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mitochondrialna translokaza nukleotydéw adeninowych (ang. mitochondrial
adenine nucleotide translocase)

nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

adenozyno-5 "-trifosforan (ang. adenosine-5 -triphosphate)

surowicza albumina wolowa (ang. bovine serum albumin)
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oksydaza cytochromowa, kompleks IV (ang. cytochrome ¢ oxidase lub
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(ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
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mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez ATP (ang. mitochondrial

ATP-sensitive potassium channel)
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MPTP megakanal mitochondrialny (ang. mitochondrial permeability transition pore)
OGD model uszkodzenia komorek in vitro przez czasowe wycofanie z pozywki

hodowlanej tlenu i glukozy (ang. oxygen-glucose deprivation)

P2 frakcja komdérkowa wzbogacona w mitochondria
PFA paraformaldehyd

PI jodek propidyny (ang. propidium iodide)

PKC kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PLSCR3 skramblaza fosfolipidéw 3 (ang. phospholipid scramblase 3)
PMSF fluorek fenylometylosulfonowy (ang. phenylmethylsulphonyl fluoride)
PSD 95  biatko zaggszczen postsynaptycznych (ang. postsynaptic density protein 95)
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dependent anionic channel)

WB metoda Western Blot
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Niedokrwienie mézgu powodowane ogniskowym badZ globalnym przemijajacym
zahamowaniem doplywu krwi do moézgu wraz z jego powiklaniami to jedno z
najpowazniejszych w skutkach ludzkich schorzen naszych czaséw, ktéremu wciaz nie
mozna skutecznie zapobiec. Efekty udaru lub ataku niedokrwiennego mézgu, w zaleznos$ci
od czasu trwania ischemii i rozlegto$ci niedokrwionego obszaru, moga by¢ niezauwazalne
lub powodowaé czgéciowy badZ catkowity trwaly paraliz, a nawet $mieré¢. Jednym z
najbardziej podatnych na uszkodzenie wywotane niedokrwieniem rejondw mozgu jest
hipokamp, w szczegdlnosci rejon CA1 okre§lany jako rejon wrazliwy na niedokrwienie.
Do badania skutkéw udaru stosujemy giéwnie model przejSciowej ischemii
przodomézgowia. W modelu tym, po 5 minutowym niedokrwieniu mézgu myszoskoczka
(Meriones unguiculatus) poprzez zaci$nigcie tgtnic szyjnych wspdlnych obserwuje sig¢
ubytki neuronéw w sektorze CA1 hipokampéw po 2-3 dniach reperfuzji, a po uptywie 7
dni od niedokrwienia ponad 80% neuronéw wrazliwej okolicy CA1 hipokampa zanika.
Ten ztozony, wieloczynnikowy proces prowadzacy do $mierci opisywany jest jako
opdZniona, selektywna poniedokrwienna $mier¢ neuronéw. Jednoczesnie sasiednie rejony
hipokampa obejmujace sektory CA2-4 i zakrgt zgbaty (DG, Dentus Gyrus), nie ulegaja
uszkodzeniu po krétkotrwalym niedokrwieniu, co moze wskazywa¢ na aktywacje
mechanizméw protekcyjnych w komoérkach, pozwalajacych na przezwycigzenie stresu
ischemiczno-reperfuzyjnego. Dlatego interesujace i wazne dla przysztych terapii
neuroprotekcyjnych wydaja si¢ badania endogennych mechanizméw ochronnych, ktére
prawdopodobnie aktywowane sa w rejonach CA2-4, DG hipokampa w modelach globalne;j
ischemii. Wzmocnienie naturalnych mechanizméw lub znalezienie opartych o nie terapii
moze sta¢ si¢ nowa strategia terapeutyczna w leczeniu skutkéw niedokrwienia mézgu.

Mitochondria sa organellami, ktérych zmiana metabolizmu jest $ciSle powiazana z
ischemia. Wiadomo, ze mitochondria jako pierwsze silnie i gwaltownie reaguja na
zatrzymanie doptywu do moézgu krwi transportujacej tlen oraz glukoz¢ zahamowaniem
aktywnosci tancucha oddechowego i produkcji zwiazkéw wysokoenergetycznych. Brak
ATP prowadzi do ekscytotoksycznosci glutaminianu, a w péZniejszm czasie do uwolnienia
cytochromu ¢ z mitochondriéw i apoptozy. Biatkami, ktére petnia kluczowa role w
utrzymaniu réwnowagi pomi¢dzy wieloma procesami w komoérce, w tym takze pomigdzy
funkcjami prozyciowymi dla komoérek a ich apoptoza, sa kinazy biatkowe. Liczne z nich
zostaty zlokalizowane zar6wno w btonach mitochondrialnych, w przestrzeni pomigdzy

nimi, jak i w macierzy mitochondrialnej. Zaliczamy do nich kinazy PKA, Akt, PKC czy
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JNK, jednak nadal nie jest znany mechanizm ich translokacji do mitochondriéw. Z
nielicznych badan wynika, ze wraz z ich przemieszczeniem si¢ do mitochondriéw zmianie
ulega aktywno$¢ niektérych biatek mitochondrialnych (np. poprzez fosforylacjg lub
tworzenie kompleksow), dla ktérych moga by¢ ,partnerami komunikacyjnymi” w
uruchomieniu np. kaskady sygnatowej dla rozpoczg¢cia procesu ochronnego komoérki lub
jej degradacji. Pomimo wielu lat badafn wciaz nie jest w petni jasne jak dochodzi do
uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriéw, jakie biatka moga uczestniczy¢ w tym procesie
1 jaka jest rola kinaz biatkowych w tym zjawisku.

W pracy uwaga skierowana zostata na kinazg biatkowa C, bowiem w ostatnich latach
coraz czgéciej okresla si¢ niektére z izoform PKC mianem kluczowych mediatoréw sygnatu
ischemicznego w mézgu i sercu, tym samym przypisujac im bezposredni udziat w procesach
zwiazanych ze $miercia komérek lub ich przezyciem. Zauwazno, ze reaguja one na stres
ischemiczny szybka zmiana aktywno$ci obserwowana juz w pierwszym okresie po
przywréceniu krazenia. Mimo rozleglej wiedzy o procesach poniedokrwiennych w mézgu
niec ma informacji na temat potencjalnych oddziatywan kinazy biatkowej C 2z
mitochondriami. Badania in vitro na komérkach nowotworowych pokazuja, ze PKC &
oddzialuje z mitochondrialnym enzymem skramblaza fosfolipidow (PLSCR3), ktéry
uczestniczy w utrzymaniu homeostazy biatkowo-lipidowej bton mitochondrialnych, ale tez
moze uczestniczy¢ w uwalnianiu bialek proapoptotycznych. W dostgpnym piSmiennictwie
nie ma danych o wystgpowaniu PLSCR3 w moézgu. Inna izoforma, PKC & zwiazana z
mitochondriami wydaje si¢ uczestniczy¢ w hartowaniu ischemicznym serca. W modelu
poniedokrwiennej §mierci neuronéw w mézgu myszoskoczka rézna wrazliwo$¢ sektoréw
hipokampa na krétkotrwale niedokrwienie moze sugerowaé udziat kinaz biatkowych C
zarbwno w procesach prowadzacych do eliminacji neuronéw jak 1 w endogennej
neuroprotekcji.

