich latach wykazano, że wiele białek cytozolowych, 

podobnie jak α-synukleina, jest wydzielanych do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej na drodze nieznanego dokładnie mechanizmu. Należą 

do nich cytokiny, czynniki wzrostu, białka szoku cieplnego, składniki 

cytoszkieletu (Fevrier i Raposo, 2004; Nickel, 2003). Droga wydzielania tych 

peptydów nie jest do końca poznana, sugeruje się, że mechanizm ich 

uwalniania jest bardzo złożony, ale z pewnością obejmuje wydzielanie 

pęcherzykowe (Nickel, 2003). Istnieje przypuszczenie, że proces egzocytozy 

pęcherzykowej jest jednym ze sposobów na pozbycie się z wnętrza komórki 

białek uszkodzonych (Lee i wsp., 2005). Ponadto wykazano, że również 

zagregowane formy α-synukleiny mogą być wydzielane z komórki na drodze 

zależnej od egzocytozy, a sekrecja monomerycznej i zagregowanej  

α-synukleiny zwiększa się w wyniku działania czynników prowadzących do 

uszkodzenia i akumulacji białek (Lee i wsp., 2005). Możliwe jest również, że 

za zewnątrzkomórkowe uwalnianie α-synukleiny mogą być odpowiedzialne 

inne mechanizmy, jak na przykład modyfikacje post-translacyjne tego 

białka. Podatność na agregację pęcherzykowej α-synukleiny może być nie 

tylko spowodowana zaburzeniem konformacji tego białka, ale również 

specyficznym mikrośrodowiskiem panującym wewnątrz pęcherzyków. 

Wysokie stężenie jonów wapnia (Lowe i wsp., 2004), niskie pH (Hoyer i wsp., 

2002) oraz obecność glikozaminoglikanów takich jak heparyna (Cohlberg i 

wsp., 2002) mogą przyspieszać proces agregacji α-synukleiny. 
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Rycina wsp., 

2008).  

o zewnątrzkomórkowa α-synukleina, jak i jej centralny 

hydrofobowy fragment NAC, wykazują działanie cytotoksyczne w badaniach 

in vitro bani i wsp., 2004; Bodles i wsp., 2000; Du i wsp., 2003; Seo i 

do 

 nie został w pełni wyjaśniony. Badania przeprowadzone na 

syntet

  

. 

Badac

z 

 12 Hipoteza dotycząca uwalniania i działania zewnątrzkomórkowej ASN (Lee i 

Zarówn

 (Al

wsp., 2002; Sung i wsp., 2001). Mechanizm działania tych peptydów 

dzisiaj

ycznych błonach fosfolipidowych pokazały, że oligomery 

zewnątrzkomórkowej α-synukleiny układają się w kształt walca (Volles i 

Lansbury, 2003), a po połączeniu z błoną, tworzą struktury podobne do 

porów (Volles i wsp., 2001; Kayed i wsp., 2004). Jeśli taka sytuacja miałaby 

miejsce in vivo, to utworzenie podobnych struktur przez oligomery α-

synukleiny mogłoby być bardzo niebezpieczne dla komórki.

Inny potencjalny mechanizm toksyczności zewnątrzkomórkowej  

α-synukleiny, a zwłaszcza jej form zagregowanych zakłada aktywację gleju i 

wywołanie odpowiedzi zapalnej. Zewnątrzkomórkowa ASN aktywuje in vitro 

komórki mikrogleju, które w odpowiedzi uwalniają wolne rodniki (ONOO-, 
−•O ) oraz eikozanoidy, w tym prostaglandynę E2 (Zhang i wsp., 2005)2

ze ci udokumentowali, że zewnątrzkomórkowa α-synukleina zwiększa 

obumieranie komórek dopaminergicznych w hodowli mieszanej 

neurony/mikroglej, a pozostaje bez wpływu na przeżywalność samych 

neuronów (Zhang i wsp., 2005). Badania te wskazują, że oddziaływanie ASN 

mikroglejem powoduje aktywację tych komórek, co skutkuje 
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neurotoksycznością. Inne badania wykazały, że ASN stymuluje uwalnianie 

czynników prozapalnych, takich jak ICAM-1 (ang. intercellular adhesion 

molecule) oraz interleukina-6 z ludzkich astrocytów i ludzkich 

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

Zewnątrzkomórkowa α-synukleina jest usuwana z przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej na drodze dwóch mechanizmów. Pierwszy z nich 

polega na proteolitycznej degradacji tego białka przez zewnątrzkomórkowe 

enzymy. ASN uwolniona z komórek jest cięta przez metaloproteazy 

występujące w macierzy zewnątrzkomórkowej (Sung i wsp., 2005). Prowadzi 

to do p p

a 

 (Ueda i wsp., 

dkładany 

jest w centralnej części blaszek starczych, podczas gdy Aβ występuje 

zarówn

owstawania krótkich eptydów, które indukują agregację i zwiększają 

toksyczność α-synukleiny. Drugim sposobem na usunięcie 

zewnątrzkomórkowej puli α-synukleiny jest jej wychwyt zwrotny. W 

badaniach przeprowadzonych in vitro udowodniono, że α-synukleina jest 

pobierana zarówno przez neurony, jak i komórki mikrogleju (Ahn i wsp., 

2006; Sung i wsp., 2001; Zhang i wsp., 2005). Mechanizm tego zjawiska nie 

jest do końc sprecyzowany. Podczas gdy jedne badania sugerują, ze 

wychwyt α-synukleiny zachodzi na drodze endocytozy zależnej od białka 

Rab5A (Sung i wsp., 2001), inne wskazują na internalizację nie-endocytarną 

(Ahn i wsp., 2006). Lee i wsp., (2008) uważają, że wychwyt zwrotny 

zewnątrzkomórkowej ASN zależy od stopnia agregacji tego białka. Oligomery 

i agregaty są pobierane na drodze endocytozy, a formy monomeryczne mogą 

swobodnie dyfundować do komórki przez błonę komórkową.  

Znaczenie α­synukleiny w patologii choroby Alzheimera 

W roku 1993 z płytek starczych mózgów pacjentów z chorobą 

Alzheimera oprócz Aβ wyizolowano również 35-cio aminokwasowy peptyd 

NAC, który stanowi centralny fragment białka α-synukleiny

1993). Badania immunohistochemiczne wykazały, że peptyd NAC o

o w ich centrum jak i w części peryferyjnej (Masliah i wsp., 1996). 

Stosunek NAC do Aβ w blaszkach starczych oszacowano na mniejszy niż 

1:10 (Ueda i wsp., 1993). W kolejnych badaniach stwierdzono, że peptyd 

NAC wykazuje silną tendencję do tworzenia struktury β-harmonijki i 

włókien amyloido-podobnych (Iwai i wsp., 1995). W badaniach in vitro 

zarówno ASN, jak i peptyd NAC, wchodzą w bezpośrednią interakcję z 
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peptydami Aβ i zwiększają ich agregację (Han et al., 1995; Yoshimoto et al., 

1995). ASN poprzez C-końcową część domeny NAC (aa 81-95) (Yoshimoto et 

al., 1995) (Rycina 13), jak również poprzez domenę N-końcową (Jensen i 

wsp., 1997) wiąże się z Aβ 1-38. Ostatnie dane pokazały, że Aβ i ASN ko-

lokalizują we frakcjach pęcherzykowych i błonowych, a Aβ stabilizuje 

oligomery ASN, co skutkuje tworzeniem struktur przypominających pory 

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

Obecności peptydu NAC w blaszkach starczych, u rodzin dotkniętych 

AD nie towarzyszyły zmiany w genie kodującym α-synukleinę (Brookes i St.

Clair, 1994; Campion i wsp., 1995). Na podstawie wszystkich wyników 

sugerowano, że peptyd NAC może brać udział w procesie agregacji Aβ, ale 

nie jest pierwotnym czynnikiem p

 

rzyczyniającym się do powstawania 

blasze

 

enę NAC (zmodyfikowano wg Yoshimoto i wsp., 

1995).  

Badania immunohistochemiczne potwierdzają obecność NAC w 

blaszkach starczych, ASN jest natomiast obecna w synapsach oraz 

zdegenerowanych neurytach  blaszki starcze (Masliah i wsp., 

ią 

aje, na jakiej drodze peptyd NAC jest uwalniany i nagromadza się w 

przest

k starczych (Ueda i wsp., 1993).  

Rycina 13 Wiązanie ASN z Aβ poprzez dom

otaczających

1996; Ueda i wsp., 1993). Do chwili obecnej nie w pełni wyjaśnioną kwest

pozost

rzeni pozakomórkowej. Badania ostatnich lat wskazują, że związana z 

błoną komórkową α-synukleina może wchodzić w interakcje z 

zewnątrzkomórkowym Aβ, a w wyniku tej interakcji dochodzi do aktywacji 

procesów prowadzących do uwalniania peptydu NAC (Mandal i wsp., 2006). 
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Ponadto ASN uwolniona do przestrzeni zewnątrzkomórkowej może być 

również cięta przez metaloproteazy z uwolnieniem peptydu NAC (Sung i 

wsp., 2005). 

Podczas gdy akumulacja NAC w blaszkach starczych wydaje się być 

stosunkowo późnym zdarzeniem, patologiczne zmiany α-synukleiny mogą 

zachodzić w początkowym stadium choroby i dotyczą głównie zwiększenia 

ekspresji tego białka we wczesnym etapie rozwoju niektórych form AD (Iwai 

i wsp., 1996). W przeciwieństwie do ASN, poziom innych synaptycznych 

białek

w charakteryzuje 

się o

 (np. synaptofizyny) obniża się stopniowo wraz z rozwojem choroby, co 

sugeruje, że utrata zakończeń nerwowych jest wczesnym i niezwykle 

istotnym objawem patologii AD (Iwai i wsp., 1996; Masliah i wsp., 1996). 

Ponadto warto zauważyć, że podczas, gdy peptyd NAC, produkt degradacji 

ASN występuje w znacznych ilościach w rdzeniu blaszek starczych, nie 

stwierdzono tam obecności innych białek synaptycznych.  

W przeciągu ostatnich lat doniesienia wielu grup badawczych 

pokazują, że u ponad 60% chorych z idiopatyczną chorobą Alzheimera 

wykrywa się ciała Lewy’ego w mózgu, głownie w jądrze migdałowatym 

(Mikolaenko i wsp., 2005; Jellinger, 2004). Analiza pacjentów z zespołem 

Downa wykazała, że ponad połowa badanych przypadkó

becnością LB, które towarzyszą uszkodzonym zakończeniom 

synaptycznym również w obszarze jądra migdałowatego (Lippa i wsp., 1999). 

Obecnie formę otępienia, którą charakteryzuje obecność zarówno blaszek 

starczych, jak i LB w mózgu nazywamy wariantem choroby Alzheimera z 

ciałami Lewy’ego (LBV) (Petersen i wsp., 1998). Chociaż stopień zaburzenia 

poznawczego u pacjentów z LBV jest porównywalny z obserwowanym w AD, 

to jednak obecność LB przyspiesza rozwój objawów ze strony układu 

pozapiramidowego (Lopez i wsp., 2000). Badania histopatologiczne mózgów 

pacjentów z LBV wykazały obecność LB nie tylko w zdegenerowanych 

neurytach otaczających blaszki starcze, ale również stwierdziły 

występowanie agregatów ASN w ciele neuronu (Wirths i wsp., 2000). 

Ponadto Szpak i wsp. (2001) pokazali, że LB są obecne również w pniu i 

korze mózgu większości zbadanych pacjentów z AD. Oprócz ciał Lewy’ego, w 

mózgach chorych zarówno na AD jak i LBV zidentyfikowano również inne 

wtręty zawierające ASN, charakteryzujące się odmiennymi właściwościami. 

W przeciwieństwie do LB były mniejsze, miały niejednorodną powierzchnię 
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oraz nie zawierały ubikwityny (Mukaetova-Ladinska i wsp., 2000). 

Występowanie tego typu agregatów ASN stwierdzono głównie w komórkach 

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

 

 

Rycina 14 Interakcje ASN z Aβ prowadzą do wytworzenia porów w membranie (Crews i wsp., 

2009).  
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Założenia i cel pracy 
Współczesna hipoteza dotycząca chorób neurodegeneracyjnych 

zakłada, że kluczową rolę w powstawaniu i rozwoju tych zaburzeń 

odgrywają zmiany konformacyjne białek. W wyniku działania licznych 

czynników może dochodzić do zmiany prawidłowej struktury alfa na formę 

β-kartki. Zmiany konformacji białek zwiększają ich oporność na działanie 

enzymów proteolitycznych i przyczyniają się do ich oligomeryzacji, 

fibrylizacji i w konsekwencji do tworzenia nierozpuszczalnych złogów. 

Uważa się, że dimery i trimery stanowią najbardziej toksyczne formy. 

Oligomery białkowe mogą mieć różny skład i lokalizację w neuronie. Do 

chwili obecnej mechanizm procesu „oligomeryzacji” nie jest poznany. 

Charakterystycznymi złogami odkładanymi w chorobie Parkinsona są ciała 

Lewy’ego, których głównym składnikiem jest α-synukleina. Agregaty α-

synukleiny towarzyszą również innym chorobom neurodegeneracyjnym. 

Występują przede wszystkim w chorobie Alzheimera, ale również w 

otępieniu starczym z ciałami Lewy’ego, w chorobie Hallervordena-Spatza, w 

zaniku wieloukładowym i w innych chorobach zwanych synukleinopatiami. 

Dane ukazujące się na przestrzeni ostatnich 20 lat pokazały, że w 

patologiach tych ASN jest nie tylko markerem, ale przede wszystkim 

istotnym czynnikiem patogennym. Wcześniejsze badania skupiały jednakże 

uwagę wyłącznie na patologicznym działaniu wewnątrzkomórkowej ASN, 

gdyż jest ona typowym białkiem cytozolowym, a jej patologiczne wtręty 

występują przede wszystkim wewnątrzkomórkowo. Przełom w dziedzinie 

synukleinopatii stanowiły badania Borghi i wsp. (2000) oraz El-Agnafa i 

wsp. (2003), w których wykazano obecność ASN w przestrzeni 

pozakomórkowej, zarówno w płynie mózgowo-rdzeniowym, jak i w osoczu 

krwi. Faktem jest, że w miarę rozwoju neurodegeneracji patologia ciał 

Lewy’ego rozszerza się na poszczególne regiony mózgu. Istnieje zatem 

prawdopodobieństwo, że uwolniona zewnątrzkomórkowo ASN może mieć 

istotny udział w rozprzestrzenianiu się i w rozwoju nowych ognisk 

chorobowych w mózgu. 

Wiadomo, że zewnątrzkomórkowe podanie α-synukleiny działa 

neurotoksycznie, jednakże mechanizm jej działania nie został poznany. 

Nasze poprzednie dane pokazały, że ASN działająca zewnątrzkomórkowo 
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powodowała zaburzenie przekaźnictwa dopaminergicznego. Istnieje więc 

prawdopodobieństwo, że białko to może wpływać na liczne procesy zależne 

od aktywacji receptorów w błonie komórkowej. Ostatnie dane sugerują 

również prionowe właściwości ASN. Uwolniona w wyniku egzocytozy, lub 

procesu neurodegeneracji ASN łatwo przyjmuje konformację β-kartki i może 

działać zewnątrzkomórkowo oraz przedostawać się do wnętrza zarówno 

neuronów jak i komórek glejowych na drodze dwóch mechanizmów 

zależnych od jej stężenia i stopnia agregacji. Jeśli ASN osiągnie odpowiednio 

wysokie stężenie wewnątrz neuronu, może dochodzić do powstawania 

toksycznych oligomerów, które mogą powodować obumieranie komórek. 

Odkrycie peptydu NAC jako drugiego, po Aβ składnika blaszek starczych w 

chorobie Alzheimera wskazuje, że zarówno zewnątrzkomórkowy NAC jak i 

jego białko prekursorowe, α-synukleina mogą mieć istotne znaczenie w 

procesie neurodegeneracji.  

Dane ostatnich lat wskazują, że uwalnianie ASN do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej może stanowić kluczowy mechanizm odpowiedzialny 

za rozprzestrzenianie się i rozwój patologicznych zmian w mózgu (Desplats 

et al., 2009). W związku z tym poznanie zewnątrzkomórkowego działania 

ASN może przyczynić się do lepszego zrozumienia mechanizmu jej działania 

i zaproponowania punku uchwytu dla opracowania skuteczniejszej terapii 

chorób neurodegeneracyjnych. 

Celem prezentowanej pracy było: 

Zbadanie molekularnych mechanizmów odpowiedzialnych za 

toksyczne działanie zewnątrzkomórkowej α-synukleiny, ze 

szczególnym uwzględnieniem jej wpływu na procesy wolnorodnikowe i 

funkcję mitochondriów oraz na uwalnianie i toksyczność peptydów 

amyloidu beta. 

Cel ten został realizowany poprzez następujące zadania szczegółowe: 

1. Zbadanie wpływu zewnątrzkomórkowej ASN w aktywacji 

stresu nitrozacyjnego i w mechanizmach uwalniania NO w 

skrawkach i we frakcji zakończeń synaptycznych kory z hipokampem 

mózgu szczura oraz w komórkach hipokampa HT22, z 

uwzględnieniem zmian w aktywności i ekspresji poszczególnych 

izoform syntazy tlenku azotu (NOS). 
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2. Zbadanie wpływu ASN i peptydu NAC działających 

zewnątrzkomórkowo na poziom wolnych rodników, w tym NO, oraz 

aktywność i poziom białka polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP), 

funkcję mitochondriów oraz mechanizm obumierania komórek 

dopaminergicznych PC12. 

3.  Zbadanie znaczenia ASN w uwalnianiu i toksyczności 

peptydów amyloidu beta w komórkach PC12 transfekowanych 

ludzkim genem dla białka prekursorowego amyloidu beta (APP).  

4. Zbadanie działania wybranych związków o działaniu 

protekcyjnym w zapobieganiu toksyczności ASN i NAC. 
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Zwierzęta doświadczalne  

Do doświadczeń używano dorosłych samców szczurów szczepu 

Wistar, w wieku 3 miesięcy i masie ciała około 250 g. Zwierzęta pochodziły z 

hodowli prowadzonej w IMDiK PAN, w Warszawie. Zwierzęta hodowano w 

warunkach stabilnej temperatury, wilgotności oraz wolnego dostępu do 

wody i pożywienia. Doświadczenia z udziałem zwierząt były wykonywane 

zgodnie z zasadami prawa etycznego, zgodnego z Konwencją Europejską na 

podstawie zezwolenia wydanego przez IV Lokalną Komisję Etyczną do Spraw 

Doświadczeń na Zwierzętach, z siedzibą w Narodowym Instytucie Leków w 

Warszawie. 

Przygotowanie materiału do doświadczeń i analiz 

Zwierzęta dekapitowano, izolowano mózg, a następnie na schłodzonej 

do temperatury 4˚C szalce Petriego preparowano półkule mózgowe w celu 

usunięcia opon, naczyń oraz istoty białej. Następnie izolowano korę mózgu, 

hipokamp i prążkowie. 

Preparatyka skrawków 

Z wyizolowanych części mózgu (kora mózgu i hipokamp) 

otrzymywano skrawki o wymiarach 0,35 x 0,35 mm na stoliku schłodzonym 

do temperatury 4°C przy użyciu aparatu Mc Illwaina. Następnie skrawki 

zawieszano w buforze Krebs-Henseleit (KRBS) o składzie: 120 mM NaCl;  

5 mM KCl; 1,2 mM MgSO4; 1,2 mM KH2PO4; 25 mM NaHCO3 i 10 mM 

glukoza, równoważonym karbogenem (mieszanina 95%O2 i 5%CO2) do 

uzyskania pH 7,4 i używano do odpowiednich doświadczeń z udziałem ASN 

i peptydu NAC.  

Przygotowanie homogenatu  

Wyizolowaną korę mózgową z hipokampem lub prążkowie dorosłych 

szczurów homogenizowano ręcznie w temperaturze 4°C w szklanym 

homogenizatorze Dounce’a (czternaście przesuwów tłoka, typ B) w medium 

izolacyjnym zawierającym 0,25 M sacharozę, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA,  
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1 mM DTT, inhibitory proteaz (CompleteTM) oraz 10 mM bufor Tris-HCl, pH 

7,4. Otrzymany 10% homogenat używano do doświadczeń. 

Preparatyka frakcji synaptozomalno­mitochondrialnej  

Frakcję synaptozomalną otrzymywano metodą flotacyjną, opisaną 

przez Morel i wsp. (1998). Wyizolowaną korę mózgową z hipokampem 

homogenizowano ręcznie w temperaturze 4°C, w medium izolacyjnym 

zawierającym 0,32 M sacharozę, 1 mM EDTA, oraz 10 mM bufor Tris-HCl 

pH 7,4. Homogenizację przeprowadzono w szklanym homogenizatorze 

Dounce’a, typ A (czternaście przesuwów tłoka). Otrzymany homogenat 10% 

wirowano dwukrotnie przez 10 min przy 1300 x g w temperaturze 4ºC. 

Następnie osad (P1) odrzucano, a uzyskany nadsącz wirowano 17 min przy 

17000 x g w temperaturze 4°C. Nadsącz odrzucano, a otrzymany osad 

stanowiący frakcję synaptozomalno- mitochondrialną używano do dalszych 

badań. 

Komórkowe modele badawcze 

Materiał do badań stanowiły hodowane in vitro unieśmiertelnione 

mysie komórki hipokampa (HT22) oraz komórki szczurzego guza 

chromochłonnego (Pheochromocytoma, PC12). Linie te, dzięki dużej 

stabilności fenotypu i praktycznie nieograniczonej zdolności proliferacji 

stanowią uznane modele w badaniach in vitro.  

Immortalizowane mysie komórki hipokampa (HT22) 

Immortalizowane mysie komórki hipokampa HT22 uzyskano od Prof. 

Davida Schuberta z Salk Institute for Biological Studies, La Jolla. Komórki 

HT22 otrzymuje się z mysich neuronów hipokampa unieśmiertelnionych w 

wyniku inkubacji z onkogenem wrażliwym na temperaturę. W temperaturze 

39°C działanie tegoż onkogenu zostaje wyeliminowane, a komórki 

zachowują charakterystyczne cechy zróżnicowanych neuronów (Frederiksen 

i McKay, 1988). Linia ta hodowana była w standardowej pożywce DMEM 

(Eagle’a) (Sigma) z dodatkiem 10% płodowej surowicy cielęcej (FCS) 

inaktywowanej w 56°C, zawierającej 2 mM glutaminę i antybiotyki (50 

jednostek/ml penicyliny, 50 µg/ml streptomycyny). Hodowle prowadzono w 

sterylnych jednorazowych plastikowych szalkach lub płytkach 
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zawierających 24 dołki (Falcon), w inkubatorze w temperaturze 37°C, w 

atmosferze nasyconej parą wodną i zawierającej 5% CO2.  

Komórki pheochromocytoma (PC12) 

Komórki szczurzego guza chromochłonnego (pheochromocytoma, 

PC12) uzyskano z Zakładu Farmakologii Biocentrum Uniwersytetu we 

Frankfurcie nad Menem w Niemczech. Komórki te były stabilnie 

transfekowane ludzkim genem białka prekursorowego amyloidu β (APP) 

dzikiego typu (APPwt) lub z mutacją typu szwedzkiego (APPsw, 

K670M/N671L), a w przypadku komórek kontrolnych, samym wektorem. 

Transfekcję wykonano przy użyciu techniki FUGENE (Roche Diagnostics 

GmbH). Gen kodujący APP znajdował się pod kontrolą promotora CMV. 

Wektor zawierał również geny oporności na gentamycynę. W przypadku 

komórek PC12, taka transfekcja powoduje wzrost ekspresji białka 

prekurosrowego APP ludzkiego i produkcji Aβ, którego poziom jest 

podwyższony ok. 3-krotnie w komórkach APPwt i ok. 5-krotnie w 

komórkach APPsw (Chalimoniuk i wsp., 2007). Komórki APPwt, APPsw i 

kontrolne hodowane były w standardowej pożywce DMEM (Eagle’a) (Sigma) 

z dodatkiem inaktywowanych w 56°C surowic: 10% płodowej cielęcej (FBS) i 

5% końskiej (HS), 2 mM glutaminy i antybiotyków (50 jednostek/ml 

penicyliny, 50 µg/ml streptomycyny i 400 µg/ml G418). Hodowle 

prowadzono w sterylnych jednorazowych plastikowych szalkach lub 

płytkach zawierających 24 dołki (Falcon), w inkubatorze w temperaturze 

37°C, w atmosferze nasyconej parą wodną i zawierającej 5% CO2.  