Za cel badan w przedstawionej tu rozprawie postawiono sobie i) zbadanie, jakie
izoformy kinazy biatkowej C przemieszczaja si¢ do mitochondriéw pod wptywem 5
minutowej ischemii i reperfuzji mézgu myszoskoczka mongolskiego, ii) sprawdzenie czy w
czasie reperfuzji po niedokrwieniu poziom immunoreaktywno$ci wybranych izoform PKC
w mitochondriach rézni si¢ pomigdzy rejonami hipokampa (CAl - rejon wrazliwy na
niedokrwienie w poréwnaniu z CA2-4, DG - rejonami mniej wrazliwymi na krétkotrwatly
epizod ischemiczny), a nast¢pnie iii) zweryfikowanie hipotezy, ze PKC 6 moze braé¢ udziat
w eliminacji neuronéw poprzez oddzialywanie ze skramblaza fosfolipidéw w sektorze CAl

natomiast PKC 3 moze uczestniczy¢ w endogennym mechanizmie ochronnym neuronéw w
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rejonach CA2-4, DG hipokampa poprzez oddziatywanie z kanatami potasowymi lub innymi
biatkami mitochondrialnymi.

Aby odpowiedzie¢ na dwa pierwsze pytania wykonano seri¢ do§wiadczen, w ktérych
badano wplyw krétkiego niedokrwienia i réznych okreséw reperfuzji na poziom
immunoreaktywnos$ci izoform PKC (metoda Western Blot) we frakcji mitochondriéw
izolowanych z catych hipokampéw myszoskoczka. Do dalszych badah na fragmentach
hipokampéw (na czg$ci wrazliwej 1 wzglednie odpornej na niedokrwienie) wybrano
izoformy , oraz . Poziom immunoreaktywno$ci PKC  wzrastal w mitochondriach
obszaru CA2-4, DG, podczas gdy PKC 0 wzrastal w rejonie wrazliwym. Na podstawie tych
danych mozna pokusic si¢ o postawienie hipotezy o przeciwstawnym udziale izoform i
w mitochondriach mézgu w procesach wptywajacych na losy komérek w przebiegu
reperfuzji po niedokrwieniu, gdzie PKC moze by¢ zwiazana z regeneracja, czyli
uruchomieniem wewngtrznych mechanizméw adaptacyjnych, a PKC & prawdopodobnie
moze by¢ wiaczona w proces eliminacji neuronéw.

Idac tym tokiem rozumowania w kolejnych badaniach chciano wykazaé stusznosc,
badZz odrzuci¢ stawiang hipotezg. Z literatury wiadomo, ze proapoptotyczna aktywacja
mitochondrialnej skramblazy fosfolipidéw (PLSCR3) zwiazana jest z fosforylacja przez
PKC , co wykazano in vitro na komérkach Hel.a. Zatem kolejne do$§wiadczenia nalezato
rozpocza¢ od sprawdzenia wystgpowania PLSCR3 w mézgu myszoskoczka. Badania
wykonane trzema uzupetniajacymi si¢ metodami wskazuja na ekspresj¢ biatka PLSCR3 w
mozgu oraz jego lokalizacj¢ w mitochondriach. Stosujac metod¢ immunocytochemiczna w
mikroskopie elektronowym pokazano, ze PLSCR3 wystgpuje gléwnie w mitochondriach,
ale takze z blonie jadrowej, siateczce $rodplazmatycznej, plazmalemmie oraz moze byc
zwiazana z mikrotubulami. Zaprezentowane nastgpnie wyniki ko-immunoprecypitacji PKC
d i PLSCR3 w mitochondriach wyizolowanych z hipokampéw po niedokrwieniu oraz
mitochondrialna kolokalizacja w rejonie CAl hipokampa obserwowana w mikroskopie
elektronowym po niedokrwieniu i reperfuzji wskazuja, ze oba te biatka wspdlnie wystgpuja
w mitochondriach. Wydaje si¢, ze moga uczestniczy¢ w mechanizmie prowadzacym do
uwolnienia cytochromu c, podobnie jak bylo to wczesniej opisane in vitro. Dzigki
otrzymanym wynikom mozna sugerowac, iz poischemiczny wzrost immunoreaktywnoS$ci
PKC & w mitochondriach w rejonie wrazliwym na niedokrwienie moze wiazaé si¢ z
wyplywem cytochromu c¢ przez zewngtrzna blon¢ mitochondrialng do cytoplazmy i

procesem eliminacji neuronéw.
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W dalszym etapie badan podjgto préby weryfikacji hipotezy, ze poischemiczny
wzrost poziomu immunoreaktywno$ci PKC 3 w mitochondriach moze by¢ zwiazany z
uruchomieniem mechanizmu regeneracji komérek w obszarze CA2-4, DG hipokampa po
epizodzie niedokrwiennym. Badania z wykorzystaniem organotypowej hodowli skrawkéw
hipokampa szczura w modelu uszkodzenia ekscytotoksycznego in vitro wykazaly, ze
zastosowanie inhibitora PKC [3 nasila uszkodzenie hipokampa w obszarze CAl oraz mniej
wrazliwym na uszkodzenie CA2-4, DG.

Poszukiwanie mitochondrialnych substratéw PKC  metoda elektrofizjologiczna
wykazalo istnienie w mitochondriach hipokampa myszoskoczka nowego kanatu
potasowego regulowanego napigciem o czgSciowych wilasciwosciach farmakologicznych
kanatu Kvl.3. Pierwsze wykonane przez nas do§wiadczenia wskazuja na hamowanie
aktywnosci 1 zamknigcie kanatu przez PKC . Nie wiemy natomiast, jaki jest charakter
oddziatywarn pomigdzy biatkami oraz co oznacza nieodwracalno§é¢ hamowania aktywnosci
kanalu. Obecnie wydaje si¢, Zze otwarcie, a nie zamknig¢cie mitochondrialnych kanatéw
potasowych jest protekcyjne w uszkodzeniu ischemiczno-reperfuzyjnym. Otwarcie
mitochondrialnych kanaléw potasowych zwiazane jest z obnizeniem produkcji
reaktywnych form tlenu (ROS), jednak z drugiej strony znane sa liczne doniesienia
moéwiace, ze pewien poziom ROS jest niezb¢gdny do wytworzenia zjawiska hartowania
ischemicznego, zatem moze obserwowane przez nas zamknigcie Kvl1.3 pod wplywem
PKC  jest elementem modulacji poziomu reaktywnych form tlenu w mitochondriach
mézgu.

W  kolejnym  podejéciu metodycznym  zmierzajacym do  znalezienia
mitochondrialnych biatek oddziatujacych z PKC zastosowano chromatografi¢
powinowactwa i analiz¢ metoda spektrometrii mas. Znaleziono szereg bialek potencjalnie
oddziatujacych z interesujacym nas enzymem. Naleza do nich: mitochondrialna kinaza
kreatynowa (Mt-CK), translokaza ATP-ADP (ANT), dehydrogenaza jabiczanowa i
izocytrynianowa, oksydoreduktaza NADH-ubichinon, podjednostki o.i  kompleksu F
ATPazy mitochondrialnej, dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu (G3P-DH) oraz
tioredoksyna (Trx). Wszystkie wymienione powyzej biatka uczestnicza w metabolizmie
energetycznym komoérek 1 moga wptywac na tworzenie reaktywnych form tlenu. Mozna
przypuszczaé, ze regulacja metabolizmu glukozy, utrzymanie homeostazy zwiazkéw
wysokoenergetycznych odgrywa istotng rol¢ w procesach regeneracyjnych w epizodach

ischemiczno-reperfuzyjnych.



Streszczenie

Otrzymane przez nas wyniki rodza wiele nowych pytan i sugeruja dalsze badania.
Jednak na etapie tej rozprawy mozemy wyciagna¢ gléwny wniosek mdwiacy o tym, ze
izoformy delta i beta PKC by¢ moze moga petni¢ przeciwstawne role w integrowaniu
sygnatu ischemicznego-reperfuzyjnego w mitochondriach mézgu, gdzie PKC moze byé
zwigzana z przebudowa bton mitochondrialnych, mogaca prowadzi¢ do uwolnienia
cytochromu ¢ i apoptozy, natomiast PKC  wydaje si¢ bra¢ udzial w endogennym
mechanizmie protekcji/regeneracji komdrek po krétkim epizodzie niedokrwiennym.
Sugerujemy, ze biatka, z ktérymi oddzialuje PKC  w mitochondriach mogtyby by¢
zwiazane z metabolizmem glukozy, budowaniem potencjatu elektrochemicznego
wewnetrznej btony mitochondrialnej oraz tworzeniem i usuwaniem reaktywnych form

tlenu w mitochondriach.
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1. WSTEP

1.1 Choroba niedokrwienna mézgu oraz modele opéZnionej $mierci neuronéow

Niedokrwienie (ischemia) mézgu i jego powiklania to jedno z najpowazniejszych w
skutkach ludzkich schorzeri XXI wieku, ktéremu nadal nie umiemy skutecznie zapobiegaé
jak tez znaczaco ograniczaé jego nastepstwa. Problem, z ktérym wciaz borykaja si¢ lekarze
oraz badacze wiaze si¢ z trudnym do okre§lenia czasem wystapienia wylewu krwi do
moézgu (udar krwotoczny, 15% przypadkéw) badZ oszacowania momentu przerwania jej
doptywu (udar niedokrwienny, 85%), bowiem wraz z wydluzeniem czasu niedokrwienia
zmniejsza si¢ szansa na skuteczne leczenie nastgpstw ischemii.

Skutkiem udaru niedokrwiennego mézgu moze by¢ czgsSciowe lub catkowite, trwale
porazenie, a nawet $mier¢. W Polsce udar mézgu jest druga pod wzgledem czgstosci, po
chorobie niedokrwiennej serca, przyczyna zgonéw oraz gléwna przyczyna niesprawnosci
w populacji os6b dorostych (Gasecki 1 wsp., 2006) . Terminem udar mézgu (ang. stroke)
okreslamy nagle zaburzenie krazenia mézgowego, utrzymujace si¢ powyzej 24 godzin, na
skutek zamknigcia lub zwegzenia $wiatla naczyn Srédmézgowych albo doprowadzajacych
krew do mézgu (udar niedokrwienny), czy tez peknigcia naczynia powodujac tzw. udar
krwotoczny. Udarem nie jest przejSciowy atak niedokrwienny powodujacy objawy
trwajace ponizej 24 godzin, okre§lany jako przemijajace niedokrwienie mézgu (ang.
transient ischemic attack - TIA). Nie zawsze w przypadku szybkiej reperfuzji nastgpuje
catkowita poprawa stanu zdrowia pacjenta, gdyz liczne badania wykazaly, ze podczas
spontanicznej reakcji przywrdcenia krazenia wytwarzaja si¢ m.in. reaktywne formy tlenu,
ktére moga by¢ toksyczne dla komérek. Niezwykle podatnym i wrazliwym na uszkodzenie
ischemiczne rejonem mozgu jest hipokamp, a doktadnej jego komorki piramidowe z czgsci
CAI. Zjawisko ich nadwrazliwo$ci badane jest od lat, lecz nadal stanowi nierozwigzany
problem badawczy.

Istnieje kilka modeli do§wiadczalnych umozliwiajacych obserwacj¢ przejSciowej
ischemii przodomézgowia, ktére dziela si¢ na modele in vivo oraz in vitro. Udar mézgu
skutkujacy ogniskowym uszkodzeniem wywolywany jest przez zamknigcie przeptywu
krwi w tetnicy Srodkowej mézgu szczura lub myszy na okres do kilku godzin (MCAO), w
wyniku, ktérego w rejonie niedokrwienia powstaje obszar martwicy otoczony penumbra
(Matsumoto 1 wsp., 2002). Rozmiar obszaru otaczajacego ognisko niedokrwienne

zmienia si¢ w czasie po reperfuzji i prawidlowe funkcje komoérek znajdujacych si¢ w
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zewngtrznej czgSci moga zostaé przywrocone, natomiast im blizej ogniska udaru tym
wigcej komorek ulega degeneracii.

Wyrdznia si¢ rowniez wiele modeli czasowego, catkowitego zatrzymania krazenia
moézgowego u zwierzat laboratoryjnych (Traystman, 2003). Wywotywanie u szczura
czasowego zatrzymania akcji serca z nastgpujaca resuscytacja powoduje catkowity,
czasowy brak krazenia mézgowego i odzwierciedla skutki zatrzymania akcji serca w
klinice ludzkiej (Korpachev i wsp., 1982; Pluta i wsp., 1991). Dluzsze zatrzymanie
krazenia prowadzi do nieodwracalnych zmian i $mierci, natomiast kilkuminutowe
niedokrwienie zakoriczone reanimacja skutkuje zniszczeniem neuronéw w rejonie CAl
hipokampa szczura powstajacym na skutek wywolanych excytotoksyczno$cia
glutaminianu zmian obserwowanych w neuronach i komoérkach glejowych (Oderfeld-
Nowak 1 wsp., 2003; Sulkowski i wsp., 2006).