Morfologię komórek w trakcie hodowli, a następnie po podaniu 

czynników farmakologicznych obserwowano w mikroskopie świetlnym 

Olympus CKX41. 

Bank komórek przechowywano w stanie zamrożonym w temperaturze 

-80°C (do bieżącego użytku) oraz w ciekłym azocie (w celu dłuższego 

przechowywania), w pożywce o składzie: 50% FBS, 40% DMEM, 10% 

DMSO. 

Zastosowane warunki doświadczalne  

Do momentu rozpoczęcia eksperymentu komórki pasażowano co 4 

dni. Przy pasażowaniu komórek stosowano 0,25% roztwór trypsyny z 0,02% 

EDTA (Sigma). Do zaplanowanego doświadczenia komórki wysiewano z 
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gęstością 1-1,5 x 106 komórek na szalkę o średnicy 10 cm lub 0,5 x 106 

komórek na szalkę o średnicy 3,5 cm lub 1 x 105 komórek do dołka na 

płytkach 24-dołkowych. W 24 godz. po wysianiu pożywki hodowlane 

wymieniano na pożywki zawierające 2% FCS oraz 2 mM glutaminę i 

antybiotyki w stężeniach takich jak w mediach hodowlanych. Następnie 

komórki traktowano badanymi związkami i inkubowano przez 4, 6, 8, 24, 

lub 48 h w 37ºC. W celu farmakologicznej modyfikacji reakcji komórek na 

dodane czynniki do medium dodawano odpowiednie związki lub inhibitory. 

Przygotowanie materiału do oznaczeń immunochemicznych  

Komórki na szalkach płukano dwukrotnie za pomocą PBS, 

zawieszano w buforze Tris-HCl o pH 7,4 zawierającym inhibitory proteaz 

Complete (Roche Diagnostics GmbH), zeskrobywano z szalek i sonifikowano. 

Tak przygotowany materiał przechowywano w -20°C i używano do oznaczeń 

immunochemicznych (Western Blot). 

Otrzymywanie ekstraktu komórkowego  

Komórki hodowane na szalkach o średnicy 3,5 cm trzykrotnie 

płukano buforem PBS, zeskrobywano, a następnie zawieszano w 150μl 

buforu do lizy o składzie 50 mM HEPES, pH 7,4; 5 mM CHAPS, 5 mM DTT, 

homogenizowano strzykawką i inkubowano przez 20 minut w 4°C. 

Uzyskany w ten sposób homogenat odwirowywano przy 14000 x g przez 15 

min. Uzyskany supernatant będący ekstraktem komórkowym 

przechowywano w -70°C i używano do oznaczeń aktywności kaspazy-3, 

natomiast osad wykorzystano do oznaczeń Western Blot. 

Przygotowanie α­synukleiny i peptydu NAC oraz ocena struktury 

drugorzędowej α­synukleiny 

Przygotowanie α­synukleiny i peptydu NAC 

α-Synukleinę (ASN, rPeptide) i peptyd NAC (Sigma) rozpuszczano w 

wodzie dejonizowanej i bidestylowanej w stężeniu 100 μM i używano 

bezpośrednio do doświadczeń. 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  α­synukleiny  na  podstawie  elektroforezy  w 

warunkach denaturujących i immunodetekcji metodą Western Blot  

Rozdział elektroforetyczny α-synukleiny w warunkach 

denaturujących prowadzono według metody Schäggera i von Jagowa (1987) 

używając aparatu do elektroforezy firmy BIO-RAD. Białka nie agregowane 

lub poddane agregacji mieszano z taką samą objętością buforu Laemmli 

(62,5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 20 % glicerol, 2% SDS, 100 mM DTT oraz  

0,2 mM błękit bromofenolu) i umieszczano na 5 min w bloku grzejnym w 

temperaturze 95°C. Po schłodzeniu, niewielką ilość próby zawierającą 5 μg 

peptydu nanoszono do studzienek elektroforetycznych w żelu 

poliakrylamidowym i przeprowadzono elektroforezę. Używano żeli 

poliakrylamidowych o grubości 1 mm. Do rozdziału peptydów używano 

akrylamidu zawierającego 3% bis-akrylamid jako czynnik sieciujący. Żel 

rozdzielający zawierał 15% akrylamidu, 1 M Tris-HCl, pH 8,43 oraz 0,1 % 

SDS. Żel zagęszczający składał się z 4% akrylamidu, 0,1 % SDS oraz 0,74 M 

Tris-HCl, pH 6,8. Inicjację reakcji polimeryzacji uzyskiwano dodając 

nadsiarczan amonowy i TEMED (odpowiednio 33,3 mg i 33 μl w przeliczeniu 

na 100 ml roztworu). Elektroforezę prowadzono przy stałym napięciu 30 V 

przez jedną godzinę, a następnie przy napięciu 90V przez 2 godziny. Po 

elektroforezie białka przenoszono na błonę z polifluorku winylidenu (PVDF, 

Amersham Pharmacia Biotech). Po wykonaniu barwienia białek za pomocą 

roztworu PonceauS, membranę płukano w buforze fosforanowym z 

dodatkiem 0,1% Tween (PBS-T), a następnie inkubowano w 5% roztworze 

odtłuszczonego mleka w 0,3% PBS-T w temperaturze pokojowej przez 1 

godz. w celu zablokowania niespecyficznego wiązania się przeciwciał. 

Następnie błonę inkubowano przez noc w 4 °C w 1% roztworze BSA w 0,1% 

PBS-T zawierającym poliklonalne przeciwciało pierwszorzędowe przeciw α-

synukleinie (Sigma) w rozcieńczeniu 1:1000. Nadmiar przeciwciała 

odpłukiwano 3-krotnie przez 10 minut w PBS-T, a następnie błonę 

inkubowano 1 godz. w 1% roztworze BSA z 5% odtłuszczonym mlekiem w 

PBS-T zawierającym drugorzędowe przeciwciało anty-królicze sprzężone z 

peroksydazą chrzanową w rozcieńczeniu 1:8000. Niezwiązane specyficznie 

przeciwciało usuwano 3-krotnie płucząc błonę przez 10 min w PBS-T. 

Następnie błonę poddawano reakcji chemiluminescencyjnej przy użyciu 
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zestawu firmowego ECL (Amersham Pharmacia Biotech) i wizualizowano 

naświetlając światłoczuły film (Hyperfilm-Kodak, Sigma).  

Analiza Western-Blot wykazała, że α-synukleina niepoddana agregacji 

w większości pozostaje w formie monomerycznej (masa molekularna około 

19 kDa), ale w niewielkim stopniu tworzy dimery o masie molekularnej 37 

kDa. α-Synukleina poddana agregacji częściowo pozostaje w formie 

monomerycznej, ale również tworzy dimery i oligomery o masie molekularnej 

ok. 65 kDa (Rycina 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 15 Analiza Western-Blot oligomerów α-synukleiny. 

α-synukleinę rozpuszczano w wodzie dejonizowanej lub PBS w stężeniu 100 μM i poddawano 

„starzeniu” przez 14 dni w temperaturze 37°C. Do elektroforezy i immunodetekcji Western-Blot 

używano ASN bezpośrednio po rozpuszczeniu (ASNrozp.) lub poddanej 14-dniowej inkubacji 

(ASNzagr.). 

W związku z tym w dalszej pracy w stosunku do α-synukleiny 

poddanej agregacji używa się określenia „zagregowana”, natomiast białko 

niepoddane agregacji określa się jako „rozpuszczalne” bądź 

„niezagregowane”. 
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Ocena fibrylizacji (agregacji) α­synukleiny przy użyciu tioflawiny­T 

Spektrofluorymetrię z użyciem tioflawiny-T (Th-T) zastosowano do 

półilościowej oceny tworzenia włókien zawierających strukturę β−kartki 

przez α-synukleinę i peptyd NAC. Badane peptydy poddawano agregacji w 

sposób opisany powyżej, po czym w odpowiednim przedziale czasowym 10 μl 

roztworu tych peptydów dodawano do 3 μM Th-T w końcowej objętości 300 

μl 50 mM buforu fosforanowego, pH 6,0. Pomiary fluorescencji Th-T 

wykonywano używając spektrofluorymetru LS 50 B (Perkin Elmer) przy 

długości fali światła pobudzającego 450 nm i długości fali światła 

emitowanego 482 mm. Fluorescencję Th-T badano przez 300 sek., a średnia 

wyników po 280 sek., 290 sek. i 300 sek. stanowiła końcowy wynik dla 

danej próbki. Każdą inkubację wykonywano w trzech powtórzeniach 

(Rycina 16) 
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Rycina 16 Oznaczanie stopnia fibrylizacji α-synukleiny. 

α-synukleinę rozpuszczano w wodzie bidestylowanej i dejonizowanej lub PBS w stężeniu 100 μM i 

poddawano „starzeniu” przez 14 dni w temperaturze 37°C w obecności Th-T. W wybranym punkcie 

czasowym 0, 4 ,7 ,11 ,14 dni oznaczano fluorescencję tioflawiny wykazująca ilość włókien ASN.  

 

Charakterystyka i wzory chemiczne stosowanych związków 

W prowadzonych badaniach stosowano następujące związki:  

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

Stosowana w stężeniach 1, 5 i 10 μM  
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2. Peptyd NAC (Sigma) – niezagregowany (patrz: Rozdział III.2). 

Stosowany w stężeniach 1, 5 i 10 μM 

3. Kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA, Sigma) - agonista receptora 

NMDA. Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stężeniu 100 μM. 

4. Nitroprusydek sodu (SNP, Sigma) – donor tlenku azotu. 

Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stężeniu 100 μM.  

5. Staurosporyna (STS, Sigma) – naturalny antybiotyk wyizolowany z 

bakterii Streptomyces staurosporeus. Efekty biologiczne 

staurosporyny wynikają z jej zdolności inhibicji kinaz białkowych, 

przez uniemożliwienie związania ATP przez białko enzymu. 

Stosowana in vitro w celu aktywacji apoptozy komórek. 

Rozpuszczalna w wodzie, stosowana w stężeniu 1 μM.  

 

 

 

 

 

NMDA                                              SNP 

 

 

 

 

 

 

                             Staurosporyna (STS) 

Rycina 17 Wzory chemiczne związków użytych w badaniach. 

W celu modulowania odpowiedzi komórek na badane peptydy 

zastosowano następujące grupy związków: 

1. Antagoniści receptora NMDA: 
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a). Dizocilpina (maleinian (+)-5-metylo-10,11-dihydro-5H-

dibenzo[a,d]cyklohepten-5,10-iminy, MK-801, Sigma)– 

niekompetycyjny antagonista receptora NMDA. Rozpuszczalny w 

wodzie, stosowany w stężeniu 10 μM.  

b). Kwas DL-2-amino-5-fosfonowalerianowy (APV, Sigma) – 

selektywny, kompetycyjny antagonista receptora NMDA. 

Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stężeniu 10 μM.  

 

 

 

 

          MK-801                                     APV           

Rycina 18 Wzory chemiczne antagonistów receptora NMDA użytych w badaniach. 

2. Inhibitory syntazy tlenku azotu (NOS): 

a). 7-nitroindazol (7-NI, Sigma) - inhibitor neuronalnej izoformy NOS 

(Ki = 710 nM). Słaby inhibitor indukowanej izoformy NOS (Ki = 

20μM). Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stężeniu 10μM.  

b). NGnitro-L-arginina (NNLA, Sigma) – inhibitor konstytutywnych 

izoform NOS (Ki = 25 nM dla nNOS; Ki = 90 nM dla eNOS). Słabo 

hamuje również iNOS (Ki = 8,1 mM). Rozpuszczalny w wodzie, 

stosowany w stężeniu 100 μM.  

c).  (4S)-N-(4-amino-5[aminoetylo]aminopentylo)-N’-nitroguanidyna 

(NAAN, Calbiochem) –selektywny inhibitor nNOS (Ki = 120 nM). 

Rozpuszczalny w DMSO, stosowany w stężeniu 50 μM. 

 

 

 

 

 

 

                  7-NI                                                NNLA                 
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                                           NAAN                                      

Rycina 19 Wzory chemiczne inhibitorów NOS użytych w badaniach. 

3. kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy 

(Trolox), – pochodna witaminy E, silny zmiatacz wolnych rodników. 

Zapobiega stresowi oksydacyjnemu wywołanemu przez 

nadtlenoazotyn. Rozpuszczalny w etanolu, stosowany w stężeniu  

1 mM. 

4. Keton Z-Asp(O-Me)-Glu(O-Me)-Val-Asp(O-Me)fluorometylowy  

(Z-DEVD-FMK, Sigma) – nieodwracalny inhibitor kaspazy-3. 

Hamuje również niespecyficznie kaspazę 6, 7, 8 i 10. Rozpuszczalny 

w DMSO, stosowany w stężeniu 100 μM. 

5. 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) – związek o działaniu immunosupresyjnym, 

również bloker megakanałów mitochondralnych. Rozpuszczalny w 

etanolu, stosowany w stężeniu 2 μM. 

6. α-Pifithrin (bromowodorek 2-(2-imino-4,5,6,7-

tetrahydrobenzotiazol-3-yl)-1-p-toliloetanonu, Sigma) – specyficzny 

inhibitor białka p53 (Ki=2,2 nM). Rozpuszczalny w DMSO, 

stosowany w stężeniu 20 μM. 

7. 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 

stężeń od 1 μM do 10 mM nie wykazuje działania 
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antyoksydacyjnego. Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stężeniu 

20 μM. 

8. N-(5-Izopropylotiazol-2-yl)fenyloacetamid (BML-259, Biomol) - silny 

inhibitor Cdk5/p25 (Ki=64 nM). Hamuje rownież Cdk2 (Ki= 98 nM). 

Rozpuszczalny w DMSO, stosowany w stężeniu 10 μM.  

 

  

 

 

 

 

            Trolox                                          α-Pifithrin 

 

 

 

 

 

 

               PJ-34                                         BML-259 

 

 

       Z-DEVD-FMK 
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       Cyklosporyna A 

 

Rycina 20 Wzory chemiczne inhibitorów i antyoksydantów użytych w badaniach. 

Metody radiochemiczne oznaczania aktywności enzymów  

Oznaczanie aktywności polimerazy poli(ADP­rybozy) (PARP)  

Udział ASN i peptydu NAC w modulacji aktywności PARP-1 badano 

w homogenacie z kory mózgu i hipokampa oraz prążkowia zwierząt 

dorosłych. Homogenat inkubowano z badanymi peptydami przez 30 minut 

w łaźni wodnej w temperaturze 37˚C. Po inkubacji oznaczano aktywność 

PARP przy użyciu radioaktywnego substratu [14C]dinukleotydu 

nikotynamidoadeninowego (NAD). Mieszanina reakcyjna w końcowej 

objętości 100 µl zawierała 200 µM (4 x 105 dpm) [Ade-U 14C] NAD 

(specyficzna aktywność: 248mCi/mmol), 100 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM 

MgCl2, 5 mM DTT oraz 200 µg białka. Reakcję przeprowadzano przez 1 

minutę w temperaturze 37˚C. Reakcję zatrzymywano 0,8 ml 25% zimnego 

kwasu trójchlorooctowego (TCA). Następnie próby przesączano pod 

ciśnieniem stosując filtry Whatman GF/B i pięciokrotnie przepłukiwano 3 

ml 5% TCA. Radioaktywność włączonej poli(ADP-rybozy) w białkach 

zatrzymanych na filtrach oznaczano w scyntylatorze Bray’a w liczniku 

scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosując czas zliczania 5 minut.  

Przygotowanie materiału do oznaczenia aktywności syntazy tlenku 

azotu (NOS) 

Udział α-synukleiny, peptydu NAC oraz NMDA w modulacji 

aktywności NOS badano na skrawkach z kory mózgu i hipokampa zwierząt 
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dorosłych. Skrawki równoważono w buforze Krebs-Henseleit (KRBS) z  

1,2 mM MgSO4, bez jonów Ca2+ w środowisku karbogenu przez 90 minut w 

łaźni wodnej z wytrząsaniem o temperaturze 37˚C w celu przywrócenia 

równowagi metabolicznej. Skrawki po stabilizacji były dwukrotnie 

przepłukiwane i zawieszone w buforze Krebs-Henseleit (KRBS) z 2 mM 

CaCl2, bez jonów Mg2+. Następnie skrawki inkubowano z badanymi 

związkami 30 min w 37°C. W eksperymentach z użyciem antagonistów 

receptora NMDA dodatkowo prowadzono 5 minutową pre-inkubację przed 

dodaniem badanych związków. 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 aktywności NOS w badanych liniach 

komórkowych, komórki wysiewano na szalki 3,5 cm. Następnego dnia 

pożywkę wymieniano na pożywkę z niską zawartością surowicy (2% FCS) i 

dodawano badane związki. Po 8h inkubacji komórki płukano trzykrotnie 

buforem PBS i homogenizowano w buforze do lizy identycznym jak w 

przypadku skrawków.  

Oznaczanie aktywności syntazy tlenku azotu (NOS) 

Aktywność syntazy NO oznaczano poprzez pomiar radioaktywnej 

[14C]L-cytruliny powstającej w equi-molarnych ilościach z NO ze znakowanej 

[14C]L-argininy w reakcji katalizowanej przez syntazę NO w obecności 

kofaktorów wg metody opisanej przez Bredta i Syndera (1990) i 

zmodyfikowanej przez Hekera i wsp. (1994).  

Homogenat ze skrawków i komórek (300 μg białka) inkubowano w 

środowisku zawierającym 100 μM [14C]L-argininę [0,1μCi], 2 mM CaCl2, 

1mM NADPH, 15 μM FAD, 10 μM tetrahydrobiopterynę (H4B), 1 μM 

kalmodulinę, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, w końcowej objętości 300 μl. Próby 

zerowe nie zawierały białka. Inkubację prowadzono przez 30 min w 37°C. W 

celu oznaczania aktywności poszczególnych izoform NOS w skrawkach 

mózgu szczura, po homogenizacji każdą próbę rozdzielano na 3 części i 

każdą z nich pre-inkubowano przez 5 min w innych warunkach: 
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A). Inkubacja w buforze bez inhibitorów NOS w celu oznaczenia 

całkowitej aktywności enzymu  

B). Inkubacja w obecności 10 μM 7-nitroindazolu (7-NI) w celu 

zahamowania aktywności neuronalnej izoformy NOS (nNOS) 

C). Inkubacja w obecności 2 mM EGTA i 100 μM NGnitro-L-argininy 

w buforze bez jonów Ca2+ w celu zahamowania konstytutywnych 

izoform NOS (nNOS i eNOS) 

Następnie reakcję przerywano przez dodanie 1 ml zimnego buforu 

100 mM Tris-HCl z 10 mM EGTA, pH 5.5. Po odwirowaniu przy 3000 x g 

przez 10 min, nadsącz (0,5 ml) nanoszono na kolumnę zawierającą 0,5ml 

DowexTM 50WX-8 (w formie Na+) i przemywany dwukrotnie 1 ml wody. 

Radioaktywność [14C]L-cytruliny w eluacie mierzono w scyntylatorze Bray’a 

w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosując czas zliczania 5 

minut. Ilość powstającej radioaktywnej L-cytruliny w wyniku reakcji NOS-u 

obliczano w nmol/mg białka. 

Aktywność poszczególnych izoform NOS obliczano poprzez odjęcie 

od siebie wyników dla poszczególnych wariantów eksperymentalnych A, B 

lub C. Sposób kalkulacji przedstawiono poniżej (Tabela 2): 

Tabela 2 Schemat obliczeń aktywności poszczególnych izoform NOS w skrawkach z mózgu 

szczura: 

Izoforma NOS Metoda obliczenia aktywności 

nNOS A-B 

eNOS Β-C 

iNOS C 

 

Metody spektrofotometryczne  

Oznaczanie zawartości białka  

Zawartość białka w preparacie oznaczano metodą Lowry’ego przy 

użyciu fenolowego odczynnika Folina (Lowry i wsp., 1951). 

Analiza przeżywalności komórek za pomocą testu MTT  

Test MTT jest ilościowym kolorymetrycznym testem, który opiera się 

na fakcie, że tylko żywe, aktywne metabolicznie komórki, mogą 
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przekształcać w swoich mitochondriach sole tetrazoliowe (bromek 3-(4,5-

dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego, MTT) o zabarwieniu 

żółtym do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu o zabarwieniu 

fioletowym. Powstałe kryształy rozpuszczane są w DMSO. Intensywność 

zabarwienia tak otrzymanego roztworu jest wprost proporcjonalna do ilości 

żywych komórek w badanym materiale. Komórki PC12 wysiewano na szalki 

24-dołkowe pokryte polietylenoiminą. Następnego dnia pożywkę wymieniano 

na pożywkę z niską zawartością surowicy (2% FCS) i dodawano badane 

związki oraz odpowiednie inhibitory. Po 48 h pożywkę wymieniano ponownie 

na pożywkę pozbawioną surowicy, dodawano MTT (0,25 mg/ml) i 

inkubowano przez 2 h w 37°C. Następnie pożywkę usuwano, a komórki 

rozpuszczano w DMSO i mierzono absorbancję przy długości fali 595 nm. 

Metody spektrofluorymetryczne  

Analiza poziomu wolnych  rodników w  cytozolu przy użyciu  sondy 

fluorescencyjnej DCF  

Poziom wolnych rodników badano w oparciu o reakcję 

przekształcenia dwuoctanu 2’,7-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA), 

na skutek wewnątrzkomórkowej deacetylacji, do 2’,7-

dichlorodihydrofluorescyny (H2DCF), która następnie jest utleniana przez 

wolne rodniki do fluorescencyjnej 2’,7-dichlorofluoresceiny (DCF). Test ten 

pozwala analizować wewnątrzkomórkowy poziom wolnych rodników 

tlenowych (Royall i Ischiropoulos, 1993). 

Świeżo wyizolowane synaptoneurozomy były inkubowane z badanymi 

związkami w obecności H2DCF-DA (15 μM) w buforze Locke’a pH 7,2 (NaCl, 

154 mM; KCl, 5,6 mM; CaCl2, 2,3 mM; MgCl2, 1,0 mM; NaHCO3, 3,6 mM; 

Hepes, 5 mM; glukoza, 5 mM) przez 30 min., w 37°C w ciemności. 

Następnie mieszaninę inkubacyjną wirowano przy 14000 obr./min przez 5 

min. i ponownie zawieszano w buforze Locke’a. Synaptosomy inkubowano w 

obecności α-synukleiny oraz NAC w końcowej objętości 200 μl przez 30min., 

w atmosferze karbogenu, w 37°C, w ciemności. Fluorescencję DCF 

oznaczano przed i po inkubacji przy użyciu spektrofluorymetru LS-50B, 

przy długości fali pobudzającej 488nm i emitowanej 530nm . 

Komórki PC12 wysiewano na szalki 24-dołkowe pokryte 

polietylenoiminą. Następnego dnia pożywkę wymieniano na pożywkę z niską 
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zawartością surowicy (2% FCS) i dodawano badane związki. Po 4 h 

inkubacji do pożywki dodawano 10μM H2DCF-DA (Sigma) i inkubowano 

przez 50 min w 37°C. Następnie komórki płukano trzykrotnie buforem PBS. 

Fluorescencję DCF mierzono przy użyciu spektrofluorymetru Perkin Elmer 

LS 50B przy długości fali pobudzenia 488 nm i emisji 525 nm. Wynik 

wyrażono jako intensywność fluorescencji. 