W kolejnym modelu przejSciowej ischemii przodomézgowia, po S minutowym
niedokrwieniu mézgu myszoskoczka (Meriones unguiculatus), ubytki neurondéw
obserwowane sa w sektorze CA1l hipokampéw po 2-4 dniach reperfuzji (Kirino, 1982;
Gadamski i Mossakowski, 1992). Podobny skutek czasowego niedokrwienia moézgu
wystepuje rowniez w modelu ischemii u szczura wywolanej przez zamknigcie obu tgtnic
krggowych (stale) 1 tetnic szyjnych wspélnych (czasowe) (tzw. 4VO model) (Pulsinelli i
Buchan, 1988; Pahlmark i wsp., 1993; Krajewski i wsp., 1995; Traystman, 2003), czy
poprzez czasowe (okoto 20 minut) zacis$nigcie tg¢tnic szyjnych wspélnych u szczura z
rodwnoczesnym obnizeniem ciSnienia t¢tniczego krwi (Eklof 1 Siesjo, 1972; Friberg i wsp.,
2002). We wszystkich modelach ischemii zanik neuronéw we wrazliwych rejonach mézgu
stanowi kontinuum nekrotyczno-apoptotyczne i ma wiele cech charakterystycznych
zaréwno dla procesu nekrozy jak i dla programowanej $§mierci komérek (Domanska-Janik i
wsp., 1999; Ueda i Fujita, 2004). W modelach ischemii uogélnionej u szczura jak i u
myszoskoczka, po uptywie 7 dni od niedokrwienia wigkszo$¢ (ponad 80 %) neuronéw
wrazliwej okolicy CA1 hipokampa ginie, a zlozony, wieloczynnikowy proces prowadzacy
do Smierci opisywany jest jako opdZniona, selektywna, poniedokrwienna $mier¢ neuronéw
(Kirino, 1982; Wieloch T. i Kamme F., 1998; Domanska-Janik i wsp., 1999). Jednocze$nie
sasiednie rejony hipokampa obejmujace sektory CA2-4 i zakr¢t zgbaty (DG, Dentus
Gyrus), narazone na ten sam epizod niedokrwienny nie ulegaja uszkodzeniu, co moze
wskazywacé na aktywacj¢ mechanizmow protekcyjnych w komoérkach, pozwalajacych na

przezwycigzenie stresu ischemiczno-reperfuzyjnego.
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1.2 Niedokrwienie mézgu a neuroprotekcja

Wciaz brak jest skutecznego leku mogacego mie¢ bezpieczne i nieograniczone
waskim oknem terapeutycznym zastosowanie w leczeniu skutkéw niedokrwienia mézgu u
ludzi. W nielicznych przypadkach zastosowanie maja jedynie kwas acetylosalicylowy oraz
rekombinowany tkankowy aktywator plazminogenu (alteplaza). Jednak wspomniane wyzej
waskie okno terapeutyczne pozwala na ich podanie wybranym pacjentom jedynie w
pierwszych trzech godzinach po wystapieniu udaru (Skibicka i wsp., 2009). Dlatego wciaz
trwaja poszukiwania skutecznego leczenia neuroprotekcyjnego, jednak do tej pory zadnego
z testowanych zwiazkéw nie udato si¢ wprowadzi¢ do kliniki. Niepowodzenia te
spowodowane sa najczesciej zbyt duza iloScia dziatan ubocznych testowanych substancji
(Cztonkowska, 2008), lecz nie zniechgcaja one do dalszego zglebiania mechanizméw
poniedokrwiennej $mierci neuronéw oraz badania endogennych mechanizméw
zwigkszajacych szanse przezycia krétkotrwatego niedokrwienia, ktére prawdopodobnie
aktywowane sa w rejonach CA2-4, DG hipokampa w modelach globalnej ischemii.
Wzmocnienie naturalnych mechanizméw lub znalezienie opartych o nie terapii moze sta¢
si¢ nowg strategia terapeutyczna w leczeniu skutkéw niedokrwienia mézgu (Dluzniewska i

wsp., 2005; Grieb, 2005).

1.3 Rola mitochondriéw w poischemicznym przezyciu i $mierci komorki

Najnowsze badania wydaja si¢ potwierdza¢ dawno powstalg hipotezg o kluczowe;j
roli mitochondriéw w uszkodzeniu poischemicznym (Fiskum, 1983; Fiskum i wsp., 1999).
Mitochondria, oprécz swej powszechnie znanej funkcji tworzenia zwiazkéw
wysokoenergetycznych biora czynny udzial w regulacji wewnatrzkomoérkowego stgzenia
jonéw wapnia, poziomu reaktywnych form tlenu oraz procesu apoptozy. Mitochondria, jako
pierwsze reaguja na brak doptywu krwi do mézgu, na brak tlenu i glukozy, zahamowaniem
aktywnosci fancucha oddechowego i tworzenia ATP (Domanska-Janik i wsp., 1985), co w
konsekwencji prowadzi do zaburzenia homeostazy jonowej i nadmiernego wyrzutu
pobudzajacych aminokwaséw (Lazarewicz, 2000; Lazarewicz i Salinska, 2005). W
badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze cytochrom ¢ moze, oprécz swojej funkcji w
lancuchu oddechowym, petni¢ rolg¢ aktywatora kompleksu biatkowego (apoptosomu),
ktérego skladnikami sa proenzymy proteolityczne — kaspazy 9 i 3. Aktywacja apoptosomu
prowadzi do aktywacji kaskady kaspaz, w konsekwencji do degradacji komérki (Orrenius,
2004). Istnieje hipoteza zakladajaca udzial magakanatu (MPT) wystepujacego w blonach

mitochondrialnych, w wyptywie do cytoplazmy biatek o niskich masach czasteczkowych, w



Wstep

tym réwniez cytochromu c i innych bialek proapoptotycznych (AIF, endonukleaza G,
Smac/Diablo) (Saelens i wsp., 2004). Jednak z do§wiadczen z zastosowaniem zwiazkow
zamykajacych kanal MPT wynika, ze nie jest to jedyny mechanizm uwalniania biatek z
mitochondriéow. W procesie tym podnoszona jest rola biatek z rodziny Bcl, z ktérych
niektére maja wilasciwosci ochronne dla komérek (Bcl2, Bclxl) a inne sprzyjaja
uruchomieniu procesu apoptozy (Bax, Bid, Bad, Bik) (Krajewski i wsp., 1995; Cory i
Adams, 2002). Obecnie wydaje si¢, ze istotnym elementem przekazywania sygnatu
ischemicznego jest przemieszczanie si¢ pomi¢dzy przedziatami komérkowymi wielu biatek,
ktére w zaleznoSci od lokalizacji i wspétpartneréw moga petni¢ rézne funkcje. Do takich
biatek zalicza si¢ m.in. kinaz¢ biatkowa C (PKC), ktérej specyficzne izoformy uwazane sa
za biatka petniace kluczowa rol¢ w transdukcji sygnatu ischemiczno-reperfuzyjnego w
réznych narzadach, w tym mézgu i sercu. Jednak z racji wielu rozbieznych doniesien wciaz
nie jest do korica jasne czy izoformy PKC (najczg¢Sciej €1 ) sa zaangazowane jednoznacznie
w przezycie komoérek po epizodzie niedokrwiennym czy w ich apoptozg (Bright i wsp.,
2004). Dalej wykazano, ze w dluzszym czasie po niedokrwieniu we frakcji mitochondriéw
zwigksza si¢ ilo$¢ innej kinazy: JNK i proapoptotycznego biatka Bad, a zmniejsza si¢ ilosé
kinazy Raf-1. Réwniez lokalizacja cytochromu c ulega dynamicznym zmianom w wyniku
ischemii (Domanska-Janik i wsp., 2004). Obok swojego tradycyjnego miejsca w
mitochondriach, wyst¢puje on w cytoplazmie oraz zwiazany z siateczka Srodplazmatyczna
w komérkach po niedokrwieniu mézgu (Zablocka i wsp., 2003; Beresewicz i wsp., 2006).
Cytochrom ¢ prawdopodobnie uczestniczy nie tylko w aktywacji apoptosomu, ale takze w
regulacji sygnatlu wapniowego w komorce, co moze prowadzi¢ do wtérnego uszkodzenia
mitochondriow (Beresewicz i wsp., 2006). Jednak mechanizm wyplywu cytochromu ¢ z
mitochondriéw nie jest w petni wyja$niony i wciaz jest w czotéwce badan zwiazanych z

programowang Smiercia komorki.

14 Kinazy biatkowe a mitochondria

Badania ostatnich lat po raz kolejny potwierdzaja jak istotna rol¢ odgrywaja
mitochondria w uszkodzeniu ischemiczno-reperfuzyjnym mézgu i serca. W chwili obecne;j
wydaje si¢, ze bez fosforylacji i defosforylacji bialek zwiazanych z mitochondriami przez
kinazy serynowe-treoninowe czy tyrozynowe, nie byloby mozliwe przekazanie sygnatéw z
cytoplazmy do mitochondri6ow. Czyni to kinazy biatkowe kluczowymi biatkami
niezb¢dnymi do utrzymania réwnowagi pomi¢dzy wieloma procesami w komorce, w tym

pomigdzy procesami prozyciowymi a apoptoza. Liczne kinazy biatkowe zostaly
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zlokalizowane zaréwno w btonach mitochondrialnych, w przestrzeni pomigdzy nimi, jak i
w macierzy mitochondrialnej (Ry . 1).

Aby kinazy biatkowe mogly wej$¢ na ,mitochondrialny szlak sygnalowy® i
fosforylowa¢ badz oddziatywa¢ z biatkami tworzac z nimi kompleksy, a tym samym
zmienia¢ ich konformacj¢ i modulowa¢ funkcje, enzymy te musza przemiesci¢ si¢ z
cytoplazmy do bton lub wn¢trza mitochondriéw. W niektérych przypadkach, potaczenie
kinazy z blona umozliwia jej aktywacj¢. Nadal nie jest jednak znany mechanizm
translokacji kinaz biatkowych PKA, Akt, PKC czy JNK do mitochondriéw. Nie sa tez w
petni opisane biatka, ktére biora udziat w transporcie aktywnych domen kinaz biatkowych.
Wstgpne badania sugeruja udzial bialek transportujacych TOM (translocase of outer
membrane) oraz TIM (translocase of inner membrane) (Bolender i wsp., 2008), biatek
zdajacych si¢ by¢ kotwica dla kinaz np. biatek receptorowych RICK (receptors for inactive
C kinase) i RACK (receptors for activated C kinase) dla izoform PKC (Frazier i wsp.,
2003; Truscott 1 wsp., 2003) czy biatek kotwiczacych z rodziny AKAP dla PKA (Perkins i
wsp., 2001). Dodatkowo przypuszcza si¢, ze mitochondrialne biatko PICK1 (protein that
interact with protein C kinase) przenosi PKC  z cytosolu do mitochondriéw (Wang i wsp.,
2003), natomiast biatko 'COP ' coatamer protein) wydaje si¢ by¢ specyficznym
mitochondrialnym biatkiem RACK dla izoformy PKC (Csukai i wsp., 1997). Nie jest
znany mechanizm transportu kinazy PKB/Akt do mitochondriéw. Sugerowany jest udziat
translokazy biatka szoku cieplnego w powiazaniu z biatkiem TOM20 (Kobayashi i wsp.,
2008).

Dodatkowo istnieje szereg kinaz bialkowych towarzyszacych kinazom biatkowym
docelowo przemieszczajacym si¢ do bton oraz wngtrza mitochondriéw, ktére posrednio
wplywaja na aktywacje szlakéw sygnatowych prowadzacych do przezycia lub $mierci
komorek (Wang, 2006; Lasfer i wsp., 2006; Costa i wsp., 2008). Do takich kinaz nalezy
m.in. cytoplazmatyczna kinaza biatkkowa G (PKG), ktéra w wyniku krétkotrwatego,
hartujacego niedokrwienia serca jest aktywowana przez cykliczne GMP (cGMP). PKG
prawdopodobnie fosforyluje nieznane biatko w zewngtrznej btonie mitochondrialnej, ktére
w wyniku niezbadanego mechanizmu przenosi dalej sygnal do znajdujacej sig¢ w
wewngtrznej bionie mitochondrialnej PKC €. Wiele do§wiadczeri wskazuje, ze aktywna
PKC oddzialuje nastgpnie z kanalem potasowym mitoKarp. Fosforylacja badZz inne

modulacje kanatu daja wyrazny efekt cytoprotekcyjny (Costa i wsp., 2008).
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Ryc.l Proponowane kinazy biatkowe oddzialujace z mitochondriami i ich mitochondrialne
substraty lub biatka, z ktérymi oddzialuja. Kinazy biatkowe zlokalizowane sa w cytosolu komorki,
a po aktywacji komorki moga przemieszczaé si¢ do mitochondriéw, gdzie tacza si¢ z licznymi
biatkami, ktére fosforyluja lub po potaczeniu zmieniaja ich konformacje wplywajac na ich
aktywnos¢, a tym samym na losy komérki. Zjawiska te obejmuja i) hamowanie tworzenia MPTP,
i1) aktywacje¢ kanalu potasowego mitoKarp, iii) wzrost produkcji ATP poprzez regulacje
aktywnosci COXIV, iv) przebudowg architektury bton mitochondrialnych przez wzrost aktywnosci
skramblazy fosfolipidéw (PLCSR3), v) obnizenie aktywnoS$ci antyapoptotycznych biatek Bcl-2 i
Bcly;, vi) obnizenie aktywnos$ci proapoptotycznej biatka BAD.