Badanie aktywności kaspazy­3 

Aktywność kaspazy-3 analizowano metodą fluorymetryczną z 

użyciem zestawu CASP-3-F firmy Sigma. Metoda wykorzystuje 

pseudosubstrat acetylo-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylokuumarynę (Ac-

DEVD-AMC; odwzorowujący miejsce cięcia w PARP: Asp-Glu-Val-Asp) i 

specyficzny inhibitor kaspazy-3 (Ac-DEVD-CHO). Frakcję cytozolową z 

komórek (około 300 μg białka) inkubowano 120 min. w obecności Ac-DEVD-

AMC (16,66 μM) w roztworze zawierającym 5 mM DTT, 2 mM EDTA, 0,1 % 

CHAPS, 20 mM HEPES pH 7,4 w temperaturze pokojowej. Równolegle z 

próbą badaną wykonywano oznaczenie w obecności inhibitora kaspazy 3 

(Ac-DEVD-CHO; 2 μM). Pomiar stężenia fluorescencyjnego produktu 

uwolnionego w wyniku reakcji katalizowanej przez kaspazę 3 (7-amido-4-

metylokumaryna) przeprowadzono po zakończonej inkubacji za pomocą 

spektrofluorymetru Perkin-Elmer LS50B przy długości fali pobudzającej Ex: 

360 nm i emitowanej Em: 460 nm. Aktywność kaspazy 3 wyliczano na 

podstawie krzywej wzorcowej AMC. 

Metody immunochemiczne  

Immunochemiczna detekcja białek metodą Western Blot  

Immunochemiczną metodą Western Blot oznaczano poziom białka 

PARP, Bid oraz β-aktyny. Homogenat lub zgrubną frakcję jądrowo-

mitochondrialną (40 μg białka) mieszano z buforem denaturująco-

obciążającym Laemmli (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 20 % glicerol, 2% SDS, 

100 mM DTT oraz 0,2 mM błękit bromofenolu). Próbki następnie ogrzewano 

przez 5 min w temp. 95°C. Białka rozdzielano na żelu poliakrylamidowym i 

przenoszono na błonę z polifluorku winylidenu (PVDF, Amersham 

Pharmacia Biotech). Po wykonaniu barwienia białek za pomocą roztworu 

Ponceau S, membranę płukano w odpowiednim buforze, a następnie 

inkubowano w roztworze odtłuszczonego mleka lub BSA (Sigma) w 
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temperaturze pokojowej przez 60 min w celu zablokowania niespecyficznego 

wiązania się przeciwciał (szczegółowe warunki reakcji dla poszczególnych 

białek podano w Tabela 3). Następnie błonę inkubowano przez noc w 4 °C w 

roztworze zawierającym odpowiednie przeciwciało pierwszorzędowe. 

Nadmiar przeciwciała odpłukiwano 3-krotnie przez 10 minut w 

odpowiednim buforze, a następnie błonę inkubowano 1 godz. w roztworze 

drugorzędowego przeciwciała sprzężonego z peroksydazą chrzanową. 

Niezwiązane specyficznie przeciwciała usuwano 3-krotnie płucząc błony 

przez 10 min w odpowiednim buforze. Następnie błonę poddawano reakcji 

chemiluminescencyjnej przy użyciu zestawu firmowego ECL (Amersham 

Pharmacia Biotech) i wizualizowano naświetlając światłoczuły film 

(Hyperfilm-Kodak, Sigma). Klisze poddawano analizie densytometrycznej 

przy pomocy oprogramowania TotalLab v1.11 (Non Linear Dynamics). Błony 

wykorzystane uprzednio inkubowano 30 min. w roztworze 1% SDS i 50 mM 

glicyny-HCl o pH 2,0 w celu usunięcia związanych przeciwciał i płukano 3 x 

15 min w TBS-Tween, po czym używano do kolejnych oznaczeń 

immunochemicznych. 

Tabela 3 Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczególnych oznaczeń. 

Oznaczane 
białko 

Gęstość 
żelu 

Bufor Blokowanie Przeciwciało 1-rzędowe Przeciwciało 
2-rzędowe 

PARP-1 7,5% PBS-
Tween 

1% BSA Mysie, 
monoklonalne, 
przeciw PARP-
1 (C-2-10), 
Sigma P248 

1:500 w 0,5% 
BSA w PBS-
Tween 

Antymysie 
Amersham 
Pharmacia 
Biotech 
NA931V 
1:2500

β-aktyna 7,5% 
lub 
10% 

TBS-
Tween 

5% mleko 
odtłuszczone 

Mysie, 
monoklonalne 
(C4), MP 
Biomedicals, 
69100 

1:400 w 0,1% 
BSA w PBS-
Tween 

Antymysie 
Amersham 
Pharmacia 
Biotech 
NA931V 
1:1000 

 

TBS-Tween – bufor Tris o składzie 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,6;  PBS-Tween 

– bufor fosforanowy o składzie 140 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, Tween-20 0,1%, 

pH 7,4;  BSA - albumina z surowicy bydlęcej, wolna od kwasów tłuszczowych 
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Oznaczanie poziomu amyloidu beta 1­40 przy użyciu metody ELISA  

Komórki hodowano na szalkach 35-mm, a następnie poddawano 

działaniu α-synukleiny lub peptydu NAC. Po upływie 48-godzin medium 

komórkowe zostało przeniesione do probówek i odwirowane 10000 x g przez 

5 min. Stężenie Aβ 1-40 w medium komórkowym oznaczano metodą ELISA 

z użyciem odpowiedniego zestawu (The Genetics Company) zgodnie z 

zaleceniami producenta. Aβ 1-40 wiąże się z przeciwciałem umieszczonym 

na płytce, które selektywnie rozpoznaje i wiąże N-koniec peptydu Aβ 1-40. 

Powstały koniugat jest następnie związany przez kompleks Biotyna-

Streptawidyna-Enzym. W końcowym etapie reakcji ELISA związany enzym 

przeprowadza bezbarwny substrat w kolorowy produkt, którego absorbancję 

mierzono w ciągu 30 min za pomocą czytnika mikropłytek Bio-rad 3550-UV 

przy długości fali 450 nm. Stężenie Aβ wyrażone w pg/ml wyliczano na 

podstawie krzywej wzorcowej sporządzonej z syntetycznego Aβ. 

Oznaczanie poziomu ciętego PARP (Asp214) przy użyciu testu ELISA  

Komórki hodowano na szalkach o średnicy 35-mm, a następnie 

poddawano działaniu α-synukleiny. Po upływie 24-godzin komórki płukano 

buforem PBS a następnie zawieszano w 150μl buforu do lizy o składzie 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 β-glicerolu, 1 mM Na3VO4, 1 

μg/ml leupeptyna (Cell Signalling) i inkubowano przez 5 min w 4°C. 

Uzyskaną w ten sposób zawiesinę zeskrobywano, sonifikowano i 

odwirowywano z prędkością 1000 x g przez 10 min. 

Stężenie 89-kDa fragmentu PARP (Asp 214) w uzyskanym nadsączu 

oznaczano metodą ELISA z użyciem odpowiedniego zestawu (Cell Signalling) 

zgodnie z zaleceniami producenta. Fragment ten wiąże się z przeciwciałem 

umieszczonym na płytce, które je selektywnie rozpoznaje. Powstały koniugat 

jest związany przez specyficzne p-ciało pierwszorzędowe, a powstały 

kompleks jest następnie łączony z drugorzędowym przeciwciałem 

sprzężonym z peroksydazą chrzanową. W końcowym etapie reakcji ELISA 

związany enzym przeprowadza bezbarwny substrat w kolorowy produkt, 

którego absorbancję mierzono w ciągu 30 min za pomocą czytnika 

mikropłytek Bio-rad 3550-UV przy długości fali 450 nm. Stężenie 85-kDa 

PARP wyrażono w procentach kontroli. 
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Analiza ekspresji genów 

Izolacja RNA  

Całkowite RNA izolowano z komórek w warunkach sterylnych, 

zmodyfikowaną metodą Chomczyńskiego i Sacchi (1987), używając 

odczynnika TRI-reagent (Sigma). Komórki rosnące na szalkach o średnicy 

35 mm płukano dwukrotnie buforem PBS, a następnie zawieszano w 1 ml 

odczynnika TRI-reagent i odstawiano na 5 minut. Następnie, do 1 ml 

homogenatu dodawano 200 μl 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. Górną fazę wodną zawierającą RNA 

przenoszono do nowej probówki, dodawano 500 μl 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 

próbek, osad RNA zawieszano w 30 μl wody pozbawionej RNAz (Promega 

Corporation). Następnie mierzono ilość otrzymanego RNA metodą 

spektrofotometryczną przy długości fali 260 nm, oraz zanieczyszczenie RNA 

białkami i DNA przy długości fali 280 nm. Stosunek OD260/OD280 wynosił 

od 1,7 do 2,0. Ilość RNA oznaczano w aparacie spektrofotometrycznym 

NanoDrop.  

W celu oczyszczenia wyizolowanego wcześniej mRNA z pozostałości 

DNA komórkowego do probówek 1,5 ml przenoszono 5 μg mRNA i 

uzupełniano odczynnikami do trawienia DNA firmy Promega Corporation do 

10 μl. Po przygotowaniu mieszaninę reakcyjną inkubowano 15 min w RT. 

Następnie dodano 1 μl Stop solution i dalej prowadzono inkubację przez 10 

min w 70ºC. Po zakończeniu reakcji próbki przenoszono do lodu. 

Reakcja odwrotnej transkrypcji 

Całkowite wyizolowane RNA (1 μg) było matrycą dla działania 

odwrotnej transkryptazy. W reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano 

DNA komplementarne (cDNA) do mRNA. Reakcję odwrotnej transkrypcji 

przeprowadzano w 42°C przez 15 min przy użyciu zestawu odczynników 

firmy Promega Corporation, w końcowej objętości 20 μl. W celu inaktywacji 

odwrotnej transkryptazy, po zakończeniu reakcji, mieszaninę reakcyjną 
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inkubowano przez 5 min w 90°C, a następnie schładzano przez 5 min w 

lodzie. 

Reakcja  łańcuchowa  polimerazy  (ang.  polymerase  chain  reaction, 

PCR) 

Uzyskane cDNA (1μg) amplifikowano metodą PCR używając 

starterów dla eNOS, iNOS i nNOS wykonanych przez firmę Oligo.pl według 

sekwencji komplementarnych do sekwencji uzyskanych z badań 

poprzednich zespołów. Jednocześnie analizowano poziom mRNA kodującego 

konstytutywne białko β−aktynę. Mieszanina do wielokrotnego powielania 

sekwencji DNA (mieszanina PCR) zawierała następujące składniki: 20 μl Taq 

PCR Master MIX Kit (Qiagen, Valencia CA); 1 μg cDNA oraz 20 pmoli 

każdego ze starterów:  

1) nNOS (powielają fragment 400 par zasad) (De Sanctis i wsp., 

1997):  

• 5’-CCTTAGAGAATAAGGAAGGGGGCGGG-3'  

• 5’-GGGCCGATCATTGACGGCGAGAATGATG-3';  

2) eNOS (powielają fragment 260 par zasad) (Strosznajder i wsp., 

2004): 

• 5’- GGGCTCCCTCCTTCCGGCTGC-3' 

• 5’- GGATCCCTGGAAAAGGCG-3' 

3) iNOS (powielają fragment 370 par zasad) (Baylis i wsp., 1999): 

• 5’-GCCTCATGCCATTGAGTTCATCAACC-3' 

• 5’-GAGCTGTGAATTCCAGAGCCTGAAG-3' 

4) β-aktyna (powielają fragment 350 par zasad) (Song i wsp., 1999):  

• 5’-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3' 

• 5’-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3' 

Każdą próbkę uzupełniano wodą do objętości 50 μl. Próbki cDNA z 

mieszaniną PCR były inkubowane w aparacie GeneAmp PCR System 2400 

(Perkin Elmer) w następujących warunkach: wstępna denaturacja (5 min, 

94°C, 1 cykl), denaturacja (1 min, 94°C), asocjacja starterów (2 min, 60°C) i 

wydłużanie łańcucha (3min, 72°C) 35 cykli i faza końcowego wydłużania 

łańcucha (7 min, 72°C). Produkty PCR (10 μl) poddawano elektroforezie w 

2% żelu agarozowym z bromkiem etydyny w buforze TBE (45mM Tris-boran, 

0,1 mM EDTA) przy natężeniu 100V. Poziom ekspresji genu badano w 
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odniesieniu do ekspresji genu kodującego białko β-aktyny. Obraz 

zapisywano przy użyciu systemu Nucleovision firmy Nucleotech, zaś analizę 

densytometryczną prążków przeprowadzano przy pomocy programu 

GelExpert 4.0. 

Real­time PCR 

Zmiany poziomu mRNA genów kodujących białka p53, Cdk-5, p35 

oraz p39 analizowano za pomocą reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. 

real-time PCR). Na matrycy cDNA uzyskanej z 1 μg RNA przeprowadzono 

reakcję PCR w czasie rzeczywistym przy użyciu odpowiednich sond Taq-Man 

(Applied Biosystems). Zastosowano następujące warunki reakcji: (94°C-30 

s, 63°C – 30 sek, 72°C – 45 sek.) x 40 cykli amplifikacji. Każdą próbkę cDNA 

amplifikowano w trzech powtórzeniach. Poziom mRNA wyrażano jako 

względny stosunek próbki badanej do próbki referencyjnej (kalibratora), po 

uprzedniej normalizacji obydwu względem 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  komórek  in  vitro  metodą  mikroskopii 

fluorescencyjnej. 

Apoptozę wykrywano przy użyciu barwnika fluorescencyjnego 

Hoechst 33342 (Sigma). Barwienie jąder komórkowych za pomocą tego 

barwnika pozwala na wizualizację kondensacji i agregacji DNA 

charakterystycznych dla apoptozy. Komórki wysiewano na szalki o średnicy 

35 mm pokryte polietylenoiminą. Po inkubacji z badanymi związkami 

komórki płukano zimnym buforem PBS, a następnie pozostawiano w 

metanolu na 30 min. w -20°C. Barwienie wykonywano poprzez inkubację z 

barwnikiem Hoechst 33342 o stężeniu 1 ng/ml w buforze fosforanowym 

przez 30 min w temperaturze pokojowej. Następnie komórki płukano w 

buforze PBS. Wybarwione jądra analizowano w mikroskopie 

fluorescencyjnym Olympus IX71 i fotografowano z użyciem kamery cyfrowej 

Olympus U-CMAD3 zintegrowanej z mikroskopem przy długości fali 

pobudzającej Ex: 340 nm i emitowanej Em: 510 nm przy użyciu 40-

krotnego powiększenia.  
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Statystyczne opracowanie wyników 

Każde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtórzeniach. 

Za ostateczny wynik przyjmowano wartość średnią ± błąd standardowy 

średniej (SEM) obliczone z indywidualnych pomiarów (średnich z 

powtórzeń). W celu ustalenia wiarygodności zaistniałych różnic w badaniach 

porównawczych, wartości z poszczególnych eksperymentów weryfikowano 

jednoczynnikową bądź wieloczynnikową analizą wariancji (ANOVA) z 

użyciem testów post-hoc Bonferroniego lub Newmana-Keulsa. Wyniki 

uznawano za znamienne statystycznie przy poziomie istotności p poniżej 

0,05. 
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Badanie  wpływu  zewnątrzkomórkowej  α­synukleiny  i  peptydu 

NAC  w  procesach  uwalniania  NO  oraz  modulacji  aktywności 

PARP­1 w wybranych częściach mózgu szczura w warunkach  in 

vitro 

Badanie udziału receptora NMDA w zależnej od ASN i NAC aktywacji 

NOS 

Prowadzone badania miały na celu określenie roli 

zewnątrzkomórkowej ASN i peptydu NAC w zależnej od receptora NMDA 

aktywacji syntazy tlenku azotu (NOS). Zbadano wpływ ASN i NAC na proces 

uwalniania tlenku azotu (NO) w mózgu w wyniku aktywacji poszczególnych 

izoform NOS: nNOS, eNOS, iNOS. Ponadto analizowano zależną od NO 

modulację aktywności PARP-1, jądrowego odbiorcy sygnału. Badania 

prowadzono na skrawkach izolowanych z kory mózgowej wraz z 

hipokampem dorosłych szczurów Wistar. Zastosowanie powyższego modelu 

badawczego umożliwia badanie znaczenia receptora NMDA w uwalnianiu 

NO przez zewnątrzkomórkową α-synukleinę i NAC.  

W pierwszej kolejności zbadano wpływ zewnątrzkomórkowej ASN 

(10 μM) i peptydu NAC (10 μM) na całkowitą aktywność NOS. Aktywność tę 

badano w skrawkach otrzymywanych z kory z hipokampem mózgu szczura 

metodą radiochemiczną z użyciem znakowanej [14C]L-argininy. Otrzymane 

wyniki wskazują, że w trakcie 30-minutowego działania, zarówno ASN, jak i 

jej toksyczny fragment NAC znacząco stymulują aktywność NOS  

(Rycina 21). β-synukleina (BSN, 10 μM), izoforma nieposiadająca regionu 

NAC, pozostała bez wpływu na aktywność NOS. Wyniki te wskazują, że efekt 

działania na aktywność NOS jest zależny od obecności domeny NAC w 

strukturze białka (Rycina 21). 
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Rycina 21 Wpływ α−synukleiny (ASN), β-synukleiny (BSN) oraz peptydu NAC na aktywność 

syntazy tlenku azotu.  

Skrawki kory z hipokampem mózgu szczura po 30-minutowej inkubacji z ASN, BSN, NAC (każdy w 

stężeniu 10 μM) homogenizowano i w uzyskanych homogenatach mierzono aktywność NOS. Wyniki 

wyrażono w pmol/mg białka/min. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną z pięciu niezależnych 

doświadczeń w trzech powtórzeniach± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. ** - Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01.  

Następnie badano wpływ α-synukleiny i NAC na aktywność 

poszczególnych izoform NOS przy użyciu specyficznych inhibitorów. Sposób 

przeprowadzenia pomiaru i kalkulacja zostały przedstawione w rozdziale 

Materiały i Metody. Wykazano, że ASN i NAC wpływały wyłącznie na 

aktywność konstytutywnej, neuronalnej izoformy NOS (nNOS), natomiast 

nie miały wpływu na izoformę śródbłonkową (ang. endothelial NOS, eNOS), 

ani na izoformę indukowaną (iNOS). ASN i NAC stymulowały nNOS 

odpowiednio o 70% i 40% (Rycina 22).  
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Rycina 22 Wpływ ASN oraz NAC na aktywność poszczególnych izoform NOS. 

Skrawki kory z hipokampem mózgu szczura po 30-minutowej inkubacji z ASN, BSN, NAC (każdy w 

stężeniu 10 μM) homogenizowano i w uzyskanych homogenatach mierzono aktywność NOS. Wyniki 

wyrażono w pmol/mg białka/min. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych 

doświadczeń w trzech powtórzeniach± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. ** - Różnica istotna 

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

p<0,05. 

W związku z tym, że główna pula nNOS w komórce związana jest 

fizycznie i funkcjonalnie z receptorem NMDA, w następnej kolejności 

badano znaczenie tego receptora w aktywacji nNOS wywołanej przez ASN i 

NAC. Zastosowanie dwóch antagonistów receptora NMDA: 

niekompetycyjnego MK-801 i kompetycyjnego APV, zapobiegało aktywacji 

NOS wywołanej przez ASN i NAC (Rycina 23). Efekt α-synukleiny i NAC 

porównano z działaniem kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA). 

Uzyskane wyniki wskazują, że pobudzenie receptora NMDA jest 

odpowiedzialne za aktywację NOS przez α-synukleinę i NAC. 
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Rycina 23 Udział receptora NMDA w zależnej od ASN i NAC aktywacji NOS. 

Skrawki kory z hipokampem mózgu szczura po 30-minutowej inkubacji z ASN, BSN, NAC (każdy w 

stężeniu 10 μM) lub NMDA (100μM) oraz jednym z wybranych antagonistów receptora NMDA: MK-

801 10 μM lub APV 10 μM homogenizowano i w uzyskanych homogenatach mierzono aktywność 

NOS. Wyniki wyrażono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną z trzech do 

ośmiu niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach± SEM. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. ** p<0,01, *** 

p<0,001- Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli; &p<0,05, &&p<0,01- Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do NMDA; $p<0,05, $$p<0,01- Różnica istotna statystycznie w stosunku do 

ASN; #p<0,05, ##p<0,01- Różnica istotna statystycznie w stosunku do NAC. 

Badanie  indukcji  stresu  oksydacyjnego  i modulacji  aktywności 

PARP­1 przez ASN i NAC  

NO jest słabym wolnym rodnikiem, ale może wchodzić w reakcję z 

anionem ponadtlenkowym, co prowadzi do wytworzenia nadtlenoazotynu, 

który wykazuje silne właściwości pooksydacyjne i prowadzi do aktywacji 

kaskady wolnorodnikowej. Zdolność α-synukleiny i NAC do indukcji stresu 

oksydacyjnego badano we frakcji synaptozomalnej otrzymywanej z kory i 

hipokampa mózgu szczura. Poziom wolnych rodników badano poprzez 

pomiar utleniania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). 

Stwierdzono, że po 30-minutowej inkubacji  zewnątrzkomórkowa  

α-synukleina (ASN, 10 μM) powoduje 20% wzrost poziomu wolnych 
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rodników, natomiast 10 μM peptyd NAC stymuluje produkcję wolnych 

rodników aż o 80% (Rycina 24). Efekt wywołany działaniem NAC jest nawet 

silniejszy niż spowodowany przez 250μM FeCl2, związek utleniający 

powrzechnie używany w badaniach in vitro w celu indukcji stresu 

oksydacyjnego.  
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Rycina 24 Poziom wolnych rodników w synaptosomach poddanych działaniu ASN, NAC i 

FeCl2. 

Frakcję synaptozomalną izolowaną z kory z hipokampem mózgu szczura poddano 30-minutowej 

inkubacji z ASN, NAC (każdy w stężeniu 10 μM). Poziom wolnych rodników oznaczano metodą 

fluorymetryczną z zastosowaniem DCF. Wyniki wyrażono jako procent kontroli. Każdy wynik stanowi 

średnią arytmetyczną z czterech niezależnych doświadczeń ± SEM. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. ** - Różnica 

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

kontroli p<0,05. 

Indukcja stresu oksydacyjnego i zwiększenie syntezy NO prowadzić 

może do utlenienia makrocząsteczek, uszkodzenia mitochondriów i DNA 

oraz do zmian aktywności jądrowego enzymu PARP-1.  

W związku z indukcją przez α-synukleinę stresu oksydacyjnego w 

mózgu szczura, w dalszym etapie badań analizowano wpływ tego białka na 

aktywność polimerazy poli(ADP-rybozy). Aktywność tę badano w 

homogenacie otrzymywanym z kory z hipokampem oraz prążkowia mózgu 

szczura metodą radiochemiczną z użyciem radioaktywnego substratu [14C] 
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dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD). ASN powodowała około 

30% spadek aktywności PARP-1 w badanych częściach mózgu (Rycina 25). 

Wstępne badania z użyciem NAC wykazały natomiast, że peptyd ten nie 

wywiera wpływu na aktywność PARP-1 zarówno w korze z hipokampem, jak 

i prążkowiu. Wyniki te wskazują, że NAC nie zawsze aktywuje te same 

molekularne mechanizmy, co ASN. 
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Rycina 25 Wpływ ASN i NAC na aktywność PARP-1. 

Aktywność PARP mierzono w homogenacie kory z hipokampem oraz prążkowia mózgu szczura po 30-

minutowej inkubacji z ASN lub NAC (każdy w stężeniu 10 μM). Wyniki wyrażono w pmol/mg 

białka/min. Wyniki badań stanowią średnią arytmetyczną z 2-4 niezależnych doświadczeń w trzech 

powtórzeniach ± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. *** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do 

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

W celu zbadania udziału NO w modulacji aktywności białka PARP wskutek 

działania ASN, w dalszych badaniach zastosowano inhibitor NOS: NG-nitro-

L-argininę (NNLA, 100 μM). Inhibitor ten częściowo zapobiegał hamowaniu 

PARP-1 wywołanej działaniem ASN (Rycina 26) 
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Rycina 26 Wpływ inhibitora NOS (NNLA) na obniżoną przez ASN aktywność PARP-1 w mózgu 

szczura.  