1.5 Kinazy biatkowe C — budowa i funkcja w komérce

Kinazy biatkowe C (PKC) to jedna z najliczniejszych rodzin kinaz serynowo-
treoninowych. Aktywno$¢ izoform a) klasycznych (o, i ) zalezy od st¢zenia jonow
wapnia (Ca’*) w cytosolu, od obecnosci wtérnego przekaznika sygnatu 1,2 diacyloglicerolu
(DAG) oraz od fosfatydyloseryny (PS), b) nowych ( ) nie jest wrazliwa na zmiany
stezeri Ca™, c) atypowych ( . ) nie jest regulowana ani przez Ca’* ani DAG (Parker i
Murray-Rust, 2004). W komoérce, PKC jest obecna zaré6wno w cytosolu w formie
rozpuszczalnej (nieaktywna) jak i zwiazana z btonami (forma aktywna). Pojedynczy
polipeptyd PKC zawiera na swoim N-koricu rejon regulatorowy o wielkosci przeci¢tnie
okoto 50 kDa oraz mieszczacy si¢ na C-koncu rejon katalityczny, zazwyczaj o masie okoto
30 kDa. Poszczegdlne podgrupy izoform PKC, klasyczne, nowe i atypowe rdznia si¢ od
siebie budowa, ktéra wptywa na sposéb regulacji aktywnosci, specyficzno$¢ substratowa, a

tym samym na funkcje w komorce.
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PKC wystepuje powszechnie u ssakéw, we wszystkich typach tkanek i komérek. Do
podstawowych i najistotniejszych funkcji PKC nalezy posredniczenie w odpowiedziach
komérek eukariotycznych na rézne sygnaly docierajace z otoczenia, zaangazowanie w
regulacj¢ wzrostu, réznicowanie, apoptoz¢ oraz aktywacj¢ czynnikéw transkrypcyjnych
(Metzger 1 Kapfhammer, 2003; Steinberg, 2004; Corbalan-Garcia i Gomez-Fernandez,
2006). Kinazy biatkowe C wiazane sa réwniez z procesem uczenia si¢ 1 zapamigtywania
(LTP) (Ramakers i wsp., 1997). W ostatnich latach coraz czgsciej okresla si¢ niektére z
izoform PKC kluczowymi mediatorami sygnatu ischemicznego w modzgu i sercu, tym
samym przypisujac im bezpo$redni udzial w procesach zwiazanych ze §miercia komdrki lub

jej przezyciem (Nakajima, 2006).

1.6 Udziat kinaz biatkowych C w przekazywaniu sygnatu ischemicznego

Kinazy biatkowe C reaguja na stres ischemiczny szybka zmiana aktywno$ci
obserwowang juz w pierwszym okresie po przywrdceniu krazenia (Domanska-Janik i
Zablocka, 1993). W zaggszczeniach postsynaptycznych (PSD) po niedokrwieniu nast¢puje
4-18 krotny przyrost ilosci biatka réznych izoform PKC w pordéwnaniu z ich iloscia u
zwierzat kontrolnych (Hu i wsp., 1998; Zablocka i wsp., 2001). PKC obecnej w PSD
przypisuje si¢ rol¢ jednego z regulatoréw aktywnosci receptora NMDA (Jimenez i Tapia,
2004) oraz wplyw na aktywno$¢ szlaku MAPK poprzez oddzialywanie z kinaza Raf-1
(Ueda 1 wsp., 1996). Rézne izoformy PKC moga lokowa¢ si¢ w réznych przedziatach
komoérkowych, gdzie oddzialuja ze specyficznymi substratami i pelnia szczeg6lna role w
przekazywaniu sygnatu ischemicznego. I tak aktywacja PKC y i wzmozona fosforylacja
réznych bialek wiazana jest ze zmniejszeniem obszaru uszkodzenia w ischemii ogniskowe;j
(Aronowski i wsp., 2000). Z kolei PKC & wydaje sie uczestniczy¢ w uszkodzeniu
ischemiczno-reperfuzyjnym (Bright i wsp., 2004). Badania niedokrwienia serca z
wykorzystaniem peptydéw regulujacych aktywno$¢ specyficznych izoform PKC pozwolily
wykazaé, ze aktywacja PKC € przed ischemia zabezpiecza serce przed uszkodzeniem,
natomiast zahamowanie PKC 6 w okresie po przewrdceniu krazenia réwniez zmniejsza

rozleglo$¢ uszkodzenia (Budas i wsp., 2007).
1.7 Wybrane izoformy kinazy bialkowej C w mitochondriach i ich rola w
protekcji oraz uszkodzeniu komérkowym

W polowie lat 90-tych izoformy PKC o i B zostaly wykryte w mitochondriach

komorek gleju Mullera siatkéwki oka karpia, gdzie metoda mikroskopii elektronowej
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pokazano ich obecno$§¢ w grzebieniach mitochondrialnych (Fernandez i wsp., 1995). Od
tego czasu wzrosto zainteresowanie funkcja jaka mogtyby petni¢ poszczegdlne izoformy
PKC w mitochondriach.

Najwigcej doniesieni literaturowych sugeruje udzial dwéch izoform PKC: i w
dwodch procesach komoérkowych nierozerwalnie zwiazanych z mitochondriami: w
apoptozie 1 w hartowaniu ischemicznym serca.

[zoformie PKC  najczgéciej przypisywany jest udzial w procesie apoptozy. Jej
aktywno$¢ nie jest bezposrednio regulowana przez Ca’*. Badania na komérkach
nowotworowych tj. keranocytach linii U-937 i MCF-7 wykazaty translokacje tej izoformy
do mitochondriéw (Steinberg, 2004). Nastepstwem hodowania komérek w obecnosci
aktywatoréw PKC - estréow forbolu lub wody utlenionej bylo uwolnienie cytochromu ¢
z mitochondriow do cytosolu, co w konsekwencji prowadzilo do indukcji apoptozy
(Majumder i wsp., 2000; Majumder i wsp., 2001). Podobne zjawisko obserwowano, gdy
keratynocyty in vitro wystawione byly na promieniowanie UV. Nast¢pstwem translokacji
PKC & do mitochondriéw byto kolejno: zaburzenie potencjatu btonowego tych organelli,
aktywacja kaskady kaspaz i $mier¢ komérki (Denning i wsp., 2002). Ciekawy wydaje si¢
rowniez fakt, iz nadekspresja PKC  prowadzi do apoptozy zaréwno keranocytéw
zdrowych jak i nowotworowych (Li i wsp., 1999).

Cho¢ uwaza si¢, ze PKC jest giéwnie zwiazana z apoptoza, istnieja doniesienia
mowiace o jej udziale w kardioprotekcji. W kardiomiocytach szczuréw poddanych
krétkotrwatej, nie uszkadzajacej ischemii i reperfuzji wykazano przemieszczanie PKC do
mitochondriéw, gdzie w wewngtrznej blonie oddziatywata z kanalem potasowym
zaleznym od ATP (mitoKarp), efektem czego byla jego aktywacja prowadzaca do
kardioprotekcji (Uecker 1 wsp., 2003).

Wiele badan wskazuje, ze translokacja niezaleznej od Ca® PKC do
mitochondriow ma bezposredni zwiazek ze zjawiskiem hartowania mi¢Snia sercowego
(Inagaki 1 wsp., 2003). Krétkotrwaty, nie uszkadzajacy komorki epizod niedokrwienny
serca inicjuje wewnatrzkomérkowa kaskad¢ sygnaidéw, ktére zwigkszaja odpornosé
komérek na diugotrwale niedotlenienie, w konsekwencji, czego nie dochodzi do az tak
duzej utraty kardiomiocytéow jak w komoérkach serca nie poddanych wcze$niejszemu
hartowaniu ischemicznemu (Halestrap i wsp., 2007). Liczne prace, na modelach in vitro,
ex vitro oraz in vivo pokazuja, ze selektywna aktywacja PKC € prowadzi do

kardioprotekcji (Budas 1 wsp., 2007). Dodatkowo dane te potwierdzaja do§wiadczenia z
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zastosowaniem chlorku cheleritryny - inhibitora izoform PKC, w ktérych nie obserwuje si¢

zjawiska protekcji indukowanego przez krétkotrwaty epizod niedokrwienny.

1.8 Mitochondrialni ,,partnerzy’’ biatkowi kinazy biatkowej C

Wigkszo$§¢ doniesieri wskazuje na uwalnianie cytochromu c¢ z przestrzeni
migdzybtonowej mitochondriéw do cytosolu, jako nastgpstwo licznych szlakéw
sygnalowych przebiegajacych w mitochondriach, a zwiazanych z uszkodzeniem komdrki.
Nie jest w pelni jasne jak dochodzi do uwalniania cytochromu c¢ oraz jakie biatka moga
uczestniczy¢ w tym procesie 1 jaka jest rola kinaz biatkowych w tym zjawisku (Kroemer i
wsp., 2007). Metoda immunoprecypitacji mitochondriéw wyizolowanych z komérek HeLa
wykazano, ze PKC  wspéiwystgpuje z izoformg 3 skramblazy fosfolipidéw (PLSCR3)
(He 1 wsp., 2007), enzymem odpowiedzialnym za prawidlowe rozmieszczenie
fosfolipidow (w tym charakterystycznej dla mitochondriéw kardiolipiny (CL)) w
wewngtrzne] blonie mitochondrialnej (Van i wsp., 2007). PLSCR3 jest enzymem
niezb¢dnym do nadania prawidiowej struktury lipidowej blon mitochondrialnych. Badania
in vitro wykazaly, ze PLSCR3 jest fosforylowana przez PKC 9, konsekwencja, czego jest
zmiana aktywnoS$ci skramblazy, translokacja CL do zewngtrznej btony mitochondrialne;j,
gdzie wydaje si¢ oddzialywaé z biatkiem proapoptotycznym tBID. Nastgpstwem tej
kaskady sygnatowej prowadzacej do uprzepuszczelnienia biony mitochondrialnej jest
uwolnienie cytochromu c¢ z mitochondriéow (Liu i wsp., 2003a; Liu i wsp., 2003b).
Jednocze$nie, w czasie apoptozy, wykazano znaczny przyrost CL w zewngtrznej btonie
mitochondrialnej, podczas gdy w fizjologicznych warunkach fosfolipid ten wystgpuje
giéwnie po wewnetrznej stronie wewnetrznej btony mitochondrialnej (Liu i wsp., 2003b).
Badania te potwierdzaja hipotez¢ przemieszczenia kardiolipiny w  blonach
mitochondrialnych przy udziale ufosforylowanej przez PKC i aktywnej PLSCR3 w
procesie apoptozy (Liu i wsp., 2004).

W badaniach nad skutkami hartowania ischemicznego sugerowanych jest kilka
biatek mitochondrialnych, ktére moga by¢ substratami/biatkami oddziatujacymi z PKC e.
Naleza do nich bialka tancucha oddechowego oraz biatka kanaléw jonowych (Budas i
Mochly-Rosen, 2007). W badaniach in vitro wykazano, ze aktywacja kardiomiocytéw
izolowanych z zarodkéw szczuréw aktywatorem PKC, PMA, prowadzi do fosforylacji
podjednostki IV oksydazy cytochromowej (COXIV), natomiast podanie selektywnego
inhibitora PKC ¢, €V1-2, hamuje t¢ fosforylacjg (Ogbi i wsp., 2004). Dalsze badania

dowodza, ze poddanie hipoksyjnemu hartowaniu ptodowych kardiomiocytéw myszy,
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indukuje koimmunoprecypitacj¢ PKC € i COXIV. Rezultatem tych oddzialywan jest
fosforylacja COXIV i obserwowany, az czterokrotny wzrost aktywno$ci oksydazy
cytochromowej, wzmozona synteza ATP, tym samym usprawnienie funkcji
bioenergetycznej mitochondriéw, co tlumaczy¢ moze zwigkszona odporno$¢é na
uszkodzenie ischemiczne serca (Ogbi i Johnson, 2006).

Innym substratem PKC wydaja si¢ by¢ biatka tworzace MPTP: VDAC (voltage-
dependent anion channel) w zewngtrznej oraz ANT (adenine nucleotide translocator) w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Metoda immunoprecypitacji udowodniono, ze PKC
€ faczy si¢ z biatkami ANT i VDAC, ktére ulegaja fosforylacji (Baines i wsp., 2003).
Wydaje si¢, ze w prawidlowo funkcjonujacej komorce, nie poddanej zadnemu stresowi,
megakanal jest zamknigty lub minimalnie otwarty. Catkowite otwarcie MPTP podczas
reperfuzji poniedokrwiennej prowadzi do $mierci komoérki (Halestrap i wsp., 2002).
Zaobserwowano, ze inkubacja mitochondriéw wyizolowanych z serca myszy z
nadekspresja PKC € obnizala otwarcie megakanalu w warunkach niedotlenienia, a jego
catkowite hamowanie mialo miejsce w mitochondriach serca myszy z konstytutywnie
aktywnag PKC € (Baines i wsp., 2003). Badania te sugeruja udzial PKC & w regulacji
aktywnosci megakanatu i jego otwarcia.

Innym kanalem zlokalizowanym w wewngtrznej bionie mitochondrialnej, ktéry
prawdopodobnie oddziatuje z PKC g, jest kanal potasowy, ktérego otwarcie regulowane
jest przez ATP (mitoKap). W stanie spoczynku, kiedy utrzymany jest staly poziom ATP
w komorce, kanal ten jest zamknigty (Szewczyk i Wojtczak, 2002). Jego otwarcie
poprzedzone jest obnizeniem iloSci ATP, obserwowanym np. podczas niedokrwienia.
Liczne do$wiadczenia wskazuja, ze krétkotrwale otwarcie kanatu mitoKarp wplywa na
regulacj¢ objetosci macierzy, na poziom Ca® w mitochondriach i produkcje wolnych
rodnikéw (Otani, 2004; Bednarczyk i wsp., 2005). Zaobserwowano, ze kanal mitoKarp
otwiera si¢ po podaniu agonisty PKC € - RACK, a zamyka po podaniu antagonisty,

V1-2 (Jaburek i wsp., 2006).
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY

W wyniku wielu lat badan wydaje si¢, ze istotnym elementem przekazywania
sygnatu ischemicznego prowadzacego do opdZnionej $mierci neuronéw lub regeneracji po
przebytym epizodzie niedokrwiennym jest przemieszczanie si¢ pomigdzy przedziatami
komoérkowymi wielu biatek, ktére w zaleznos$ci od lokalizacji i wspdtpartneréw moga petnié
rozne funkcje. Z badafi wynika, ze mitochondria integruja wewnatrzkomérkowe sygnaty
zapoczatkowane niedokrwieniem i bezposrednio wptywaja na losy komoérek zwigkszajac ich
szans¢ na przezycie i regeneracj¢ lub rozpoczynajac Sciezkg prowadzaca do §mierci.