Aktywność PARP-1 mierzono w homogenacie kory z hipokampem mózgu szczura po 30-minutowej 

inkubacji z ASN (10 μM) lub ASN i NNLA (100 μM). Wyniki wyrażono w pmol/mg białka/min. Każdy 

wynik stanowi średnią arytmetyczną z czterech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach± 

SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz 

test post-hoc Bonferroni. *** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,001; ## - 

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

Określenie  wpływu  długotrwałego  działania 

zewnątrzkomórkowej  ASN  na  aktywność  NOS  oraz  modulację 

poziomu białka PARP­1 w komórkach HT22 

Badania przeprowadzone na skrawkach kory i hipokampa mózgu 

szczura wykazały, że w wyniku krótkotrwałej ekspozycji na 

zewnątrzkomórkową α-synukleinę dochodzi do stymulacji zaleznej od 

receptora NMDA syntezy NO oraz do obniżenia aktywności PARP-1. W 

następnej kolejności zbadano wpływ ASN na aktywację długotrwałych 

procesów odpowiedzialnych za uwalnianie NO. Badano ekspresję 

poszczególnych izoform NOS: nNOS, iNOS i eNOS. Ponadto analizowano 

zależną od NO modulację poziomu białka PARP-1 oraz aktywność  

kaspazy-3. W celu lepszego porównania wyników z danymi uzyskanymi na 

materiale izolowanym z kory z hipokampem mózgu szczura badania 

prowadzono na unieśmiertelnionych mysich neuronach hipokampa (HT22).  
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Badanie  wpływu  α­synukleiny  i  peptydu  NAC  na  aktywność  i 

ekspresję syntazy tlenku azotu (NOS)  

Analizę długotrwałego efektu α-synukleiny na aktywność syntazy 

tlenku azotu badano metodą radiochemiczną. Otrzymane wyniki wskazują, 

że w trakcie 8-godzinnego działania, ASN zwiększa o 63% aktywność NOS w 

komórkach HT22 (Rycina 27). 
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Rycina 27 Wpływ ASN na aktywność NOS w komórkach HT22. 

Aktywność NOS mierzono w komórkach HT22 po 8-godzinnej inkubacji z ASN w stężeniu 10 μM. 

Wyniki wyrażono w pmol/mg białka/min. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną z trzech 

niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach± SEM. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. * - Różnica 

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

Badano również wpływ długotrwałej inkubacji komórek HT22 z ASN 

na poziom mRNA poszczególnych izoform NOS. Wykazano, że w wyniku 8-

godzinnego działania ASN nie dochodzi do istotnych zmian ekspresji 

poszczególnych izoform NOS (dane nie prezentowane). Natomiast dłuższa 

24-godzinna inkubacja komórek HT22 zwiększała ekspresję konstytutywnej, 

neuronalnej izoformy NOS (nNOS). W tym czasie nie stwierdzono zmian 

ekspresji genu dla izoformy śródbłonkowej (eNOS), ani na izoformy 

indukowanej (iNOS) (Rycina 28). 
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Rycina 28 Wpływ ASN na ekspresję poszczególnych izoform NOS w komórkach HT22. 

Ekspresję genu dla poszczególnych izoform NOS badano metodą RT-PCR po 24-godzinnej inkubacji z 

10 μM ASN. Wykresy przedstawiają wyniki analizy densytometrycznej normalizowane względem  

β-aktyny i stanowią średnią arytmetyczną z czterech  niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod 

wykresem zamieszczono przykładowe wyniki RT-PCR. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. *** - Różnica istotna 

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

Badanie wpływu NO na poziom białka PARP­1 w komórkach HT22 

poddanych działaniu α­synukleiną 

Poprzednie wyniki wskazują, że krótkotrwałe działanie 

zewnątrzkomórkowej α-synukleiny skutkuje obniżeniem aktywności  

PARP-1. Celem kolejnych badań, było określenie zależnego od czasu wpływu 

α-synukleiny na ekspresję i poziom białka tego enzymu w komórkach HT22. 
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Analiza Western Blot wskazuje, że ASN powoduje zależne od czasu 

obniżenie poziomu białka PARP-1 w stosunku do kontroli. Po 24-godzinnej 

inkubacji z zewnątrzkomórkową α-synukleiną zaobserwowano znamienny 

spadek ilości białka PARP-1 o 50% (Rycina 29). ASN wykazywała 

porównywalne działanie z wywołanym przez donor NO, nitroprusydek sodu 

(SNP, 100 μM). Podobnie jak w przypadku ASN, w układzie zawierającym 

SNP zaobserwowano statystycznie znamienne obniżenie poziomu białka 

PARP-1 po 24-godzinnej inkubacji (Rycina 29). 
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Rycina 29 Zależny od czasu wpływ ASN i SNP na immunoreaktywność PARP-1 w komórkach 

HT22. 

Immunoreaktywność PARP-1 badano metodą Western Blot. Wykres przedstawia wyniki analizy 

densytometrycznej, które stanowią średnią arytmetyczną z czterech niezależnych doświadczeń ± SEM. 

Pod wykresem zamieszczono przykładowy wynik Western Blot. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroniego. ** - 

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

stosunku do kontroli, p<0,05. 
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Stwierdzona w analizie Western Blot obecność 89-kDa fragmentu 

PARP-1 wskazuje, że w wyniku działania ASN dochodzi do obniżenia 

poziomu PARP-1 wskutek jego degradacji. Wiadomo, że PARP-1 jest 

klasycznym substratem kaspazy-3. Aktywacja tego enzymu skutkuje 

pojawianiem się produktów degradacji PARP o masie cząsteczkowej 89-kDa 

i 21 kDa. Aktywacja kaspaz, skutkująca pojawianiem się produktów 

proteolizy jej substratów, jest skutkiem zaburzenia funkcji mitochondriów i 

uwalniania czynników proapoptotycznych. Uruchomienie kaskady kaspaz 

jest powszechnie uznawanym zjawiskiem programowanej śmierci komórki. 

Aktywność kaspazy-3 analizowano metodą fluorymetryczną z 

użyciem zestawu CASP-3-F firmy Sigma. Przeprowadzone badania 

wskazują, że z zewnątrzkomórkowa ASN (10 μM) powoduje aktywację tego 

enzymu po 8 godzinach inkubacji w komórkach HT22. Podobny efekt 

uzyskano w przypadku komórek HT22 poddanych działaniu SNP (100 μM)  

(Rycina 30). Dodatkowe badania z użyciem specyficznego testu ELISA, 

pozwoliły stwierdzić, że w przypadku działania ASN dochodzi do istotnego 

zwiększenia ilości produktu kaspazy-3, 89-kDa fragmentu PARP-1. W 

badaniach tych jako pozytywnej kontroli użyto 1 μM STS, która aktywuje 

kaspazę-3 i prowadzi do cięcia PARP-1 (Rycina 31). 
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Rycina 30 Wpływ ASN i SNP na aktywność kaspazy-3 w komórkach HT22. 

Komórki HT22 inkubowano z 10 μM ASN lub 100 μM SNP przez 8, 12 i 24h. Aktywność kaspazy-3 

analizowano metodą fluorymetryczną. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik 

stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w dwóch powtórzeniach. 

Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test 
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post-hoc Bonferroni. * - Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,05; ** - Różnica 

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

Komórki HT22 inkubowano z 10 μM ASN lub 1 μM STS przez 24h. Poziom fragmentu PARP-1 (Asp 

214) analizowano z użyciem specyficznego testu ELISA. Wyniki przedstawiono w jednostkach 

umownych. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w 

dwóch powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroni. * - Różnica istotna statystycznie w stosunku do 

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

W niniejszej pracy pokazano, że w wyniku działania NO uwolnionego 

z SNP dochodzi do aktywacji kaspazy-3 i obniżenia poziomu PARP-1. 

Dlatego dalsze badania miały na celu określenie, czy NO bierze również 

udział w modulacji aktywności kaspazy-3 wskutek działania ASN. 

Zastosowanie inhibitora NOS: NG-nitro-L-argininy (NNLA, 100 μM) 

całkowicie zapobiegało aktywacji kaspazy-3 wywołanej 8-godzinnym 

działaniem ASN (Rycina 32).  
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Rycina 32 Wpływ inhibitora NOS (NNLA) na aktywację kaspazy-3 wywołaną przez ASN w 

komórkach HT22.  

Aktywność kaspazy-3 mierzono w komórkach HT22 po 8-godzinnej inkubacji z ASN (10 μM) lub ASN 

i NNLA (100 μM). Wyniki wyrażono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią 

arytmetyczną z czterech niezależnych doświadczeń w dwóch powtórzeniach± SEM. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 

Bonferroni. *- Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,05; #- Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do ASN p<0,05.  

Powyższe badania wskazują, że NO uwolniony w wyniku działania 

ASN powoduje aktywację kaspazy-3 w komórkach HT22. 

Z poprzednich doświadczeń wynika, że ASN powoduje zależną od NO 

aktywację kaspazy-3 w komórkach HT22. W związku z tym zbadano udział 

NO w obniżeniu poziomu białka PARP-1 wywołanym przez ASN. W tym celu 

badano wpływ specyficznych inhibitorów NOS (NNLA, 100 μM) i kaspazy-3 

(Z-DEVD-FMK 100 μM) na poziom białka PARP-1 w komórkach HT22. 

Zastosowane inhibitory całkowicie znosiły inhibicyjny efekt ASN na poziom 

immunoreaktywności PARP-1 w badanej linii komórkowej (Rycina 33).  
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Rycina 33 Wpływ inhibitora NOS (NNLA) i kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK) na poziom białka 

PARP-1 w komórkach HT22 poddanych działaniu ASN.  

Immunoreaktywność PARP-1 badano metodą Western Blot. Wykres przedstawia wyniki analizy 

densytometrycznej, które stanowią średnią arytmetyczną z czterech niezależnych doświadczeń ± SEM. 

Pod wykresem zamieszczono przykładowy wynik Western Blot. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroniego. * - Różnica 

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

ASN p<0,05. 

W wyniku działania ASN może również dochodzić do obniżenia 

ekspresji mRNA kodującego białko PARP-1. Analiza poziomu mRNA PARP-1 

przeprowadzona metodą Real-time PCR wykazała jednakże, że ASN nie 

wpływa na zmianę ekspresji PARP-1 w żadnym z badanych przedziałów 

czasowych (Rycina 34). 
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Rycina 34 Zależny od czasu wpływ ASN na ekspresję genu kodującego PARP-1 w komórkach 

HT22. 

Ekspresję genu dla PARP-1 badano metodą Real-time PCR. Wykres przedstawia wyniki analizy 

normalizowane względem β-aktyny i stanowią średnią arytmetyczną z czterech niezależnych 

doświadczeń ± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji Anova oraz test post-hoc Bonferroniego.  

Badanie mechanizmów toksyczności α­synukleiny  i peptydu NAC 

w  komórkach  dopaminergicznych  PC12  oraz  analiza  działania 

wybranych związków o charakterze cytoprotekcyjnym 

Dotychczasowe dane wskazują, że ASN wywiera najsilniejsze 

cytotoksyczne działanie na komórki dopaminergiczne, a wywołana 

odkładaniem się ciał Lewy’ego degeneracja neuronów szlaku czarno-

prążkowiowego jest odpowiedzialna za zaburzenia funkcji motorycznych 

obserwowanych w ChP. Kolejne badania miały więc na celu określenie 

molekularnych mechanizmów toksyczności ASN w komórkach 

dopaminergicznych PC12. Szczegółowo badano udział zewnątrzkomórkowej 

ASN oraz jej centralnego fragmentu, peptydu NAC w zaburzeniu funkcji 

mitochondriów i aktywacji apoptozy, z uwzględnieniem roli NO, białka p53 

oraz  aktywności enzymu PARP-1. Ponadto określono wpływ badanych 

peptydów na aktywność kaspazy-3. 
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Analiza  przeżywalności  i  identyfikacja  apoptozy  w  komórkach 

poddanych działaniu ASN i NAC 

Wpływ zewnątrzkomórkowej ASN i peptydu NAC zarówno w formie 

rozpuszczalnej jak i zagregowanej na przezywalność komórek PC12 

oceniano testem metabolizmu MTT.  

W celu doboru odpowiedniego stężenia ASN i NAC, zbadano kinetykę 

zmian żywotności komórek PC12 po podaniu badanych związków w zakresie 

stężeń 0-10 μM. Wykazano, że ASN w sposób zależny od stężenia oraz 

stopnia agregacji wywołuje obumieranie komórek PC12. Stwierdzono, że po 

48 godzinach inkubacji w obecności rozpuszczalnej ASN (10 μM) przeżywało 

około 50% komórek. ASN podawana w niższym stężeniu (1 μM, 5 μM) oraz 

zagregowana pozostawała bez wpływu na przeżywalność badanej linii 

komórkowej (Rycina 35, Rycina 36).  

Centralny fragment ASN, peptyd NAC, w formie rozpuszczalnej 

również wykazywał zależną do stężenia cytotoksyczność, przy czym w 

stężeniu 10μM wykazywał silniejsze od ASN działanie, powodując 

obumieranie ok.70% komórek (Rycina 35). Wykazano ponadto, że 

cytotoksyczny efekt wywołany przez ASN jest zbliżony do działania 

inhibitora kinaz białkowych, 1 μM staurosporyny, która w różnych typach 

komórek indukuje obumieranie na drodze apoptozy (Rycina 36).  
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Rycina 35 Zależny od stężenia i stopnia agregacji wpływ ASN oraz peptydu NAC na 

przeżywalność komórek PC12.  
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Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT po 48-godzinnej inkubacji z wybranymi 

związkami. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną 

± SEM z pięciu niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - 

Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,001. 
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Rycina 36 Przeżywalność komórek poddanych działaniu ASN, peptydu NAC oraz STS. 

Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT po 48-godzinnej inkubacji z ASN, NAC (oba w 

stężeniu 10 μM) oraz STS (1μM). Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi 

średnią arytmetyczną ± SEM z pięciu niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 

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

Ocena żywotności komórek testem MTT nie pozwala wnioskować, czy 

obserwowany spadek liczby żywych komórek po podaniu ASN i NAC, w 

porównaniu do kontroli jest spowodowany obumieraniem na drodze 

apoptozy, czy innym rodzajem śmierci. Dlatego w dalszej kolejności 

przeprowadzono badania morfologii jąder komórkowych pod kątem cech 

apoptotycznych. Badania w mikroskopie fluorescencyjnym z użyciem 

barwnika Hoechst 33342 wykazały, że ASN i peptyd NAC wywołują zależny 

od czasu wzrost odsetka komórek apoptotycznych (Rycina 37). 24-godziny 

po inkubacji z zewnątrzkomórkową ASN (10 μM) i peptydem NAC (10 μM) u 

około 10% komórek zaobserwowano zmiany morfologiczne 

charakterystyczne dla procesu apoptozy (zagęszczenie chromatyny, jądra 

pyknotyczne, fragmentacja jądra komórkowego oraz powstawanie tzw. 

ciałek apoptotycznych), natomiast po 48-godzinnej inkubacji liczba ta 
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wzrosła do około 20%. Odsetek komórek apoptotycznych powstałych w 

wyniku działania ASN i NAC jest jednak znacznie mniejszy w porównaniu z 

efektem wywołanym przez 1 μM staurosporynę. Wyniki te wskazują, że pod 

wpływem ASN i NAC dochodzić może do obumierania komórek również na 

drodze innych form programowanej śmierci, jak również nekrozy.  
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Rycina 37 Zależna od czasu apoptoza wywołana działaniem zewnątrzkomórkowej ASN i 

peptydu NAC w komórkach PC12. 

Po 24- i 48-godzinnej ekspozycji komórek PC12 na ASN, NAC (10 μM) oraz staurosporynę (STS, 1 

μM) wykonano barwienie sondą fluorescencyjną Hoechst 33342, po czym liczono procent komórek 
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apoptotycznych. Staurosporyna została użyta jako pozytywna kontrola. Wartości zostały wyrażone w 

procentach komórek apoptotycznych (A). Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z pięciu 

niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,001. (B) Przykładowe zdjęcia komórek 

barwionych sondą fluorescencyjną Hoechst 33342. Strzałki pokazują komórki o cechach 

morfologicznych typowych dla procesu apoptozy (kondensacja chromatyny, jądra pyknotyczne, 

fragmentacja chromatyny i tworzenie ciałek apoptotycznych). 

Ocena udziału wolnych rodników w toksyczności ASN i peptydu NAC 

komórkach PC12 

W celu zbadania zdolności ASN i NAC do indukcji stresu 

oksydacyjnego w komórkach PC12, badano wpływ tych związków na poziom 

wolnych rodników.  

Poziom wolnych rodników w komórkach PC12 badano poprzez 

pomiar utleniania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). 

Stwierdzono, że po 4-godzinnej inkubacji z ASN ma miejsce niewielki, lecz 

statystycznie zamienny wzrost poziomu wolnych rodników w komórkach 

PC12, natomiast 10 μM peptyd NAC stymuluje produkcję wolnych rodników 

o 40% (Rycina 38).  
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Rycina 38 Poziom wolnych rodników w komórkach PC12 poddanych działaniu ASN i peptydem 

NAC.  

Poziom wolnych rodników oznaczano metodą fluorymetryczną z zastosowaniem DCF. Wyniki 

wyrażono jako intensywność fluorescencji. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną z czterech 

niezależnych doświadczeń ± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową 
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analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna statystycznie w 

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

Analiza udziału  syntaz  tlenku azotu w  toksyczności ASN  i peptydu 

NAC w komórkach PC12 

Przeprowadzone badania miały na celu określić, czy zahamowanie 

konstytutywnych izoform syntaz NO jest w stanie zapobiec toksyczności 

ASN i peptydu NAC. 

Badania z użyciem testu MTT wykazały, że zastosowanie 

nieselektywnego inhibitora NOS (NNLA, 100 μM) oraz specyficznego 

inhibitora nNOS (NAAN, 50 μM) powoduje statystycznie znamienny wzrost 

przeżywalności komórek poddanych działaniu ASN (Rycina 39). Inhibitor 

konstytutywnych izoform NOS (cNOS), NNLA nie miał wpływu na 

przeżywalność komórek PC12 poddanych działaniu peptydu NAC (Rycina 

39).  
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Rycina 39 Wpływ inhibitorów syntazy tlenku azotu (NOS) na toksyczność ASN (A) i peptydu 

NAC (B) w komórkach PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM ASN (A) lub 10 μM peptydem NAC(B) oraz jednym z wybranych 

inhibitorów NOS: NNLA (100 μM), NAAN (50 μM) przez 48h. Przeżywalność komórek badano za 

pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią 

arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 
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Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,001; ### 

- Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek poddanych działaniu ASN p<0,001. 

Z uzyskanych danych wynika, że zwiększenie syntezy NO jest 

głównym mechanizmem odpowiedzialnym za toksyczność 

zewnątrzkomórkowej ASN, ale nie wolnego peptydu NAC w komórkach 

PC12.  

Wpływ  inhibitora megakanałów mitochondrialnych na  zaburzenie 

funkcji  mitochondriów  przez  zewnątrzkomórkową  ASN  i  peptyd 

NAC 

Wpływ ASN i NAC na otwarcie megakanałów mitochondrialnych 

oznaczano pośrednio z użyciem specyficznego inhibitora MPT cyklosporyny 

A (CsA, 2 μM), za pomocą testu MTT. Zastosowanie CsA powodowało 

statystycznie znamienny wzrost przeżywalności komórek poddanych 

działaniu α-synukleiną, ale pozostało bez wpływu na toksyczność peptydu 

NAC (Rycina 40). 
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Rycina 40 Wpływ inhibitora MPT na toksyczność ASN i peptydu NAC w komórkach PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM ASN lub 10 μM peptydem NAC oraz 2 μM cyklosporyną A (CsA) 

przez 48h. Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w 

procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych 

doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna 
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statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,001; ##- Różnica istotna statystycznie w 

stosunku do komórek poddanych działaniu ASN p<0,01. 

Otrzymane wyniki wykazują, że działanie ASN na komórki PC12 

prowadzi do otwarcia MPT w mitochondriach, co wskazuje na znaczenie 

zaburzeń mitochondriów w mechanizmie śmierci tych komórek. Mechanizm 

ten nie jest jednak odpowiedzialny za toksyczność peptydu NAC.  

Udział  kaspazy­3  w  programowanej  śmierci  komórek  PC12 

wywołanej działaniem α­synukleiny i peptydu NAC 

W tej części pracy zbadano wpływ ASN jak również działanie peptydu 

NAC na aktywację kaspazy-3, która w kaskadzie kaspaz pełni rolę kaspazy 

egzekutorowej. Analogicznie jak w przypadku komórek HT22, aktywność 

tego enzymu analizowano metodą fluorymetryczną z użyciem zestawu 

CASP-3-F firmy Sigma. Z przeprowadzonych badań wynika, że 

zewnątrzkomórkowa ASN powoduje aktywację kaspazy-3 po 8 godzinach 

inkubacji, natomiast peptyd NAC pozostaje bez wpływu na aktywność tego 

enzymu (Rycina 41A). 

Po podaniu zewnątrzkomórkowym ASN dochodziło także do obniżenia 

poziomu klasycznego preferencyjnego substratu kaspazy 3, PARP, 

natomiast immunoreaktywność PARP-1 nie uległa zmianie pod wpływem 

działania peptydu NAC (Rycina 41B). 
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Rycina 41 Wpływ α-synukleiny i peptydu NAC na aktywność kaspazy-3 (A) i poziom białka 

PARP (B) w komórkach PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM ASN lub 10 μM peptydem NAC przez 8 h. (A) Aktywność 

kaspazy-3 analizowano metodą fluorymetryczną. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy 

wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z trzech niezależnych doświadczeń w dwóch 

powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji 

Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. * - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

kontrolnych, p<0,05; (B) Immunoreaktywność PARP-1 badano metodą Western Blot. Wykres 

przedstawia przykładowy wynik, który jest reprezentatywny dla 3 do 6 niezależnych doświadczeń.  

Zastosowanie selektywnego inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK, 

100μM), powodowało protekcyjne działanie jedynie w przypadku komórek 

PC12 poddanych działaniu ASN, natomiast pozostało bez wpływu na 

przeżywalność komórek poddanych działaniu peptydem NAC (Rycina 42).  
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Rycina 42 Wpływ inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK) na toksyczność ASN i peptydu NAC w 

komórkach PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM ASN  lub 10 μM peptydem NAC oraz 100 μM Z-DEVD-FMK 

przez 48h. Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w 

procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych 

doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,001; ##- Różnica istotna statystycznie w 

stosunku do komórek poddanych działaniu ASN p<0,01. 

Aktywacja kaspazy-3 przez α-synukleinę w komórkach PC12 

wskazuje, że komórki te ulegają programowanej śmierci, na co wskazywały 

opisane wcześniej zmiany morfologii jąder komórkowych. Aktywacja 

kaspazy-3 nie jest jednak odpowiedzialna za toksyczność peptydu NAC. 

Wyniki te jednoznacznie wskazują na istnienie rozbieżności szlaków 

toksycznego działania ASN i NAC. 

Wpływ  zewnątrzkomórkowej  α­synukleiny  i  peptydu  NAC  na 

aktywację szlaku zależnego od białka p53 

Prezentowane wczesniej dane wskazują, że peptyd NAC jest znacznie 

silniejszym induktorem stresu oksydacyjnego niż ASN. Wysoki poziom 

wolnych rodników może prowadzić do aktywacji ścieżki sygnalizacyjnej 

zależnej od białka p53 - czynnika transkrypcyjnego o własnościach 

supresora nowotworowego. Ponieważ nadekspresja białka p53 powoduje 
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obumieranie komórek na drodze apoptozy, zbadano również efekt 

zahamowania tej ścieżki na przeżywalność komórek pod wpływem działania 

ASN i peptydu NAC.  

Uzyskane wyniki wskazują, że inhibitor p53 (20 μM pifithrin) 

hamował toksyczne działanie peptydu NAC, pozostawał natomiast bez 

wpływu na przeżywalność komórek poddanych działaniu ASN (Rycina 43).  
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Rycina 43 Wpływ inhibitora p53 (α-Pifithrin) na toksyczność α-synukleiny i peptydu NAC w 

komórkach PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM ASN lub 10 μM peptydem NAC oraz α-Pifithrinem (20μM) przez 

48h. Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach 

kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w 

czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna statystycznie w stosunku 

do komórek kontrolnych, p<0,001; #- Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek poddanych 

działaniu NAC p<0,05. 

W związku z otrzymanymi w teście MTT danymi, w dalszej kolejności 

postanowiono zbadać efekt peptydu NAC na ekspresję genu białka p53. 

Poziom mRNA p53 w komórkach PC12 poddanych działaniu peptydem NAC 

zwiększał się wraz z czasem inkubacji i po 24-godzinnym traktowaniu 

osiągnął 160% poziomu kontroli (Rycina 44). 
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Rycina 44 Wpływ peptydu NAC na ekspresję białka p53 w komórkach PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM peptydem NAC przez 6h, 12h i 24h. Ekspresję genu badano za 

pomocą real-time PCR. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią 

arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 

Newmana-Keuls. ### - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,001. 

Jednym z istotnych enzymów biorących udział w regulacji poziomu i 

aktywności p53 jest cyklinozależna kinaza 5 (Cdk5). Przeprowadzone 

badania wykazały, że 24-godzinna inkubacja komórek PC12 z peptydem 

NAC również skutkuje zwiększeniem ekspresji genu dla Cdk5 (Rycina 45). 

Cdk5 w formie monomerycznej nie posiada aktywności enzymatycznej i w 

celu aktywowania wymaga przyłączenia jednego z białek regulujących, p35 

lub p39. Białka te są jedynymi aktywatorami Cdk5 w OUN. Uzyskane 

wyniki wskazują, że poziom ekspresji obydwu białek, zarówno p35 jak i p39 

(Rycina 46), jest podwyższony w komórkach PC12 po 24-godzinym 

traktowaniu NAC. 
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Rycina 45 Wpływ peptydu NAC na ekspresję genu kodującego Cdk5 w komórkach PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM peptydem NAC przez 6, 12 i 24h. Ekspresję genu badano za 

pomocą real-time PCR. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią 

arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 

Newmana-Keuls. # - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,05. 
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Rycina 46 Wpływ peptydu NAC na ekspresję genu kodującego p35 i p39 w komórkach PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM peptydem NAC przez 6h, 12h i 24h. Ekspresję genów badano za 

pomocą real-time PCR. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią 

arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 
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Newmana-Keuls. . # - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,05. ## - 

Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,01. 

Zastosowanie specyficznego inhibitora Cdk5 (BML-259, 10μM) 

powodowało statystycznie znamienny wzrost przeżywalności komórek 

poddanych działaniu peptydem NAC (Rycina 47). 
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Rycina 47 Wpływ inhibitora Cdk-5 (BML-259) na toksyczność peptydu NAC w komórkach 

PC12. 

Komórki PC12 inkubowano z 10 μM peptydem NAC oraz BML-259 (10 μM) przez 48h. 

Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. 

Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech 

powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji 

Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

kontrolnych, p<0,001; ##- Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek poddanych działaniu 

NAC p<0,01. 

Badanie  znaczenia  ASN w  uwalnianiu  i  toksyczności  peptydów 

amyloidu beta  

Prowadzone badania miały na celu uzyskanie odpowiedzi na pytanie 

czy zewnątrzkomórkowa ASN może wpływać na uwalnianie peptydów Aβ 

produkowanego przez komórki PC12 oraz na toksyczność Aβ. 

Doświadczenia prowadzono na komórkach transfekowanych genem białka 

prekursorowego Aβ, typu dzikiego (APPwt) lub z podwójną szwedzką 

mutacją (APPsw, K670M/N671L), produkujących, odpowiednio, 2,8 i 4,8 

razy więcej Aβ niż komórki kontrolne (Chalimoniuk i wsp., 2007, 
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 Rycina 48). Badano udział ASN w uwalnianiu Aβ oraz analizowano jej 

wpływ na toksyczność tych peptydów, ze szczególnym uwzględnieniem roli 

wolnych rodników, w tym NO, w zaburzeniu funkcji mitochondriów i w 

mechanizmie śmierci komórek.  

Wpływ  zewnątrzkomórkowej  ASN  i  peptydu  NAC  na  uwalnianie 

peptydów Aβ 

Wpływ ASN i NAC na uwalnianie peptydów Aβ badano w komórkach 

PC12 kontrolnych i transfekowanych ludzkim genem białka prekursorowego 

Aβ, z podwójną szwedzką mutacją. Ilość uwolnionego zewnątrzkomórkowo 

Aβ 1-40 oznaczano metodą ELISA. Z przeprowadzonych badań wynika, że 

zewnątrzkomórkowa ASN powoduje ponad dwukrotne zwiększenie 

uwalniania peptydów Aβ 1-40 zarówno w komórkach kontrolnych, jak i 

transfekowanych APPsw (Rycina 48). Peptyd NAC nie miał wpływu na 

uwalnianie Aβ 1-40 zarówno w komórkach PC12 kontrolnych, jak i 

transfekowanych (Rycina 48). 
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Rycina 48 Wpływ α-synukleiny i peptydu NAC na uwalnianie Aβ 1-40 z komórek PC12 

kontrolnych i transfekowanych APPsw. 

Komórki PC12 i APPsw inkubowano z 10 μM ASN lub peptydem NAC przez 48h. Ilość uwolnionego 

zewnątrzkomórkowo Aβ 1-40 oznaczano metodą ELISA. Wyniki przedstawiono w pg/ml. Każdy wynik 

stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z trzech niezależnych doświadczeń.. Do oceny statystycznej 

wyników zastosowano wieloczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. 

*** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek PC12 kontrolnych, p<0,001; ###- Różnica 

istotna statystycznie w stosunku do komórek APPsw kontrolnych (niepoddanych działaniu) p<0,001. 
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Analiza wpływu α­synukleiny na toksyczność peptydów Aβ  

Przeprowadzone badania miały na celu określić, czy 

zewnątrzkomórkowa ASN potęguje toksyczny efekt peptydów Aβ w 

komórkach PC12. Ponieważ peptyd NAC pozostawał bez wpływu na poziom 

Aβ w środowisku zewnątrzkomórkowym, w dalszym toku badań 

zrezygnowano z analizowania jego działania. 

Badanie przeżywalności za pomocą testu MTT prowadzono na 

komórkach PC12 kontrolnych, transfekowanych APP dzikim oraz APP z 

mutacją szwedzką (APPsw).  

Uzyskane wyniki wskazują, że zwiększone uwalnianie Aβ w 

komórkach APPwt i APPsw skutkuje obniżeniem ich przeżywalności 

względem komórek PC12 kontrolnych odpowiednio o 30% i 35%. Toksyczny 

efekt Aβ był znacząco spotęgowany w wyniku działania zewnątrzkomórkowej 

ASN (Rycina 49). 
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Rycina 49 Wpływ ASN na zależną od stężenia peptydów Aβ przeżywalność komórek APPwt i 

APPsw. 

Komórki inkubowano z 10 μΜ  ASN przez 48h. Przeżywalność komórek badano za pomocą testu 

MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± 

SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano wieloczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls.* - 

Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek PC12 kontrolnych, p<0,05; *** - Różnica 

istotna statystycznie w stosunku do komórek PC12 kontrolnych, p<0,001; ###- Różnica istotna 
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statystycznie w stosunku do komórek APPwt kontrolnych (niepoddanych działaniu) p<0,001; &&&- 

Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek APPsw kontrolnych (niepoddanych działaniu) 

p<0,001; . 

Konsekwentnie przeprowadzono badania morfologii jąder 

komórkowych pod kątem cech apoptotycznych. Badania w mikroskopie 

fluorescencyjnym z użyciem barwnika Hoechst 33342 wykazały, że odsetek 

komórek apoptotycznych w linii APPwt i APPsw był większy w porównaniu z 

linią PC12 kontrolną, zarówno po 24-, jak i 48-godzinach inkubacji. 

Ponadto zewnątrzkomórkowa ASN (10 μM) zwiększa obumieranie na drodze 

apoptozy zarówno komórek transfekowanych APP dzikim, jak i 

zmutowanym. Podobnie jak w przypadku komórek PC12 kontrolnych efekt 

działania ASN jest mniejszy niż wywołany 1μM staurosporyną (Rycina 50, 

Rycina 51). 

 

 

 

Rycina 50 Zależna od czasu apoptoza wywołana działaniem zewnątrzkomórkowej ASN w 

komórkach PC12 kontrolnych i APPwt. 

Po 24-(A,B) i 48-godzinnej (C,D) ekspozycji komórek PC12 i  APPwt na 10 μM ASN oraz 

staurosporynę (STS, 1 μM) wykonano barwienie sondą fluorescencyjną Hoechst 33342, po czym 

liczono procent komórek apoptotycznych. Staurosporyna została użyta jako pozytywna kontrola. 

105 

http://rcin.org.pl



Wyniki 

Wartości zostały wyrażone w procentach komórek apoptotycznych (A,C). Każdy wynik stanowi 

średnią arytmetyczną ± SEM z pięciu niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano wieloczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 

Newmana-Keuls. ** p<0,01; *** p<0,001- Różnica istotna statystycznie APPwt w stosunku do 

komórek PC12; ###p<0,001 - Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontrolnych (niepoddanych 

działaniu) komórek PC12;&&&p<0,001- Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontrolnych 

(nietraktowanych) komórek APPwt. (B, D) Przykładowe zdjęcia komórek barwionych sondą 

fluorescencyjną Hoechst 33342. Strzałki pokazują komórki o cechach morfologicznych typowych dla 

procesu apoptozy (kondensacja chromatyny, jądra pyknotyczne, fragmentacja chromatyny i tworzenie 

ciałek apoptotycznych). 

 

 

 

Rycina 51 Zależna od czasu apoptoza wywołana działaniem zewnątrzkomórkowej ASN w 

komórkach PC12 kontrolnych i APPsw. 

Po 24-(A,B) i 48-godzinnej (C,D) ekspozycji komórek PC12 i  APPsw na 10 μM ASN oraz 

staurosporynę (STS, 1 μM) wykonano barwienie sondą fluorescencyjną Hoechst 33342, po czym 

liczono procent komórek apoptotycznych. Staurosporyna została użyta jako pozytywna kontrola. 

Wartości zostały wyrażone w procentach komórek apoptotycznych (A,C). Każdy wynik stanowi 

średnią arytmetyczną ± SEM z pięciu niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano wieloczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 

Newmana-Keuls. ** p<0,01; *** p<0,001- Różnica istotna statystycznie APPsw w stosunku do 

106 

http://rcin.org.pl



Wyniki 

komórek PC12; ###p<0,001 - Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontrolnych 

(nietraktowanych) komórek PC12;&&&p<0,001- Różnica istotna statystycznie w stosunku do 

kontrolnych (nietraktowanych) komórek APPsw. (B, D) Przykładowe zdjęcia komórek barwionych 

sondą fluorescencyjną Hoechst 33342 Strzałki pokazują komórki o cechach morfologicznych 

typowych dla procesu apoptozy (kondensacja chromatyny, jądra piknotyczne, fragmentacja 

chromatyny i tworzenie ciałek apoptotycznych). 

Ocena  znaczenia  stresu  oksydacyjnego  w  tym  roli  NO  w 

toksyczności α­synukleiny w komórkach transfekowanych APP 

Poziom wolnych rodników w komórkach PC12, APPwt i APPsw 

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

Otrzymane wyniki pokazały, że poziom wolnych rodników wzrastał 

wraz ze wzrostem poziomu Aβ w komórkach. Po 4-godzinnej inkubacji w 

medium o obniżonej zawartości surowicy poziom ten był wyższy o 16% w 

komórkach APPwt, natomiast w komórkach APPsw o 20% w stosunku do 

komórek kontrolnych (Rycina 52).  

ASN nie miała wpływu na znamiennie podwyższony w wyniku 

działania Aβ poziom wolnych rodników zarówno w komórkach APPwt, jak i 

APPsw, natomiast wykazywała ona znaczące działanie w komórkach PC12 

(Rycina 52). 
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Rycina 52 Poziom wolnych rodników w komórkach PC12, APPwt i APPsw traktowanych ASN. 

Poziom wolnych rodników oznaczano metodą fluorymetryczną z zastosowaniem DCF. Wyniki 

wyrażono jako intensywność fluorescencji. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną z czterech 

niezależnych doświadczeń ± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano wieloczynnikową 
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analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna statystycznie w 

stosunku do kontroli p<0,001. 

Kolejne badania miały na celu określenie, czy w stresie oksydacyjnym 

wywołanym działaniem Aβ oraz ASN w komórkach APPwt i APPsw jest 

zaangażowany, podobnie jak w komórkach PC12, tlenek azotu powstały w 

wyniku działania NOS. 

Badania z użyciem testu MTT wykazały, że zastosowanie 

nieselektywnego inhibitora NOS (NNLA, 100 μM) oraz specyficznego 

inhibitora nNOS (NAAN, 50 μM) nie zapobiegało toksycznemu działaniu α-

synukleiny w komórkach APPwt, ani w komórkach APPsw (Rycina 53). 

Związki te wykazywały jednak cytoprotekcyjne działanie w komórkach PC12 

kontrolnych poddanych działaniu ASN.  
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Rycina 53 Wpływ inhibitorów syntazy tlenku azotu (NOS) na toksyczność α-synukleiny w 

komórkach APPwt i APPsw. 

Komórki inkubowano z 10 μM ASN oraz jednym z wybranych inhibitorów NOS: NNLA (100 μM), 

NAAN (50 μM) przez 48h. Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki 

przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech 

niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano 

wieloczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. *** - Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych. 
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Wpływ  zewnątrzkomórkowej  ASN  na  otwarcie  megakanałów 

mitochondrialnych w komórkach transfekowanych APP 

Wpływ ASN na otwarcie megakanałów mitochondrialnych oznaczano 

pośrednio za pomocą testu MTT z użyciem specyficznego inhibitora MPT 

cyklosporyny A (CsA, 2 μM). Inhibitor ten zapobiegał toksycznemu działaniu 

Aβ w komórkach APPsw, ale nie APPwt. Zastosowanie CsA powodowało 

również statystycznie znamienny wzrost przeżywalności komórek PC12, ale 

pozostało bez wpływu na przeżywalność komórek APPwt i APPsw 

traktowanych α-synukleiną (Rycina 54). 
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Rycina 54 Wpływ inhibitora MPT na toksyczność ASN w komórkach APPwt  i APPsw. 

Komórki inkubowano z 10 μM ASN oraz cyklosporyną A (CsA,2μM) przez 48h. Przeżywalność 

komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik 

stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. 

Do oceny statystycznej wyników zastosowano wieloczynnikową analizę wariancji Anova oraz test 

post-hoc Newmana-Keuls. * p<0,05; *** p<0,001- Różnica istotna statystycznie w stosunku do 

komórek PC12 kontrolnych (nietraktowanych); &&& p<0,001- Różnica istotna statystycznie w 

stosunku do komórek APPwt kontrolnych (nietraktowanych); $$ p<0,01; $$$ p<0,001 - Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek APPsw kontrolnych (nietraktowanych);  # p<0,05- Różnica 

istotna statystycznie w stosunku do komórek PC12 traktowanych ASN. 
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Aktywacja  kaspazy­3  w  komórkach  transfekowanych  APP 

traktowanych ASN 

Aktywność kaspazy-3 analizowano metodą fluorymetryczną z 

użyciem zestawu CASP-3-F firmy Sigma. Ponieważ z przeprowadzonych 

wcześniej badań wynika, że maksimum aktywności kaspazy-3 obserwuje się 

w 8 godzinie po podaniu zewnątrzkomórkowej ASN, w doświadczeniach z 

komórkami transfekowanymi ograniczono się do analizy aktywności w tym 

konkretnym punkcie czasowym. Z przeprowadzonych badań wynika, że 

zewnątrzkomórkowa ASN powoduje istotne zwiększenie aktywności 

kaspazy-3 zarówno w komórkach kontrolnych, jak i transfekowanych APPwt 

i APPsw (Rycina 55). 
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Rycina 55 Wpływ ASN na aktywność kaspazy-3 w komórkach PC12, APPwt i APPsw. 

Komórki inkubowano z 10 μM ASN przez 8h. Aktywność kaspazy-3 analizowano metodą 

fluorymetryczną. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią 

arytmetyczną ± SEM z trzech niezależnych doświadczeń w dwóch powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano wieloczynnikową analizę wariancji Anova oraz test post-hoc 

Newmana-Keuls. * p<0,05 *** p<0,001 - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórekPC12 

kontrolnych (nietraktowanych). 

Zastosowanie selektywnego inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK, 100 

μM) powodowało protekcyjne działanie jedynie w przypadku komórek PC12 

traktowanych ASN, natomiast pozostało bez wpływu na przeżywalność 

komórek APPwt i APPsw traktowanych tym białkiem. Co więcej, inhibitor 
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ten zapobiegał toksycznemu działaniu Aβ w komórkach APPsw, ale nie 

APPwt (Rycina 56). 

PC12

 Z-D
EVD-FMK

ASN

ASN+ Z-D
EVD-FMK

APPwt

 Z-D
EVD-FMK

ASN

ASN+ Z-D
EVD-FMK

APPsw

 Z-D
EVD-FMK

ASN

ASN+ Z-D
EVD-FMK

0

20

40

60

80

100

120

***

##

&&&

PC12 APPwt

*
&&&

*

$$

$$$ $$$

APPsw

Pr
ze
ży

w
ln

oś
c 

ko
m

ór
ek

 [%
 o

dp
ow

ie
dn

ie
j k

on
tr

ol
i]

 

Rycina 56 Wpływ inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK) na toksyczność α-synukleiny w 

komórkach APPwt i APPsw.  

Komórki APPwt i APPsw inkubowano z 10 μM ASN oraz 100 μM Z-DEVD-FMK przez 48h. 

Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. 

Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech 

powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano wieloczynnikową analizę wariancji 

Anova oraz test post-hoc Newmana-Keuls. * p<0,05; *** p<0,001- Różnica istotna statystycznie w 

stosunku do komórek PC12 kontrolnych (nietraktowanych); &&& p<0,001- Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek APPwt kontrolnych (nietraktowanych); $$ p<0,01; $$$ p<0,001 - 

Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek APPsw kontrolnych (nietraktowanych);  ## 

p<0,01- Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek PC12 traktowanych ASN. 
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Dyskusja 
α-Synukleina jest typowym białkiem cytozolowym, dlatego zakładano, 

że wywiera ona swój patologiczny efekt wyłącznie wewnątrzkomórkowo. 

Badania ostatnich lat wykazują, że białko to znajduje się również w 

przestrzeni pozakomórkowej, zarówno w płynie mózgowo-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 komórki nie został do 

końca wyjaśniony. Ostatnie dane pokazują, że ASN może być uwalniana z 

synaptoneurozomów podczas stresu oksydacyjnego (Adamczyk i wsp., 2007) 

i neurodegeneracji (Lee i wsp., 2006), co powoduje wzrost jej stężenia w 

przestrzeni synaptycznej. Zewnątrzkomórkowa ASN działa neurotoksycznie 

na drodze różnorodnych mechanizmów (Albani i wsp., 2004; Du i wsp. 

2003; Seo i wsp. 2002; Sung i wsp., 2001). Stwierdzono, że ASN hamuje 

aktywność transportera dopaminy (Adamczyk i wsp., 2006) oraz zaburza 

homeostazę wapnia poprzez zwiększenie jego napływu do wnętrza komórki 

(Adamczyk i Strosznajder, 2006). Wykazano, że czynnikiem 

odpowiedzialnym za patologiczne działanie ASN może być nadmierne 

uwalnianie NO (Adamczyk i wsp., 2006; Seo i wsp., 2002). W związku z tym, 

poznanie mechanizmów odpowiedzialnych za zwiększony poziom NO wydaje 

się być istotne dla zrozumienia działania ASN. Wobec powyższego 

prowadzone przez nas badania dotyczyły roli ASN w aktywacji syntaz NO. 

Uwolniona do przestrzeni pozakomórkowej w procesie neurodegeneracji ASN 

może przedostawać się do cytoplazmy komórek i działać na aktywność NOS 

poprzez bezpośrednią interakcję z enzymem, ale również może działać 

zewnątrzkomórkowo poprzez aktywację odpowiednich receptorów i kanałów 

jonowych w błonie komórkowej. Nasze badania prowadzone na skrawkach 

kory mózgowej z hipokampem po raz pierwszy pokazują, że 

zewnątrzkomórkowa ASN oraz jej fragment, peptyd NAC aktywują syntezę 

NO zależną od pobudzenia receptora NMDA. Prowadzenie eksperymentów 

na skrawkach mózgu umożliwiło badanie udziału receptorów 

glutaminianergicznych w zależnym od ASN uwalnianiu NO. Ponadto ten 

model badawczy stosunkowo najlepiej odzwierciedla warunki panujące w 

mózgu ssaków in vivo.  
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Interesującym spostrzeżeniem jest, że β-synukleina, izoforma 

pozbawiona centralnego fragmentu NAC, pozostaje bez wpływu na 

aktywność NOS. Sugeruje to, że domena NAC w strukturze białka 

synukleiny jest niezbędne dla jej interakcji z receptorem NMDA. Wyniki te 

korespondują z opublikowanymi wcześniej danymi, które pokazują, że 

większość toksycznego działania ASN jest zależna od obecności tego właśnie 

fragmentu (Adamczyk i wsp., 2006; Adamczyk i Stosznajder 2006; El-Agnaf 

i Irvine, 2002). 

Działanie ASN nie dotyczy wyłącznie komórek neuronalnych. 

Ostatnie badania wskazują, że wysokie zewnątrzkomórkowe stężenie ASN 

pobudza komórki glejowe do wytwarzania NO (Seo i wsp., 2002; Zhang i 

wsp., 2005). Tlenek azotu uwolniony z mikrogleju przekształca się w 

nadtlenoazotyn i nitruje α-synukleinę w neuronach, co zwiększa jej 

cytotoksyczność (Seo i wsp., 2002). Przedstawione przez nas wyniki 

pokazują, że w wyniku 30-minutowego działania ASN i NAC dochodzi do 

aktywacji wyłącznie neuronalnej izoformy NOS (nNOS). W badanym czasie 

nie zaobserwowaliśmy aktywacji izoformy indukowanej (iNOS) ani zmian 

izoformy endotelialnej (eNOS). nNOS występuje konstytutywnie nie tylko w 

neuronach, ale również w komórkach gleju (Bhat i Feinstein 2006; Togashi i 

wsp., 1997; Kawakamia i wsp., 1998). W astrocytach, oligodendrocytach i 

mikrogleju występują również funkcjonalne receptory NMDA (Verkhratsky i 

wsp., 2007). Ponadto komórki glejowe odpowiadają na stres i czynniki 

prozapalne aktywacją zarówno konstytutywnej jak i indukowanej izoformy 

NOS (Bhat i Feinstein 2006). W związku z powyższym trudno określić, czy w 

stosowanym przez nas układzie eksperymentalnym ASN działa wyłącznie na 

neurony pomimo, że do badań używano oczyszczoną z istoty białej korę 

mózgową i hipokamp. 

Produktem reakcji katalizowanej przez NOS jest NO, ale w 

specyficznych warunkach (niski poziom substratu, argininy lub kofaktora, 

tetrahydrobiopteryny) enzym ten może również wytwarzać anionorodnik 

ponadtlenkowy (O2-) lub nadtlenek wodoru (H2O2). Tlenek azotu jest wolnym 

rodnikiem charakteryzującym się niską reaktywnością. Jednakże 

równoczesna produkcja NO i O2- w warunkach stresu oksydacyjnego 

prowadzi do wytworzenia nadtlenoazotynu (ONOO-) (Koppenol i wsp., 1992). 

Związek ten jest bardzo silnym utleniaczem, który może modyfikować 
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białka, lipidy oraz kwasy nukleinowe, powodować uszkodzenia 

mitochondriów i śmierć neuronów (Kilbourn i wsp., 2000). Badania post 

mortem mózgów osób z chorobami neurodegeneracyjnymi wykazują 

obecność nitrowanych białek, których powstawanie jest wynikiem działania 

ONOO- (Good i wsp., 1998). Nasze badania pokazują, że zarówno ASN, jak i 

jej centralny fragment, zwiększają stres oksydacyjny, co może prowadzić do 

powstawania ONOO-. Poprzednio uzyskane dane wskazują, że inkubacja 

skrawków mózgu szczura z peptydem NAC skutkuje fragmentacją DNA, 

która może być wynikiem nadmiernego wytwarzania ONOO-(Adamczyk i 

wsp., 2005). Ponadto udokumentowano, że zarówno NO jak i ONOO- mogą 

hamować aktywność poszczególnych kompleksów łańcucha oddechowego w 

mitochondriach, prowadząc do zaburzenia równowagi energetycznej 

komórki (Ebadi i Sharma, 2003). Nadtlenoazotyn oraz inne reaktywne formy 

azotu modyfikują działanie wielu białek poprzez ich nitrację lub S-

nitrozylację (Gu i wsp., 2002; Cho i wsp., 2009; Nakamura i Lipton, 2009). 

Taka modyfikacja reszt aminokwasowych może zaburzać prawidłową 

strukturę białek, prowadzić do ich oligomeryzacji i zaburzenia funkcji, co 

bezpośrednio łączy stres nitrozacyjny ze zmianami molekularnymi 

wykrytymi w chorobach neurodegeneracyjnych (Good i wsp., 1998). Wydaje 

się, że aktywacja uwalniania NO przez ASN może zapoczątkowywać proces 

cytotoksyczności i neurodegeneracji. W przedstawionych w tej pracy 

wynikach, 30-minutowa inkubacja skrawków w obecności ASN inicjuje 

kaskadę zdarzeń prowadzących do uwalniania nadmiernej ilości NO, 

procesów nitracji i S-nitrozylacji, wzrostu poziomu wolnych rodników i 

stresu oksydacyjnego, co w konsekwencji powoduje obumieranie komórek.  

Ostatnie badania zademonstrowały, że ASN może stymulować 

aktywność NOS w mitochondriach oraz prowadzić do zwiększenia 

wewnątrzmitochondrialnego stężenia jonów wapnia (Parihar i wsp., 2008). 

Nasze wyniki pokazują, że zablokowanie receptora NMDA przez 

specyficznych antagonistów MK-801 oraz APV zapobiega stymulacji NOS 

wywołanej działaniem ASN i NAC. Mechanizm zależnej od receptora NMDA 

aktywacji nNOS przez ASN związany jest prawdopodobnie ze zwiększonym 

wewnątrzkomórkowym poziomem Ca2+. W warunkach patologicznych 

pobudzenie receptorów NMDA skutkuje nadmiernym napływem jonów Ca2+, 

co może inicjować szereg procesów prowadzących do cytotoksyczności 

(Bojarski i wsp., 2008). Wcześniejsze badania wskazują, że 
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zewnątrzkomórkowa ASN stymuluje również otwarcie zależnych od 

potencjału kanałów wapniowych typu N (Adamczyk i Strosznajder, 2006). 

Zwiększone wewnątrzkomórkowe stężenie Ca2+ prowadzi do aktywacji wielu 

zależnych od wapnia enzymów, w tym nNOS. Poprzednie wyniki pokazują, 

że ASN może, poprzez swoją domenę NAC, wiązać się z białkami błonowymi, 

co skutkuje modulacją funkcji zakończeń synaptycznych (Wersinger i wsp., 

2003). Na podstawie powyższych danych można sugerować, że 

zewnątrzkomórkowa ASN wchodzi w interakcję z błoną komórkową lub 

bezpośrednio z kanałami jonowymi i aktywuje receptor NMDA, prowadząc 

do jego otwarcia i napływu jonów Ca2+, co w konsekwencji doprowadza do 

aktywacji nNOS. Zarówno kompetytywny jak i nie kompetytywny 

antagonista receptora NMDA zapobiegają aktywacji NOS wywołanej przez 

ASN. Uzyskane wyniki sugerują więc bezpośrednią interakcję ASN z 

receptorem NMDA i zmiany w jego konformacji. Podobne niespecyficzne 

działanie na receptory glutaminianergiczne zaobserwowano w przypadku 

oligomerów Aβ (Pellistri i wsp., 2008). Peptydy Aβ pobudzają również 

uwalnianie glutaminianu, hamują jego wychwyt zwrotny oraz prowadzą do 

zwiększenia ilości metabotropowych receptorów dla tego neuroprzekaźnika 

(Kabogo i wsp., 2008; Matos i wsp., 2008, Li i wsp., 2009; Casley i wsp., 

2009). Nasze poprzednie wyniki pokazały, że zewnątrzkomórkowa ASN 

obniża wychwyt zwrotny DA (Adamczyk i wsp., 2006). Zademonstrowano 

również, że nadekspresja ASN skutkuje obniżeniem poziomu transportera 

norepinefryny (Jeannotte i wsp., 2007). Chociaż nie wykazano działania 

ASN na wychwyt glutaminianu, istnieje możliwość, że może ona również 

oddziaływać na receptor NMDA poprzez regulację zewnątrzkomórkowego 

poziomu tego neuroprzekaźnika.  

Przekaźnictwo informacji na drodze glutaminianergicznej z udziałem 

receptorów NMDA i nNOS może prowadzić do stresu oksydacyjnego i 

przerwania ciągłości nici DNA (Pieper i wsp., 2000). Jednym z najczulszych 

wskaźników takiego uszkodzenia jest aktywacja polimerazy poli (ADP- 

rybozy). W tym kontekście PARP spełniałby rolę odbiorcy sygnału od 

receptora NMDA przy udziale NO, w tym też poprzez przejściowe 

uszkodzenie DNA (Strosznajder i wsp., 2000). Wcześniejsze dane pokazują, 

że aktywacja receptora NMDA prowadzi do zaburzenia funkcji 

mitochondriów oraz stresu oksydacyjnego, co skutkuje aktywacją PARP 

(Duan i wsp., 2007). Ponadto wykazano, że NO może stymulować poli-ADP 
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rybozylację PARP i prowadzić do nadmiernej aktywacji tego enzymu, a w 

konsekwencji do obumierania komórek w wyniku wyczerpania ATP (Zhang i 

wsp., 1994). Badania Strosznajder i wsp., (2000) wykazały, że NO oraz inne 

wolne rodniki są odpowiedzialne za wywołaną działaniem Aβ aktywację 

PARP-1 w hipokampie. Kolejne eksperymenty na hodowli komórek PC12 

wykazały zmiany aktywności PARP uwarunkowane ilością uwalnianych 

peptydów Aβ oraz obecnością mutacji w białku APP. W zależności od tych 

parametrów, z którymi korelował również wzrost poziomu NO, 

zaobserwowano wzrost aktywności PARP-1 w komórkach transfekowanych 

genem dla APP typu dzikiego oraz dramatyczne obniżenie aktywności PARP-

1 w komórkach transfekowanych APP z podwójną mutacją szwedzką 

(Strosznajder i wsp., dane nieopublikowane). Uzyskane przez nas wyniki 

pokazują, że inkubacja z zewnątrzkomórkową ASN prowadzi do znaczącego 

obniżenia aktywności PARP-1 zarówno w korze z hipokampem, jak i w 

prążkowiu. NO wydaje się być częściowo odpowiedzialny za ten efekt. W 

zgodzie z naszymi wynikami są dane pokazujące, że NO może hamować 

aktywność PARP-1 poprzez wpływ na domenę palca cynkowego tego 

enzymu, przez co uniemożliwia jego wiązanie z DNA (Sidorkina i wsp., 

2003). Badania Pytlowany i wsp. (2008) pokazują, że donor NO 

nitroprusydek sodu (SNP) również prowadzi do znacznego obniżenia 

aktywności PARP w komórkach PC12. Inne dane literaturowe wykazują z 

kolei stymulujący wpływ aktywowanej przez NO kaskady wolnorodnikowej 

na zależną od uszkodzenia DNA aktywność PARP- 1 (Zhang i wsp., 1994). 

Zjawisko inhibicji PARP-1 przez ASN, SNP i Aβ w komórkach APPsw jest 

bardzo ważne, ale nie w pełni zrozumiałe. Ponieważ PARP-1 jest najlepszym 

dla siebie substratem, istnieje duże prawdopodobieństwo, że w wyniku 

działania powyższych czynników ulega on autorybozylacji, co prowadzi do 

zahamowania jego aktywności. Zjawisko przejściowej aktywacji, a następnie 

inhibicji PARP-1 obserwowano również w warunkach stresu oksydacyjnego 

wywołanego działaniem jonów żelaza II na frakcję jądrową uzyskiwaną z 

hipokampa mózgu szczura (Strosznajder i wsp., 2005). Prezentowane w tej 

pracy wyniki otrzymane na skrawkach mózgu szczura wskazują, że już 

krótkotrwała, trzydziestominutowa inkubacja z ASN powoduje obniżenie 

aktywności PARP-1. Specyficzny inhibitor konstytutywnych izoform NOS 

(NNLA) częściowo zapobiega temu zjawisku. Dokładny mechanizm działania 

ASN na aktywność PARP-1 nie jest znany. Ponieważ podczas krótkotrwałej 
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inkubacji skrawków z ASN nie zaobserwowano aktywacji kaspazy-3, jak 

również zmian poziomu PARP-1 (dane nie pokazane) wydaje się, że do 

obniżenia aktywacji PARP-1 w wyniku krótkotrwałego działania ASN 

dochodzi na drodze niezależnej od jego degradacji. Wcześniejsze badania 

wskazują, że nadmiar powstającego w komórkach NO może bezpośrednio S-

nitrozylować PARP-1, a przez to hamować aktywność tego enzymu. Sugeruje 

się, że ta modyfikacja może stanowić negatywne sprzężenie zwrotne 

(Zhiyuan Yu i wsp., 2006). Na podstawie powyższych danych można 

wnioskować, że w przypadku działania ASN, NO uwolniony w nadmiernej 

ilości może wchodzić w bezpośrednią interakcję z białkiem PARP-1 i 

prowadzić do zahamowania aktywności tego enzymu. Interesującym 

spostrzeżeniem jest, że centralny fragment struktury ASN, peptyd NAC w 

formie wolnej nie wywiera wpływu na aktywność PARP. Ponieważ 

wcześniejsze dane pokazują, że fragment ten jest odpowiedzialny za 

aktywację NOS, wskazuje to, że w naszym układzie badawczym nitrozylacja 

PARP nie jest jedynym czynnikiem prowadzącym do obniżenia aktywności 

tego enzymu. Skoro inhibitor konstytutywnych izoform NOS (NNLA) tylko 

częściowo zapobiega działaniu ASN na PARP, nie można wykluczyć, że za 

inhibicję tego enzymu może być również odpowiedzialna bezpośrednia 

interakcja całej cząsteczki ASN z PARP-1. Hipotezę tę częściowo 

potwierdzają nasze wstępne wyniki, które wskazują translokację ASN do 

jądra komórkowego neuronów.  

Wyniki uzyskane z badań prowadzonych na materiale izolowanym z 

mózgu szczura prezentują, że krótkotrwałe działanie zewnątrzkomórkowej 

ASN może prowadzić do zwiększenia poziomu NO na drodze zależnej od 

pobudzenia receptora NMDA. Z kolei eksperymenty przeprowadzone na linii 

unieśmiertelnionych neuronów hipokampa (HT22) wskazują, że w wyniku 

długotrwałego oddziaływania ASN dochodzi nie tylko do zwiększenia 

aktywności NOS, ale również do zmiany ekspresji genu dla tego enzymu. 

Sugeruje to, że zewnątrzkomórkowa ASN może powodować trwałe zmiany w 

aktywności NOS i poziomie NO, co może powodować zaburzenia 

funkcjonowania neuronów. 

α-Synukleina jest bogato reprezentowana w neuronach hipokampa, 

zarówno w części presynaptycznej jak i somatodendrytycznej (Andringa i 

wsp., 2003). Ponadto w tej części mózgu zaobserwowano, że nadekspresja 
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ASN towarzyszy procesom patologicznym (Galvin i wsp., 1999), a potrojenie 

genu SNCA w dziedziczonej PD skutkuje obumieraniem głównie neuronów 

hipokampa (Farrer i wsp., 2004). W niniejszej pracy wykazano, że podana 

zewnątrzkomórkowo ASN może, poprzez zwiększenie aktywności i ekspresji 

NOS, wywierać niekorzystne działanie na komórki hipokampalne. 

Poprzednie dane pokazały, że tlenek azotu jest jednym z kluczowych 

czynników odpowiedzialnych za obumieranie istotnej puli komórek 

hipokampa po niedokrwieniu mózgu (Strosznajder i wsp., 1994; 

Chalimoniuk i Strosznajder, 1998; Culmsee i wsp., 2005). Zwiększenie 

stężenia 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 wywołanej domózgowym wstrzykiwaniem kwasu 

malonowego. W warunkach tych 7-NI hamuje powstawanie mleczanu, 

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

Uzyskane przez nas dane pokazują, że w wyniku długotrwałego, 24-

godzinnego działania ASN dochodzi do istotnego zwiększenia ekspresji 

nNOS, podczas gdy ekspresja pozostałych izoform NOS nie ulega zmianie. 

Wcześniejsze dane pokazują, że w procesie starzenia dochodzi do zmian 

ekspresji poszczególnych izoform NOS w mózgu. Podczas gdy poziom 

neuronalnej izoformy (nNOS) jest obniżony, ekspresja eNOS znacznie się 

zwiększa (Jesko i wsp., 2003; Strosznajder i wsp., 2004). Z kolei w mózgach 

osób z AD dochodzi do zwiększenia poziomu wszystkich izoform NOS. 

Podczas gdy zaburzenia ekspresji nNOS zaobserwowano głównie w 

neuronach, immunoreaktywność iNOS i eNOS była zwiększona zarówno w 

neuronach jak i komórkach gleju (Luth i wsp., 2002). Badania Stepanichev i 

wsp. (2008) pokazały, że Aβ powoduje istotne zwiększenie aktywności nNOS 

w neuronach hipokampa, ale nie wpływa na ekspresję tego enzymu. 

Ponadto zaobserwowano zwiększoną ekspresję iNOS w neuronach i 

astrocytach otaczających złogi amyloidowe (Rodrigo i wsp., 2004). 

Modulacja poziomu i aktywności nNOS i iNOS jest obserwowana również w 

PD. Sugeruje się, że w tej chorobie dochodzi do nadmiernej ekspresji iNOS 

w wyniku proliferacji i aktywacji mikrogleju i makrofagów, co skutkuje 

obumieraniem neuronów istoty czarnej (Iravani i wsp., 2002). 

Zademonstrowano, że 7-NI hamuje neurotoksyczne działanie MPTP na 

neurony dopaminergiczne i zapobiega zaburzeniom neurologicznym u 
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myszy, co wskazuje również na istotny udział nNOS w patologii PD 

(Watanabe i wsp., 2008). Chociaż nasze wyniki na mózgu szczura i w 

komórkach HT22 wskazują, że zarówno 30-minutowa jak i 8- oraz 24-

godzinna inkubacja z ASN nie wpływa na aktywność i ekspresję iNOS, to 

jednak nie wiemy, czy do aktywacji tej izoformy nie dochodzi w innym 

punkcie czasowym. Ostatnie badania przeprowadzone w naszym Zakładzie 

pokazały, że w wyniku dootrzewnowego podawania LPS dochodzi do 

wielokrotnego zwiększenia ekspresji iNOS w hipokampie 3 godziny po 

iniekcji, po czym już w 6 godzinie obserwuje się całkowity spadek ilości 

mRNA dla tej izoformy (Czapski i wsp., 2009). W innych badaniach 

zaobserwowano, że długotrwałe podawanie Aβ skutkuje zwiększeniem 

zarówno ekspresji jak i aktywności iNOS w hipokampie (Tran i wsp., 2001).  

Ostanie badania pokazały, że działanie wolnych rodników, w tym NO, 

może prowadzić do akumulacji ASN wewnątrz jąder komórkowych (Gentile i 

wsp., 2008; Specht i wsp., 2005). Może to stanowić istotną przyczynę 

neurodegeneracji zarówno neuronów jak i oligodendrocytów, co pokazują 

badania post mortem mózgów chorych na atrofię wielosystemową (Lin i wsp., 

2004). Wykazano, że w wyniku działania stresu oksydacyjnego dochodzi do 

translokacji C-końcowego, 10 kDa fragmentu ASN do jądra komórek 

dopaminergicznych (Xu i wsp., 2006). W badaniach in vitro stwierdzono, że 

stres oksydacyjny może również prowadzić do translokacji ASN w wyniku 

przerwania ciągłości błony jądrowej (Sangchot i wsp., 2002). Ponadto po 

dootrzewnowym podaniu myszom herbicydu paraquatu zaobserwowano 

istotne zwiększenie immunoreaktywności ASN zarówno w cytozolu jak i 

jądrach neuronów istoty czarnej (Goers i wsp., 2003). Pokazano, że w jądrze 

komórkowym ASN może tworzyć specyficzne kompleksy z histonami, co 

zwiększa jej oligomeryzację do nierozpuszczalnych fibryli (Goers i wsp., 

2003). Jądrowa lokalizacja ASN jest zwiększona w przypadku mutacji A30P 

oraz A53T i skutkuje neurotoksycznością, poprzez zahamowanie acetylacji 

histonów (Kontopoulos i wsp., 2006). Zademonstrowano, że ASN 

zlokalizowana w jądrze ma właściwości czynnika transkrypcyjnego i 

powoduje obniżenie ekspresji antyapoptotycznego białka Bcl-2 oraz 

zwiększenie poziomu mRNA dla kinazy syntazy glikogenu-3β (GSK-3β) (Yuan 

i wsp., 2008). Istnieje prawdopodobieństwo, że również w naszym układzie 

badawczym dochodzi do translokacji ASN i jej bezpośredniego wpływu na 

ekspresję genu dla nNOS, jednakże hipoteza ta wymaga weryfikacji.  

120 

http://rcin.org.pl



Dyskusja 

Nasze wyniki uzyskane z mózgu szczura pokazują, że 

zewnątrzkomórkowa ASN w istotny sposób obniża aktywność jednego z 

jądrowych enzymów PARP-1. Analogicznie jak w przypadku NOS szukaliśmy 

odpowiedzi na pytanie, czy ASN wpływa również na ekspresję i poziom 

białka dla tego enzymu. Uzyskane przez nas dane wskazują, że w wyniku 

działania ASN dochodzi do stopniowego, zależnego od czasu inkubacji, 

obniżenia immunoreaktywności PARP-1 we frakcji jądrowej. W wyniku 

działania ASN nie dochodzi jednak do zmiany ekspresji genu PARP-1, co 

wskazuje, że obniżenie poziomu tego białka jest wynikiem wyłącznie jego 

degradacji. Wiadomo, że PARP-1 jest preferencyjnym substratem dla 

kaspazy-3. W wyniku aktywacji tego enzymu dochodzi do cięcia PARP-1 z 

powstaniem fragmentów o wielkości 89-kDa i 21-kDa (Ferrer i Planas, 2003; 

Chaitanya i Babu, 2009). Uważa się, że obecność 89-kDa produktu 

degradacji PARP-1 w cytoplazmie jest najwcześniejszym wskaźnikiem 

procesu apoptozy zależnej od kaspaz. Nasze wyniki wskazują, że w wyniku 

działania ASN w komórkach hipokampa HT22 dochodzi do aktywacji 

kaspazy-3 i degradacji PARP z powstawaniem produktu o masie 

cząsteczkowej 89-kDa. Wyniki te korespondują z wcześniejszymi danymi, 

które pokazują, że toksyczne działanie zewnątrzkomórkowej ASN wyraża się 

poprzez zależną od NO aktywację kaspazy-3 w neuronach (Seo i wsp., 2002; 

Desplats i wsp., 2009). Ponadto w warunkach, w których dochodzi do 

zwiększenia poziomu ASN wewnątrz neuronów, również obserwuje się 

aktywację kaspazy-3 (Li i wsp., 2010; Kalivendi i wsp., 2004). Obecność 

aktywnej kaspazy-3 stwierdzono w zdegenerowanych neuronach istoty 

czarnej w modelu choroby Parkinsona wywołanej podaniem 6-OHDA 

(Marinova-Mutafchieva i wsp., 2009; da Costa i wsp., 2009), jak również w 

hodowlach pierwotnych neuronów poddanych działaniu Aβ (Liang i wsp., 

2009). W rozważanych wcześniej badaniach zademonstrowaliśmy, że NO 

powstały w wyniku działania ASN jest częściowo odpowiedzialny za inhibicję 

PARP-1. Praca Svobody i wsp. (2009) pokazuje, że aktywacja NOS i 

powstawanie NO może przyczynić się do aktywacji kaspazy-3 w komórkach 

gleju poddanych działaniu L-glutaminy. W innych badaniach wykazano, że 

donor NO, nitroprusydek sodu (SNP) wywołuje obumieranie komórek 

neuroblastoma SH-SY5Y na drodze apoptozy zależnej od kaspazy-3 (Park i 

wsp., 2009). Ponadto zademonstrowano, że wśród licznych procesów 

patologicznych towarzyszących niedokrwieniu mózgu czy PD, jednym z 
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istotnych elementów odpowiedzialnych za degenerację neuronów jest 

zwiększenie ekspresji i aktywności iNOS lub/i nNOS oraz aktywacja 

kaspazy-3 (Tu i wsp., 2009; Lam i wsp., 2008). Nasze badania są zgodne z 

wynikami uzyskanymi przez innych i pokazują, że nadmierna ilość NO 

powstałego w wyniku zwiększenia aktywności NOS jest odpowiedzialna za 

aktywację kaspazy-3 i przez to pośrednio wpływa na obniżenie poziomu 

PARP-1.  

W naszych badaniach stwierdziliśmy, że chociaż maksymalną 

aktywność kaspazy-3 obserwuje się w 8 godzinie działania ASN, produkt jej 

proteolitycznego działania, 89-kDa fragment PARP-1, osiąga wysoki poziom 

dopiero po 24-godzinnym działaniu ASN. Chociaż trudno wyjaśnić 

przyczynę tego zjawiska, to jednak dodatkowe badania przeprowadzone za 

pośrednictwem testu ELISA oraz pozytywny efekt inhibitora Z-DEVD-FMK, 

potwierdzają, że w warunkach działania ASN dochodzi do proteolitycznego 

cięcia PARP-1 wyłącznie przez kaspazę-3. Podobny efekt zaobserwowano 

również w innych badaniach. W hodowli pierwotnej neuronów poddanych 

działaniu etanolu maksimum aktywności kaspazy-3 przypadał na 6 godzinę 

inkubacji, podczas gdy największą ilość ciętego PARP-1 wykryto po 24-

godzinach (Cherian i wsp., 2009). Etopozyd, inhibitor topoizomerazy II, 

wywierał podobne działanie w komórkach nowotworowych MCF7 (Benjamin 

i wsp., 1998).  

Wiele badań wskazuje, że proteolityczne cięcie PARP-1 przez  

kaspazę-3 jest zjawiskiem cytoprotekcyjnym (Williams i wsp., 2008; Cherian 

i wsp., 2009). Fibroblasty produkujące białko PARP-1 odporne na 

proteolityczną degradację wykazywały zwiększoną wrażliwość na działanie 

czynników toksycznych (Herceg i Wang, 1999). Wysoki poziom cynku w 

neuronach zawoju zębatego u ludzi zakażonych wirusem choroby Borna 

powodował hamowanie aktywności kaspazy-3 oraz hiperaktywację PARP-1 

przez co ułatwiał neurodegenerację. Zjawiska takiego nie zaobserwowano w 

astrocytach, w których aktywność kaspazy-3 była wysoka (Williams i wsp., 

2008). Wyniki te sugerują, że proteolityczne cięcie PARP działa protekcyjnie, 

ale tylko w warunkach hiperaktywacji tego enzymu. Nasze badania na 

mózgu szczura wykazały, że w wyniku działania ASN dochodzi do 

zahamowania aktywności PARP-1. W tym układzie dodatkowe obniżenie 

poziomu tego białka w wyniku aktywacji kaspazy może w istotny sposób 
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zaburzać fizjologiczne procesy, w których PARP-1 bierze udział i przez to 

działać niekorzystnie.  

Dotychczasowe dane wskazują, że najbardziej wrażliwe na toksyczne 

działanie ASN są komórki dopaminergiczne (Sidhu i wsp., 2004; Wersinger i 

wsp., 2004). W związku z tym badania dotyczące mechanizmu śmierci 

komórek prowadzono na linii pheochromocytoma PC12, charakteryzującej 

się syntezą amin katecholowych, w tym dopaminy. Do chwili obecnej jest to 

jedna z najlepiej scharakteryzowanych linii komórkowych, oraz model 

badawczy szeroko stosowany w doświadczeniach in vitro dotyczących 

toksyczności Aβ oraz α-synukleiny (Qian i wsp., 2008; Girigoswami i wsp., 

2008; Hu i wsp., 2008), jak również wykorzystywany w badaniu 

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

Dane prezentowane w tej pracy pokazują, że zewnątrzkomórkowa 

ASN powoduje zaburzenie funkcji mitochondriów oraz aktywuje 

programowaną śmierć komórek PC12. Wyniki te korespondują z pracą Seo i 

wsp. (2002), w której zaprezentowano, że zewnątrzkomórkowa ASN 

prowadzi do nadekspresji białka Bax, obniżenia poziomu Bcl-xL, zmian w 

mitochondriach oraz uwolnienia cytochromu c. Konsekwencją tych zdarzeń 

jest uruchomienie kaskady kaspaz, co prowadzi do obumierania komórek 

(Seo i wsp., 2002). Zewnątrzkomórkowa ASN w formie zagregowanej 

aktywuje również mikroglej, co skutkuje uwolnieniem znacznej ilości 

wolnych rodników i śmiercią neuronów dopaminergicznych (Zhang i wsp., 

2005). Na podstawie otrzymanych przez nas wyników trudno jednoznacznie 

określić, jaki typ śmierci zachodzi w wyniku działania ASN. 

Zaobserwowaliśmy, że połowa obumarłych komórek wykazuje morfologiczne 

zmiany charakterystyczne dla procesu apoptozy, jak kondensacja 

chromatyny, czy fragmentacja jądra. Istnieje możliwość, że pozostałe 

komórki mogą umierać na drodze innych form programowanej śmierci, jak 

również nekrozy. Wynki poprzednich badań wskazują, że α-synukleina może 

wywoływać śmierć komórek zarówno 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 mechanizmów programowanej śmierci (Buttner i wsp., 2008; 

Vekrellis i wsp., 2009).  

Wiele danych podkreśla znaczenie zarówno monomerycznej jak i 

zagregowanej ASN w patologii chorób neurodegeneracyjnych (Hashimoto i 
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Masliah, 1999; Mandal i wsp., 2006). Nadprodukcja i/lub nadmierna 

akumulacja ASN w komórkach hodowanych in vitro powodowała selektywną 

degenerację neuronów dopaminergicznych (Xu i wsp., 2002). Ponadto u 

myszy z ekspresją zmutowanej ASN (A53T) zaobserwowano wczesne procesy 

neurodegeneracji oraz agregację ASN w mózgu (Lee i wsp., 2002). 

Zmutowana, zagregowana ASN lub peptyd NAC podawane 

zewnątrzkomórkowo zwiększały obumieranie komórek neuroblastoma (SH-

SY5Y) w warunkach in vitro (El-Agnaf i wsp., 1998; Sung i wsp., 2001). 

Ekspresja normalnej (natywnej) oraz zmutowanej (A53T, A30P) ASN w 

mysich komórkach zwoju dolnego nerwu błędnego skutkuje aktywacją 

procesu apoptozy (Saha i wsp., 2000). Zwiększone stężenie ASN koreluje z 

wystąpieniem cech apoptotycznych również w komórkach gleju (Stefanova i 

wsp., 2001) oraz limfoblastach (Kim i wsp., 2004). Uzyskane przez nas 

wyniki prezentują, że zagregowana forma ASN pozostaje bez wpływu na 

przeżywalność komórek PC12. To zgadza się z ostatnio opublikowanymi 

danymi biochemicznymi, w których zwraca się uwagę na istotne znaczenie 

protofibrylarnych form białek w procesie neurodegeneracji, podczas gdy 

powstawanie nierozpuszczalnych agregatów uznawane jest za formę obrony 

komórki przed toksycznością oligomerów (Chen i Feany, 2005; Shults, 

2006). Jako poparcie powyższej hipotezy mogą służyć dane uzyskane przez 

Lee i wsp. (2008), które pokazują, że agregaty zewnątrzkomórkowej ASN 

przedostają się do wnętrza komórki na drodze endocytozy zależnej od 

receptora i są natychmiast degradowane w lizosomach. Natomiast 

monomeryczne formy ASN mogą swobodnie przechodzić przez błonę 

komórkową, ale nie są we wnętrzu komórki degradowane i mogą wywierać 

efekt cytotoksyczny (Lee i wsp., 2008).  

Wyniki badań przeprowadzonych na hodowlach komórkowych w 

warunkach in vitro wskazują na istnienie wielu mechanizmów 

odpowiedzialnych za toksyczność ASN. Należą do nich między innymi 

zaburzenia funkcji mitochondriów, siateczki śródplazmatycznej oraz 

aktywacja procesu autofagii (Hsu i wsp., 2000; Stefanis i wsp., 2001; Smith 

i wsp., 2005a). W komórkach drożdży, u których wyindukowano ekspresję 

natywnej i zmutowanej ASN, zaobserwowano charakterystyczne cechy 

procesu apoptozy, takie jak kondensacja chromatyny, fragmentacja jądra 

oraz uwalnianie cytochromu c z mitochondriów (Flower i wsp., 2005). 

Ponadto ASN wywoływała aktywację kinaz MAP i translokację czynnika 
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transkrypcyjnego NFκB (Seo i wsp., 2002). Dokładny mechanizm 

obumierania komórek w wyniku działania ASN nie został jednakże do końca 

poznany. W warunkach sprzyjających jej agregacji, ASN zwiększa podatność 

komórek na działanie neurotoksyn. Nadekspresja zmutowanej (A30P i 

A53T), jak również pozbawionej domeny C-końcowej α-synukleiny w 

komórkach neuroblastoma (SH-SY5Y) znamiennie zwiększała stres 

oksydacyjny oraz obumieranie komórek wywołane przez MPP+ czy 

nadtlenek wodoru (Kanda i wsp., 2000). Jednoczesna ekspresja natywnej 

lub zmutowanej (A30P) ASN z transporterem dopaminy wywoływała śmierć 

komórek wskutek zaburzenia potencjału błony komórkowej, uszkodzenia 

mitochondriów i stresu oksydacyjnego wywołanego przez nadmierne 

nagromadzenie wewnątrzkomórkowej dopaminy (Moussa i wsp., 2004). 

Nasze dane pokazują, że ASN może nie tylko potęgować działanie 

neurotoksyn, ale sama, działając zewnątrzkomórkowo, powoduje aktywację 

stresu oksydacyjnego i istotne zaburzenia funkcji mitochondriów. 

Wewnątrzkomórkowa akumulacja ASN jest związana z wolnorodnikowym 

uszkodzeniem białek i lipidów (Bossy-Wetzel i wsp., 2004; Lin i Beal, 2006), 

a oksydacyjne modyfikacje makromolekuł mogą odgrywać istotną rolę w 

neurotoksyczności wywołanej przez to białko.  

Dane literaturowe wskazują, że ASN może wchodzić w bezpośrednią 

interakcję z mitochondriami, a efekt ten wydaje się być zależny do stężenia 

tego białka (Parihar i wsp., 2009). Inne badania pokazują, że zarówno 

rekombinowana (Ding i wsp., 2002) jak i zmutowana ASN może łączyć się z 

błonami organelli komórkowych (Smith i wsp., 2005), a interakcja ta wydaje 

się być istotnym elementem toksyczności tego białka (Volles i Lansbury, 

2007). Mitochondria to również główne miejsce neurotoksycznego działania 

ASN w komórce (Perier i wsp., 2007). Co więcej, wykazano, że ASN może być 

do mitochondriów translokowana (Cole i wsp., 2008; Liu i wsp., 2009). 

Udowodniono, że N-końcowy 32-aminokwasowy fragment ASN zawiera 

sygnał lokalizacji mitochondrialnej, co umożliwia jej przedostawanie się do 

tych organelli, ponadto ASN zaimportowana do mitochondriów lokalizuje się 

w pobliżu wewnętrznej błony mitochondrialnej (Devi i wsp., 2008). Skoro 

zewnątrzkomórkowa ASN ma zdolność do przechodzenia do wnętrza 

komórki w nieograniczony sposób (Lee i wsp., 2008), to jest możliwe, że w 

naszym układzie eksperymentalnym białko to działa raczej poprzez 

bezpośrednią interakcję z mitochondriami. Interesujące dane in vitro (Liu i 
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wsp. 2009; Devi i wsp., 2008) oraz badania post mortem na mózgach 

chorych na PD (Devi i wsp., 2008) pokazują, że postępująca akumulacja 

ASN w mitochondriach zaburza funkcjonowanie kompleksu I łańcucha 

oddechowego oraz powoduje podwyższenie stresu oksydacyjnego w całej 

komórce, również wewnątrz mitochondriów. Z danych tych wynika, że stres 

oksydacyjny wywołany przez ASN jest procesem wtórnym wynikającym z 

uszkodzenia mitochondriów.  

Nasze badania prowadzone na materiale uzyskanym z mózgu szczura 

oraz na komórkach HT22 wykazały, że zewnątrzkomórkowa ASN 

doprowadza do zwiększenia syntezy NO i indukcji stresu nitrozacyjnego. 

Według poprzednich danych zwiększony poziom NO może być 

odpowiedzialny za proapoptotyczne działanie ASN (Giasson i wsp., 2000). 

Udowodniono, że główne miejsce nitracji białek w komórce stanowią 

mitochondria (Koeck i wsp., 2004). Ostatnie wyniki pokazują, że 

nadekspresja ASN powoduje nitrację dużej ilości białek mitochondrialnych, 

wynikającą z zaburzenia równowagi pomiędzy tworzeniem wolnych 

rodników, a procesami antyoksydacyjnymi (Parihar i wsp., 2009; Peluffo i 

Radi, 2007). Nasze wyniki pokazują, że inhibicja konstytutywnych izoform 

NOS znacząco hamuje toksyczne działanie ASN w komórkach PC12. 

Sugeruje to, że w wyniku działania ASN dochodzi do nadmiernej produkcji 

NO, co może prowadzić do uszkodzenia białek mitochondrialnych i 

zaburzenia funkcji tych organelli. W komórkach z nadekspresją ASN 

zaobserwowano, że stres oksydacyjny i uszkodzenia nitrozacyjne białek 

skutkują spadkiem potencjału mitochondrialnego (Parihar i wsp., 2009). 

Otrzymane przez nas wyniki z użyciem cyklosporyny A pokazują, że u 

podstaw neurotoksycznego działania ASN leży zaburzenie funkcjonowania 

mitochondriów, które skutkuje otwarciem megakanałów mitochondrialnych 

(ang. Mitochondrial Permeability Transition, MPT). Zjawisko to jest niezwykle 

istotne w procesach degeneracji i w konsekwencji prowadzi do obumierania 

komórek w wyniku wyczerpania energii (Stavrovskaya i Kristal, 2005). 

Otwarcie MPT powoduje nadprzepuszczalność mitochondriów, zwiększenie 

ciśnienia osmotycznego wewnątrz tych organelli oraz prowadzi do 

uszkodzenia zewnętrznej błony mitochondrialnej i uwolnienia cytochromu c 

(Büki i wsp., 2000) oraz aktywacji apoptozy zależnej od kaspaz (Wang i 

wsp., 1998). Nasze wyniki uzyskane na komórkach PC12 są zgodne z 

danymi otrzymanymi z eksperymentów na linii HT22 i pokazują, że w 
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wyniku działania zewnątrzkomórkowej ASN dochodzi do aktywacji kaspazy-

3. Ponadto protekcyjne działanie specyficznego inhibitora kaspazy-3, Z-

DEVD-FMK sugeruje, że efektem zaburzeń procesów 

wewnątrzkomórkowych wywołanych przez ASN jest aktywacja 

programowanej śmierci zależnej od kaspaz.  

Uzyskane przez nas wyniki pokazują, że peptyd NAC powoduje, 

podobnie jak jego białko prekursorowe, obumieranie komórek PC12. 

Działanie NAC w naszym układzie eksperymentalnym jest jednak silniejsze 

niż to wywołane przez ASN, co można tłumaczyć łatwiejszym 

przyjmowaniem przez NAC konformacji β-kartki i jego szybszą 

oligomeryzacją (El-Agnaf i wsp., 1998). Neurotoksyczność NAC po raz 

pierwszy udowodniono w badaniach na linii komórek B12 (Liu i Schubert, 

1998) oraz na komórkach neuroblastoma SH-SY5Y (El-Agnaf i wsp., 1998). 

Podobnie jak w przypadku ASN, trudno jednoznacznie określić, na jakiej 

drodze obumierają komórki PC12 traktowane NAC. Wcześniejsze dane 

pokazują, że peptyd NAC wywołuje śmierć komórek częściowo na drodze 

apoptozy, a częściowo w wyniku nekrozy (Tanaka i wsp., 2001). Inne 

badania wskazują, że NAC, poprzez aktywację astrocytów, indukuje śmierć 

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

Wykrycie peptydu NAC jako drugiego po Aβ składnika blaszek 

starczych w chorobie Alzheimera (Ueda i wsp., 1993) wskazuje, że w 

warunkach patologicznych dochodzi do cięcia ASN i uwolnienia jej 

centralnego fragmentu, który kolokalizuje z Aβ. Zaobserwowano, że NAC 

może łączyć się z Aβ (Jensen i wsp., 1997) oraz inicjować jego agregację, co 

ułatwia powstawanie nierozpuszczalnych zewnątrzkomórkowych złogów 

(Han i wsp., 1995). W wyniku działania NAC dochodzi do zwiększenia stresu 

oksydacyjnego i wewnątrzmitochondrialnego poziomu wolnych rodników 

zarówno w neuronach, jak i astrocytach (Tanaka i wsp., 2002). Nasze 

badania pozostają w zgodzie z tymi doniesieniami i pokazują, że 

zewnątrzkomórkowy peptyd NAC indukuje stres wolnorodnikowy i 

uszkodzenie mitochondriów skutkujące obumieraniem komórek PC12. 

Prezentowane wcześniej wyniki uzyskane na materiale z mózgu szczura 

pokazują, że NAC stymuluje aktywność nNOS. W komórkach PC12 inhibitor 

konstytutywnych izoform NOS nie zapobiega jednak toksycznemu działaniu 

tego peptydu. Może to świadczyć o tym, że zwiększenie syntezy NO nie jest 
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głównym mechanizmem odpowiedzialnym za toksyczność NAC w badanym 

modelu komórkowym. 

Wiele danych, w tym również prezentowane w niniejszej pracy, 

wskazuje, że obecność peptydu NAC determinuje toksyczne działanie ASN 

(El-Agnaf i wsp., 1998; Bodles i wsp., 2000; Adamczyk i wsp., 2006; 

Adamczyk i Strosznajder, 2006). W badaniach tych NAC wykazuje działanie 

identyczne jak jego białko prekursorowe. Badania przeprowadzone na 

komórkach PC12 pokazują, że chociaż NAC prowadzi do zaburzenia funkcji 

mitochondriów, to w wyniku jego działania nie dochodzi do otwarcia 

megakanałów mitochondrialnych oraz aktywacji kaspazy-3. Wyniki te 

pokazują, że NAC nie zawsze aktywuje te same molekularne mechanizmy, 

co ASN. Podobne zjawisko obserwuje się w przypadku działania różnych 

fragmentów APP i Aβ. W wyniku degradacji białka APP na drodze 

nieamyloidogennej powstaje produkt o masie cząsteczkowej 3 kDa, który 

może być przenoszony do jądra i pełnić funkcję czynnika transkrypcyjnego 

regulującego sygnalizację wapniową. Z kolei w wyniku cięcia APP na drodze 

amyloidogennej, powstają peptydy Aβ o różnej długości, które wykazują 

tendencję do agregacji i neurotoksyczności, z czego najczęściej opisywanymi 

i najlepiej poznanymi są Aβ 1-39, Aβ 1-40, Aβ 1-42 (Di Carlo, 2009). 

Udowodniono, że toksyczność peptydów Aβ 1-39 i Aβ 1-40, jest mniejsza niż 

peptydów Aβ 1-42. Bodles i wsp. (2000) wykazali, że syntetyczny fragment 

Aβ 25-35 odpowiadający za niekorzystne działanie wymienionych peptydów 

w badaniach in vitro wykazuje wyższą toksyczność aniżeli cały peptyd 

zawierający sekwencję 25-35. Różne fragmenty NAC także charakteryzują 

się odmiennymi właściwościami. Podczas gdy NAC (8-18) i NAC (8-16) 

działają toksycznie na komórki SH-SY5Y, fragmenty NAC (12-18), NAC (9-

16) oraz NAC (8-15) nie mają wpływu na przeżywalność tych komórek 

(Bodles i wsp., 2001). 

Wcześniejsze dane pokazują, że ekspozycja zarówno neuronów jak i 

astrocytów na zewnątrzkomórkowy peptyd NAC powoduje aktywację 

czynnika transkrypcyjnego NFκB, jego translokację do jądra oraz zwiększa 

jego wiązanie z DNA. Zjawisko to wywołane jest zwiększonym, w wyniku 

działania NAC, stresem oksydacyjnym w mitochondriach (Tanaka i wsp., 

2002). Wzrost immunoreaktywności NFκB w neuronach hipokampa, jak 

również jego jądrową translokację obserwuje się w przypadku choroby 
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Alzheimera. Dane te sugerują udział czynnika NFκB we wczesnych stadiach 

choroby, w których dochodzi do tworzenia oligomerów Aβ, 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 

mechanizmów działania NFκB, w odpowiedzi na czynniki stresowe, jest 

zwiększenie ekspresji białka p53 (Wu i wsp., 1994). Wyniki przedstawione w 

niniejszej pracy pokazują, że zwiększona ekspresja i aktywacja p53 jest 

głównym mechanizmem toksycznego działania peptydu NAC w komórkach 

PC12. Zwiększenie aktywności czynnika p53 wywołane przez stres 

oksydacyjny prowadzi do aktywacji procesów apoptozy w neuronach i 

innych typach komórek (Haupt i wsp., 2003). Białko to jest czynnikiem 

odpowiedzialnym za obumieranie komórek nerwowych w licznych 

patologiach takich jak niedokrwienie (Crumrine i wsp., 1994), 

ekscytotoksyczność (Lakkaraju i wsp., 2001) czy uszkodzenie DNA (Jonhson 

i wsp., 1999). W badaniach post mortem mózgów pacjentów z AD (de la 

Monte i wsp., 1997), jak również u myszy transgenicznych z nadekspresją 

Aβ 1-42 (LaFerla i wsp., 1996), wykryto zwiększoną immunoreaktywność 

p53 w uszkodzonych neuronach, co sugeruje, że p53 może odgrywać istotną 

rolę w patogenezie AD. Uważa się, że PARP-1 jest odpowiedzialny za 

kontrolę ekspresji p53 na poziomie białka i regulację jego stabilności w 

komórce (Węsierska-Gądek i wsp., 1999). Poprzez tworzenie kompleksu z 

p53, PARP-1 zapobiega translokacji tego białka z jądra do cytoplazmy i 

następnie jego degradacji (Węsierska-Gądek i wsp., 2001). Zjawisko to może 

częściowo tłumaczyć rozbieżności wyników uzyskanych dla ASN i NAC. W 

przypadku działania ASN, gdy dochodzi do zahamowania aktywności i 

obniżenia poziomu PARP-1, czas półtrwania p53 w jądrze ulega znacznemu 

skróceniu, co uniemożliwia aktywację transkrypcji odpowiednich genów. W 

przeciwieństwie do ASN, NAC nie wpływa ani na podstawową aktywność, 

ani na poziom białka PARP-1, dlatego zwiększona ekspresja p53 skutkuje 

nagromadzeniem tego białka w jądrze i jego aktywacją. Hipotezę tę popierają 

dane uzyskane przez Gądek-Węsierską i wsp. (2000), które pokazują, że w 

komórkach o genotypie PARP-1-/- okres półtrwania p53 ulega ponad 10-

krotnemu skróceniu.  

Wiele danych wskazuje, że w wyniku aktywacji czynnika 

transkrypcyjnego p53 dochodzi do śmierci komórek na drodze apoptozy 

129 

http://rcin.org.pl



Dyskusja 

zależnej od kaspaz (Culmsee i Mattson, 2005). Nasze wyniki pokazują, że 

chociaż peptyd NAC powoduje zwiększenie ekspresji i aktywności p53, w 

wyniku jego działania nie dochodzi do aktywacji kaspazy-3 w żadnym z 

badanych punktów czasowych. Dodatkowym dowodem na brak udziału 

kaspaz w obumieraniu komórek w wyniku działania NAC jest 

nieefektywność działania specyficznego inhibitora kaspazy, Z-DEVD-FMK. 

Zaobserwowano, że p53 może działać nie tylko poprzez aktywację 

transkrypcji genów, ale może również bezpośrednio wiązać się z 

mitochondrialnym białkiem Bax. Interakcja ta prowadzi do translokacji 

czynnika indukującego apoptozę (AIF) do cytoplazmy i wywołuje 

obumieranie na drodze niezależnej od kaspaz (Scharstuhl i wsp., 2009; 

Caballero i wsp., 2009). Istnieje możliwość, że peptyd NAC aktywuje ścieżkę 

zależną od AIF, ale by to potwierdzić należy przeprowadzić dodatkowe 

badania.  

Interakcja pomiędzy kinazą cyklino-zależną 5 (Cdk5) a białkiem p53 

jest jednym z procesów, które zachodzą w patologii chorób 

neurodegeneracyjnych (Schmid i wsp., 2006). Zademonstrowano, że w 

procesie apoptozy komórek PC12 dochodzi do równoczesnego zwiększenia 

poziomu p53 i Cdk5 (Zhang i wsp., 2002). Nasze badania są zgodne z tymi 

wynikami i pokazują, że w wyniku działania NAC w komórkach PC12 

jednocześnie ze wzrostem poziomu p53 dochodzi do zwiększenia ekspresji i 

aktywności Cdk5. Wiele danych wskazuje, że w warunkach patologicznych, 

takich jak stres oksydacyjny, niedokrwienie, czy działanie Aβ, dochodzi do 

zaburzenia regulacji aktywności tego enzymu i neurotoksyczności. W 

mózgach pacjentów z AD wykryto ponad dwukrotne zwiększenie aktywności 

Cdk5 w porównaniu z mózgami zdrowych ludzi z tej samej grupy wiekowej 

(Lee i wsp.,1999). Zaburzenia aktywności Cdk5 obserwowane są również 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). Zaobserwowaliśmy, że zwiększonej ekspresji 

Cdk5 w komórkach PC12 towarzyszyło podwyższenie ilości mRNA dla 

obydwu ko-faktorów tego enzymu, białek p35 i p39. W warunkach stresu 

oksydacyjnego dochodzi do cięcia p35 z powstaniem białka p25, które 

tworzy stabilny kompleks z Cdk5, przez co wydłuża okres półtrwania tego 

enzymu oraz powoduje jego hiperaktywację (Kusakawa i wsp., 2000; Patrick 

i wsp., 1999). Poprzednie dane wskazują, że Aβ jest silnym aktywatorem 
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kompleksu Cdk5/p25. W neuronach hodowli pierwotnej Aβ stymulował 

cięcie peptydu p35 (Lee i wsp., 2000), ponadto u myszy z mutacją APP, 

charakteryzujących się zwiększonym wytwarzaniem Aβ 1-42, 

zaobserwowano wewnątrzkomórkowe nagromadzenie czynnika p25 (Otth i 

wsp., 2002). Zahamowanie aktywności Cdk5 znacząco osłabiało uwalnianie 

i toksyczność Aβ (Lee i wsp., 2000; Lee i wsp., 2003). Jak pokazali Zhang i 

wsp. (2002), w wyniku nadekspresji Cdk5 dochodzi do zwiększenia poziomu 

i aktywności białka p53. Udowodniono, że aktywny kompleks Cdk5/p25 ma 

zdolność wiązania się z p53 indukując fosforylację i acetylację tego białka, 

jak również znosi działanie Hdm2 (ang. human double minute-2), czynnika 

odpowiedzialnego za degradację p53. W efekcie dochodzi do akumulacji p53 

w jądrze i jego aktywacji jako czynnika transkrypcyjnego (Lee i wsp., 2007). 

Zgodnie z przedstawionymi danymi, nasze wyniki z użyciem specyficznego 

inhibitora kompleksu Cdk5/p25 (BML-259) wskazują, że w warunkach 

stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem peptydu NAC, zaktywowana 

Cdk5 może wspomagać proces apoptozy poprzez fosforylację i aktywację 

p53.  

W ostatnich latach przedmiotem intensywnych badań naukowych 

stało się wyjaśnienie znaczenia interakcji ASN z Aβ w chorobach 

neurodegeneracyjnych. Dlatego dalsze eksperymenty miały na celu 

zbadanie udziału zewnątrzkomórkowej α-synukleiny w uwalnianiu i 

toksyczności peptydów Aβ. Badania prowadzono na komórkach PC12 

transfekowanych ludzkim genem dla APP, dzikim lub z podwójną mutacją 

szwedzką. Komórki te charakteryzuje zwiększone wytwarzanie i uwalnianie 

peptydów Aβ w porównaniu do komórek kontrolnych (Chalimoniuk i wsp., 

2007). Wyniki uzyskane w tej pracy wykazują, że poziom Aβ uwalnianego 

przez komórki APPsw jest 5-krotnie większy w porównaniu z komórkami 

PC12 kontrolnymi. W niniejszej pracy po raz pierwszy stwierdzono, że 

zewnątrzkomórkowa ASN zwiększa uwalnianie i toksyczność peptydów Aβ, 

co prowadzi do zaburzenia funkcji mitochondriów, i w konsekwencji, do 

obumierania komórek. Nasze wyniki korespondują z badaniami 

pokazującymi, że α-synukleina wchodzi w interakcję z peptydami Aβ 

(Mandal i wsp., 2006) oraz potęguje ich agregację w warunkach in vitro 

(Yoshimoto i wsp., 1995). Uzyskane przez nas dane poszerzają istniejącą 

wiedzę dotyczącą mechanizmu zewnątrzkomórkowego działania ASN.  
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Znaczenie ASN w patologii choroby Alzheimera i w toksyczności 

peptydów Aβ jest niezwykle interesującym i nie do końca wyjaśnionym 

zagadnieniem. Publikowane w ostatnich latach doniesienia wielu grup 

badawczych pokazują, że u ponad 60% przypadków chorych z idiopatyczną 

chorobą Alzheimera wykrywa się ciała Lewy’ego w różnych częściach mózgu 

(Mikolaenko i wsp., 2005; Jellinger, 2004), ponadto u pacjentów tych 

zaobserwowano szybszy rozwój objawów pozapiramidowych (Lopez i wsp., 

2000). W dodatku, ostatnie badania wskazują na obecność ASN w 

zdegenerowanych aksonach otaczających blaszki starcze w korze mózgowej 

u osób z AD przy jednoczesnym braku typowych ciał Lewy’ego. Liczba 

danych wskazujących, że Aβ może być zaangażowany w procesy 

oligomeryzacji, akumulacji oraz toksyczności ASN rośnie (Masliah i wsp., 

2001; Hunya i wsp., 2008). Badania przeprowadzone postmortem sugerują, 

że istnienie patologii AD potęguje objawy chorób związanych z obecnością 

ciał Lewy’ego (Wakisaka i wsp., 2003). Ponadto wykazano, że zwiększona 

liczba ciał Lewy’ego i zdegenerowanych neurytów w korze mózgowej ściśle 

koreluje z obecnością złogów Aβ (Pletnikova i wsp., 2005). Analiza 

biochemiczna mózgów pacjentów z AD oraz DLB również wskazuje na 

związek pomiędzy Aβ a akumulacją ASN (Deramecourt i wsp., 2006). Co 

więcej, u myszy transgenicznych z ekspresją zarówno zmutowanego APP jak 

i preseniliny-1 zaobserwowano zwiększoną akumulację ufosforylowanej ASN 

(Kurata i wsp., 2007). Uzyskane przez nas wyniki uzupełniają powyższe 

dane pokazując, że nie tylko Aβ może nasilać patologię synukleinopatii, ale 

również zewnątrzkomórkowa ASN uwalniana w procesie neurodegeneracji 

może przyczyniać się do zwiększonej sekrecji Aβ i wchodzić w interakcję z 

tymi peptydami prowadząc do zwiększonego obumierania komórek. Niestety 

przedstawione dane nie pozwalają na dokładne wyjaśnienie mechanizmu, 

przez który ASN prowadzi do zwiększenia uwalniania i toksyczności Aβ. 

Oligomeryzacja i nadmierna akumulacja ASN może wpływać na metabolizm 

APP lub Aβ, co może skutkować nadmiernym wydzielaniem i akumulacją 

amyloidu. Zewnątrzkomórkowa ASN może wywierać cytotoksyczny efekt nie 

tylko poprzez zwiększenie sekrecji Aβ, ale również sama może wywoływać 

obumieranie komórek na drodze niezależnej od amyloidu. Nasze badania 

pokazują, że przeżywalność komórek PC12 kontrolnych poddanych 

działaniu ASN jest niższa niż przeżywalność nietraktowanych komórek 
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APPwt i APPsw. Ponieważ ASN zwiększa uwalnianie Aβ również w 

komórkach kontrolnych, należy uważać, że śmierć tych komórek jest 

wywołana działaniem zarówno Aβ uwalnianego przez ASN, jak i samej ASN. 

Skoro Aβ jest uwalniany z komórek również w warunkach fizjologicznych, 

zewnątrzkomórkowa ASN może także wchodzić w interakcję z peptydem już 

uwolnionym. W tym kontekście ASN może również prowadzić do zaburzenia 

usuwania nadmiernie nagromadzonego Aβ z przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej. Sugerujemy, że zaobserwowana wyższa toksyczność 

Aβ w obecności ASN jest wynikiem nadprodukcji amyloidu, jak również 

nakładającego się efektu tych dwóch peptydów, i może prowadzić do 

nieodwracalnego uszkodzenia funkcji mitochondriów, obserwowanego w 

uszkodzeniu zakończeń nerwowych, utraty synaps oraz zaburzeń 

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

Wcześniejsze badania wskazują, że oligomeryzacja zarówno ASN jak i 

Aβ prowadzi do powstawania wolnych rodników (Tabner i wsp., 2002; Paik i 

wsp., 1999; Huang i wsp., 1999a,b; Adamczyk i wsp., 2006). Ponadto 

wewnątrzkomórkowa akumulacja Aβ prowadzi do nadprodukcji NO, zmian 

czynnościowych mitochondriów (Keil i wsp., 2004; Chalimoniuk i wsp., 

2007) oraz zwiększonej apoptozy (Luth i Arendt, 1997; Luth i wsp., 2001; 

Lahiri i wsp., 2003). Również w tej pracy zademonstrowano, że nadmierna 

produkcja peptydów Aβ w komórkach APPwt i APPsw skutkowała 

zwiększeniem ilości komórek wchodzących na drogę programowanej 

śmierci. Poprzednie dane uzyskane w naszym laboratorium, jak również 

wyniki badań przedstawione w tej pracy wskazują, że zewnątrzkomórkowa 

ASN zwiększa aktywność NOS w skrawkach kory i hipokampa, w 

komórkach HT22 oraz w komórkach PC12 i wskazują one w każdym 

przypadku na istotną rolę nNOS oraz NO w zaburzeniu funkcji 

mitochondriów i śmierci komórek wywołanych przez ASN. Inhibicja NOS w 

komórkach transfekowanych APP, w przeciwieństwie do komórek 

kontrolnych, nie zapobiegała toksycznemu działaniu ASN. To podkreśla 

znaczenie interakcji ASN-Aβ prowadzącej do nieodwracalnych zmian 

komórek w warunkach równoczesnego działania ASN i Aβ.  

Wreszcie, w niniejszej pracy pokazano, że ASN zwiększa dysfunkcję 

mitochondriów oraz aktywność kaspazy-3 wywołaną działaniem Aβ zarówno 

w komórkach APPwt, jak i APPsw. Nasze dane wskazują, że traktowanie 

133 

http://rcin.org.pl



Dyskusja 

komórek cyklosporyną A może częściowo zapobiec toksyczności ASN i Aβ, 

ale tylko w przypadku, kiedy każdy z tych czynników działa osobno. W 

przypadku współdziałania tych peptydów cyklosporyna A pozostaje bez 

widocznego ochronnego wpływu. Dowodzi to, że zaburzenie funkcji 

mitochondriów wywołane przez ASN i Aβ prowadzi do nieodwracalnego 

otwarcia mega kanałów mitochondrialnych (MPT). Spośród wielu czynników 

prowadzących do otwarcia MPT na uwagę zasługuje nadtlenoazotyn. 

Okazuje się, że nadtlenoazotyn powoduje obrzęk mitochondriów (Gadelha i 

wsp., 1997) oraz zwiększa zużycie tlenu przy jednoczesnym braku ADP, a 

cyklosporyna A nie jest w stanie zapobiec temu działaniu (Brookes i wsp., 

1998). To może potwierdzać hipotezę, że zwiększony w komórkach APPwt i 

APPsw stres oksydacyjny może prowadzić do szybkiego tworzenia 

nadtlenozotynu wskutek działania ASN. Dodatkowo zaobserwowaliśmy, że 

zastosowanie specyficznego inhibitora kaspazy 3 zapobiega obumieraniu 

komórek wywołanemu przez Aβ w komórkach APPsw, jak również hamuje 

toksyczne działanie ASN w kontrolnych komórkach PC12. Natomiast w 

przypadku zarówno komórek APPwt jak i APPsw traktowanych ASN, 

specyficzna inhibicja kaspazy-3 nie przyniosła spodziewanych pozytywnych 

rezultatów. Na podstawie uzyskanych wyników sugeruje się, że zaburzenia 

w funkcjonowaniu mitochondriów wywołane przez działające razem oba 

toksyczne peptydy były zbyt duże, aby im przeciwdziałać.  

Wyniki uzyskane na linii komórek PC12 transfekowanych APP 

wskazują, że zewnątrzkomórkowa ASN zwiększa uwalnianie i toksyczność 

peptydów Aβ prowadząc, za pośrednictwem NO, do nieodwracalnego 

zaburzenia funkcji mitochondriów i programowanej śmierci komórek 

zależnej od kaspaz. To dodatkowo pokazuje, jak istotne może być znaczenie 

interakcji ASN i Aβ w patologii AD. Zmiany konformacyjne obu białek i ich 

toksyczność może leżeć u podstaw nieodwracalnych zmian, czemu trzeba 

koniecznie przeciwdziałać na możliwie najwcześniejszym etapie rozwoju 

choroby. Poznanie mechanizmów molekularnych leżących u podstaw 

działania białek „toksycznych” i interakcji między nimi ma fundamentalne 

znaczenie nie tylko poznawcze, ale winno się przyczynić do opracowania i 

udoskonalenia strategii terapeutycznej. 

Podsumowując, nasze badania pokazały, że zewnątrzkomórkowa ASN 

wywiera toksyczne działanie w różnych typach komórek, na drodze wielu 
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mechanizmów. Działanie tego białka zależy od jego struktury i stopnia 

agregacji. Na postawie uzyskanych danych wydaje się, że NO jest 

mediatorem patogennego działania zewnątrzkomórkowej ASN. 
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Podsumowanie i wnioski 
1. Stwierdzono, że tylko oligomeryczno-monomeryczna, a nie 

zagregowana forma ASN podawana egzogennie wywiera działanie 

toksyczne. 

 

2. W molekularnych mechanizmach toksyczności monomeryczno-

oligomerycznej ASN istotną rolę odgrywa NO. Egzogenna ASN prowadzi 

do zwiększenia syntezy NO na drodze różnych mechanizmów. 

Krótkotrwałe (30-min) działanie ASN stymuluje zależną od receptora 

NMDA aktywność nNOS prawdopodobnie w wyniku bezpośredniej 

interakcji ASN poprzez domenę NAC z białkiem receptora. Długotrwałe 

(8-24 godzin) działanie ASN prowadzi natomiast do aktywacji nNOS i 

do zwiększenia ekspresji genu dla tego enzymu. 

 

3. Aktywacja NOS i uwalnianie NO stanowi potencjalny mechanizm, 

przez który zewnątrzkomórkowa ASN prowadzi do zaburzenia działania 

PARP-1. Krótkotrwałe działanie ASN skutkuje obniżeniem aktywności 

PARP-1, za które może częściowo odpowiadać NO. Możliwe jest jednak 

istnienie innych mechanizmów odpowiedzialnych za hamowanie  

PARP-1 (np. bezpośrednia interakcja ASN i PARP-1). Długotrwałe 

działanie ASN prowadzi do zwiększenia zależnej od NO aktywacji 

kaspazy-3, co w konsekwencji prowadzi do cięcia PARP-1 i obniżenia 

poziomu tego białka i tym samym jego aktywności. 

 

4. ASN powoduje zależne od NO zaburzenie funkcji mitochondriów, co 

skutkuje śmiercią komórek na drodze zależnej od aktywacji kaspazy-3. 

Cyklosporyna A, inhibitory syntazy NO i kaspazy-3 w istotny sposób 

zapobiegają toksyczności ASN. 

 

5. Fragment NAC uwolniony z cząsteczki ASN wywiera toksyczny efekt 

poprzez aktywację innych mechanizmów niż jego białko prekursorowe. 

W warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem tego 

peptydu dochodzi do nadekspresji czynnika transkrypcyjnego p53. 

Ponadto peptyd NAC zwiększa ekspresję i aktywność Cdk5 poprzez 
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wzrost ekspresji białek aktywujących: p35 i p39, co przyczynia się do 

aktywacji proapoptotycznego szlaku zależnego od p53.  

 

6. Zewnątrzkomórkowa α-synukleina zwiększa uwalnianie i potęguje 

toksyczność peptydów Aβ prowadząc, za pośrednictwem NO, do 

nieodwracalnego zaburzenia funkcji mitochondriów i programowanej 

śmierci komórek zależnej od kaspaz. Uzyskane wyniki pokazują, jak 

istotne może być znaczenie interakcji ASN i Aβ w patologii AD. 

 

7. Wnioski wynikające z niniejszej pracy można przedstawić w postaci 

poniższego schematu: 

 

Rycina 57 Mechanizmy toksycznego działania ASN wg danych uzyskanych w niniejszej pracy. 

1. Stymulacja zależnej od receptora NMDA aktywności nNOS oraz zwiększenie ekspresji tego 
enzymu  

2. Aktywacja stresu wolnorodnikowego 
3. Zależne od NO zaburzenie funkcji mitochondriów i aktywacja kaspazy-3 
4. Obniżenie aktywności i degradacja PARP 
5. Zwiększenie ekspresji i aktywacja białka p53 przez toksyczny fragment ASN, peptyd NAC 
6. Zwiększenie uwalniania i toksyczności peptydów Aβ, prowadzące do nieodwracalnych 

zaburzeń funkcji mitochondriów 
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α-Synukleina (ASN) jest niskocząsteczkowym (140-aminokwasowym) 

cytozolowym białkiem występującym w ośrodkowym układzie nerwowym, 

głównie w zakończeniach presynaptycznych neuronów. Białko to 

wyizolowano po raz pierwszy w roku 1988 z narządu elektrycznego morskiej 

ryby z gatunku Torpedo californica i nazwano “synukleina” ze względu na jej 

obecność w synapsach i w jądrze komórkowym. Sugeruje się, że ASN w 

formie monomerycznej, w stężeniu nanomolarnym pełni funkcję białka 

opiekuńczego, uczestniczy w kształtowaniu plastyczności synaptycznej, 

regulacji transportu pęcherzykowego oraz w przekaźnictwie 

dopaminergicznym. Ponadto wykazuje ona działanie antyoksydacyjne i 

antyapoptotyczne, głównie poprzez aktywację szlaku PI3K/Akt oraz 

zwiększenie ekspresji białek antyapoptotycznych z rodziny Bcl-2. 

Stwierdzono, że w warunkach patologicznych ASN wykazuje tendencję do 

zmiany konformacji i samoistnego formowania rozpuszczalnych oligomerów, 

które wykazują działanie neurotoksyczne. Postępująca agregacja może być 

mechanizmem chroniącym komórkę przed szkodliwym działaniem 

oligomerów, a jednocześnie prowadzi do powstania nierozpuszczalnych 

złogów, tzw. ciał Lewy’ego, które uszkadzają komórki w sposób 

mechaniczny. Najprawdopodobniej za agregację i toksyczność ASN 

odpowiada centralna 35-aminokwasowa domena w jej strukturze, tzw. 

peptyd NAC (ang. non-amyloid β component of Alzheimer’s disease plaques), 

oryginalnie odkryty jako jeden ze składników zewnątrzkomórkowych płytek 

starczych w ludzkich mózgach alzheimerowskich. Wewnątrzkomórkowe 

agregaty ASN występują w wielu chorobach neurodegeneracyjnych, głownie 

w chorobie Parkinsona, ale również w chorobie Alzheimera oraz w otępieniu 

starczym z ciałami Lewy’ego, jak również w innych chorobach 

neurodegeneracyjnych zwanych synukleinopatiami. 

Dane ostatnich lat wskazują, że uwalnianie ASN do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej może stanowić kluczowy mechanizm odpowiedzialny 

za rozprzestrzenianie się i rozwój patologicznych zmian w mózgu. Badania in 

vitro wykazały, że w wyniku działania stresu oksydacyjnego lub uszkodzenia 

neuronów dochodzi do wydzielania ASN na drodze egzocytozy, co może 

inicjować obumieranie sąsiednich komórek. Nieliczne dotychczasowe prace 
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dotyczące działania zewnątrzkomórkowej ASN wykazały, że hamuje ona 

aktywność transportera dopaminy oraz zaburza homeostazę wapnia poprzez 

zwiększenie jego napływu do wnętrza komórki. Istnieje więc 

prawdopodobieństwo, że białko to może wpływać na liczne procesy zależne 

od aktywacji receptorów w błonie komórkowej. Wykazano, że jednym z 

czynników odpowiedzialnych za patologiczne działanie zewnątrzkomórkowej 

ASN, a zwłaszcza jej form oligomerycznych może być aktywacja gleju i 

wywołanie odpowiedzi zapalnej. Inny potencjalny mechanizm toksyczności 

zewnątrzkomórkowej ASN zakłada indukcję stresu oksydacyjnego i 

nitrozacyjnego, które prowadzą do modyfikacji lipidów, białek i DNA, co 

może przyczyniać się do zaburzenia działania enzymów jądrowych i 

mitochondrialnych. Zademonstrowano również, że zewnątrzkomórkowa ASN 

aktywuje procesy apoptotyczne w neuronach.  

Identyfikacja peptydu NAC w blaszkach starczych sugeruje, że 

uwolniona zewnątrzkomórkowo ASN może również wpływać na 

oligomeryzację i toksyczność amyloidu β (Aβ). Obecnie wiadomo, że u ok. 

60% pacjentów oprócz zewnątrzkomórkowych blaszek starczych występują 

również ciała Lewy’ego. Lepsze poznanie udziału ASN w rozwoju choroby 

Alzheimera oraz identyfikacja mechanizmów prowadzących do uwalniania i 

agregacji peptydów amyloidu β mogą być pomocne dla opracowania 

efektywnej terapii, która pomoże opóźnić lub zahamować postęp choroby. 

Dotychczasowe badania przeprowadzone w warunkach in vitro wykazały 

jedynie, że związana z błonami ASN może wchodzić w interakcje z 

uwolnionymi zewnątrzkomórkowo peptydami Aβ, co skutkuje ich agregacją.  

Podjęte w niniejszej pracy zagadnienia badawcze miały na celu 

poznanie molekularnych mechanizmów odpowiedzialnych za toksyczne 

działanie zewnątrzkomórkowej ASN, ze szczególnym uwzględnieniem jej 

oddziaływania na procesy wolnorodnikowe i proapoptotyczne, funkcję 

mitochondriów oraz na uwalnianie i toksyczność peptydów Aβ. Cel badań 

dotyczył również określenia wpływu zewnątrzkomórkowej ASN na 

aktywność i poziom białka syntazy tlenku azotu (NOS) oraz polimerazy 

poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1). Ponadto postanowiono zbadać działanie 

wyselekcjonowanych inhibitorów oraz antyoksydantów w zapobieganiu 

toksyczności ASN. 

Badania prowadzono na trzech modelach doświadczalnych in vitro: 
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1. Skrawkach i frakcji synaptozomalno-mitochondrialnej 

oraz homogenacie uzyskiwanych z kory mózgu, hipokampa oraz 

prążkowia dorosłych szczurów szczepu Wistar; 

2. Unieśmiertelnionych mysich komórkach hipokampa 

(HT22); 

3. Komórkach szczurzego guza chromochłonnego 

(pheochromocytoma, PC12) stabilnie transfekowanych ludzkim 

genem białka prekursorowego amyloidu β (APP) dzikiego typu 

(APPwt) lub z mutacją typu szwedzkiego (APPsw, K670M/N671L) 

albo transfekowanych pustym wektorem. 

Stopień agregacji (fibrylizacji) ASN oceniano na podstawie 

elektroforezy na żelu poliakrylamidowym oraz spektrofluorymetrycznie z 

użyciem tioflawiny-T. W badaniach aktywności NOS i PARP-1 stosowano 

metody radiochemiczne. Do badania poziomu wolnych rodników, funkcji 

mitochondriów oraz aktywności kaspazy-3 używano metod 

spektrofluorymetrycznych i spektrofotometrycznych. Ekspresję genu na 

poziomie białka oznaczano metodami immunochemicznymi, natomiast na 

poziomie mRNA przy użyciu metod RT-PCR oraz PCR w czasie rzeczywistym. 

Analizę morfologicznych cech apoptozy przeprowadzono w mikroskopie 

fluorescencyjnym Olympus.  

W badaniach prowadzonych na skrawkach mózgu szczura po raz 

pierwszy zademonstrowano, że w wyniku krótkotrwałego działania ASN 

dochodzi do stymulacji zależnej od receptora NMDA aktywności neuronalnej 

izoformy NOS. Z kolei β-synukleina, izoforma pozbawiona centralnego 

fragmentu NAC, pozostaje bez wpływu na aktywność NOS. Wyniki te 

sugerują, że aktywacja NOS jest prawdopodobnie skutkiem bezpośredniej 

interakcji ASN poprzez domenę NAC z białkiem receptora. Aktywacja NOS i 

uwalnianie tlenku azotu stanowi potencjalny mechanizm, przez który 

zewnątrzkomórkowa ASN prowadzi do zaburzenia działania PARP-1. 

Krótkotrwała ekspozycja na ASN skutkuje obniżeniem aktywności PARP-1, 

za które może być odpowiedzialne działanie NO, trudno jednak wykluczyć 

bezpośrednią interakcję ASN i PARP-1. 

Stwierdzono, że długotrwała ekspozycja komórek HT22 na 

zewnątrzkomórkową ASN skutkuje aktywacją nNOS w wyniku zwiększenia 

ekspresji genu dla tego enzymu. W modelu tym zademonstrowano po raz 
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pierwszy, że ASN prowadzi do zwiększenia zależnej od NO aktywności 

kaspazy-3, co w konsekwencji prowadzi do cięcia PARP-1 i obniżenia 

poziomu tego białka i tym samym jego aktywności. 

Zaobserwowano, że zewnątrzkomórkowa ASN w formie 

monomeryczno-oligomerycznej w sposób zależny od stężenia wywołuje stres 

wolnorodnikowy i zależne od tlenku azotu zaburzenie funkcji 

mitochondriów, co skutkuje śmiercią komórek PC12 na drodze zależnej od 

kaspazy-3. Zagregowana ASN nie wpływa na przeżywalność komórek w 

żadnym badanym stężeniu. Ponadto zademonstrowano, że inhibitor MPT, 

cyklosporyna A oraz inhibitory syntazy NO i kaspazy-3 w istotny sposób 

zapobiegają toksyczności ASN. 

Wykazano ponadto, że fragment NAC uwolniony z cząsteczki ASN 

wywiera toksyczny efekt poprzez aktywację innych mechanizmów niż jego 

białko prekursorowe. W warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego 

działaniem NAC dochodzi do nadekspresji czynnika transkrypcyjnego p53. 

Ponadto peptyd NAC zwiększa ekspresję i aktywność Cdk5, co przyczynia 

się do aktywacji proapoptotycznego szlaku zależnego od p53.  

W prezentowanej pracy po raz pierwszy udowodniono, że 

zewnątrzkomórkowa ASN zwiększa uwalnianie i potęguje toksyczność 

peptydów Aβ prowadząc, za pośrednictwem NO, do nieodwracalnego 

zaburzenia funkcji mitochondriów i programowanej śmierci komórek 

zależnej od kaspaz.  

Podsumowując, opisane w rozprawie badania pokazały, że 

zewnątrzkomórkowa ASN wywiera toksyczne działanie na drodze wielu 

różnorodnych mechanizmów, a właściwości tego białka zależą od jego 

struktury i stopnia agregacji. Uzyskane danych wskazują, że NO jest 

głównym mediatorem patologicznego działania zewnątrzkomórkowej ASN. 
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