Mimo rozlegtej wiedzy o procesach poniedokrwiennych w mézgu nie ma informacji
na temat potencjalnych oddziatywan kinazy biatkowej C z mitochondriami. Badania in vitro
na komorkach nowotworowych pokazuja, ze PKC  oddziatuje z mitochondrialnym
enzymem skramblaza fosfolipidéw (PLSCR3), ktéry uczestniczy w utrzymaniu homeostazy
biatkowo-lipidowej bton mitochondrialnych, ale tez moze bra¢ udziat w uwalnianiu biatek
proapoptotycznych (Liu i wsp., 2003a). W dostepnym piSmiennictwie nie ma danych o
ekspresji PLSCR3 w moézgu. Izoforma PKC € zwigzana z mitochondriami wydaje si¢
uczestniczy¢ w hartowaniu ischemicznym serca (Budas i Mochly-Rosen, 2007). W modelu
poniedokrwiennej $mierci neuronéw w mézgu myszoskoczka rézna wrazliwosé sektoréow
hipokampa na krétkotrwale niedokrwienie moze sugerowac udziat kinaz biatkowych C
zarbwno w procesach prowadzacych do eliminacji neuronéw jak i w endogennej

neuroprotekcji.
Zatem celem badan byto:

1. Sprawdzenie, jakie izoformy kinazy biatkowej C przemieszczaja si¢ do
mitochondriéow pod wplywem S minutowej ischemii i reperfuzji moézgu
myszoskoczka mongolskiego (Meriones unguiculaus).

2. Zbadanie, czy zmiany poziomu immunoreaktywno$ci wybranych izoform PKC w
mitochondriach zaleza od rejonu hipokampa (CAl - rejon wrazliwy na
niedokrwienie w poréwnaniu z CA2-4, DG - rejonami niewrazliwymi na
krétkotrwaty epizod ischemiczny).

3. Zweryfikowanie hipotezy, ze PKC & oddziatuje ze skramblaza fosfolipidow w
CA1 hipokampa myszoskoczka mongolskiego.

4. Zweryfikowanie hipotezy, ze PKC B moze oddziatywaé z mitochondrialnymi
kanatami potasowymi w m6zgu myszoskoczka.

5. Poszukiwanie bialek  mitochondrialnych  oddzialujacych z PKC BL
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Material badawczy

» Moyszoskoczki mongolskie (Meriones unguiculatus)
» Oseski oraz doroste szczury szczepu Wistar cmd

> Myszy C-57

» Komorki ludzkie Jurkat

Wszystkie zwierzgta pochodzily ze Zwierzgtarni Instytutu Medycyny Do§wiadczalne;j i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. Komoérki Jurkat otrzymano z Pracowni

Metabolizmu Komérki IBD im. M. Nenckiego.

3.2 Odczynniki

Plodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum, FBS)
Surowica koniska (ang. horse serum, HS)
Surowica kozia (ang. normal goat serum, NGS)

Surowica o$la (ang. normal donkey serum, NDS)

Modyfied Lowry Protein Assay Kit do ilo§ciowego oznaczania biatka (Pierce)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate do detekcji biatka sprzgzonego z
peroksydaza chrzanowa HRP (Pierce)

Seize X Protein A Immunoprecypitation Kit do reakcji immunoprecypitacji (Pierce)
SilverSNAP Stain Kit II do srebrzenia zeli poliakrylamidowych (Pierce)

SuperScript II Reverse Transcriptase do reakcji odwrotnej transkrypcji (Invitrogen)
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit do izolacji RNA z tkanki (Qiagen)

MiniElute Gel Extraction Kit do oczyszczania DNA wycinanego z zelu (Qiagen)

Pozostate odczynniki zakupione byty w firmach Sigma, Aldrich lub Merck.
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33 Sktad buforéw i roztworow uzytych do doswiadczen
Tabela 1. Zestawienie najczgséciej stosowanych buforéw i roztworéw
Bufory i media Skiad

15 mM Tris/HCI (pH 7,6), 0,25 M sacharoza, 2 mM EDTA, 1
Bufor do otrzymywania frakcji | mM EGTA, 1 mM MgCl, | mM DTT, 1 mM PMSF; w celu
komérkowych w tym wyizolowania czystych mitochondriéw z frakcji
mitochondriéw (BH) wzbogaconej w mitochondria (P2) stosuje sie 12% ficoll w
w/w buforze

10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100,
0, 5% NP-40, 1 mM PMSF, koktajl inhibitoréw proteaz
(1:200, Sigma)

20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1% Triton X-100, 0.5% NP-40, 1
mM PMSF, 0,1 mM CaCl,, koktajl inhibitoréw proteaz
(1:200, Sigma)

Bufor do lizy mitochondriéw
(immunoprecypitacja) (LB1)

Bufor do lizy mitochondriéw
(,pull-down*) (LB2)

Bufor do elektroforezy SDS-
PAGE

Bufor obcigzajacy do 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 87% glicerol, 10 g SDS, 0,1% BPB
elektroforezy SDS-PAGE (SB) (btekit bromofenolowy) + 50 ul merkaptoetanolu/1 ml

25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM glicyna, 20% metanol, 0,01 %
SDS

Bufor do Western Blot (TBST) 5 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 0,05% Tween20

25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM glicyna, 0,1 % SDS

Bufor do elektrotransferu

przeciwciata II"*: 0,1 M glicyna (pH 2,9)
przeciwciata I: 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCI (pH 6.8),
100 mM merkaptoetanol

Bufory do odmywania
przeciwcial po reakcji WB

Bufor do przechowywania

skrawkow plywajacych do 10 mM bufor fosforanowy, 30% glikol etylenowy, 30%

immunohistochemii glicerol
Zawierajqca surowice: 50% DMEM, 25% HBSS, 25%
surowica konska, 5 mg/ml glukozy, 1% Amphoterycyna B
. . (fungizyna), 0,4% penicylina/streptomycyna, 1% B-27,
Pozywka do hodowli I M Hepes
organotypowych

Bez surowicy: 50% DMEM F-12, 50% HBSS, 5 mg/ml
glukozy, 1% Amphoterycyna B (fungizyna), 1% N-2,
1% B-27, 0.4% penicylina/streptomycyna, 1 M Hepes

34 Modele badawcze

Wszystkie procedury do$wiadczefi przeprowadzanych na zwierzgtach byty
wykonywane zgodnie z zaleceniami IV Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen
na Zwierzetach oraz z najwyzsza troska i staraniem si¢ o jak najmniejsze zadawanie bolu
zwierzeciu zaréwno przed, jak i po operacji oraz w czasie wykonywania perfuzji i

eutanazji poprzez dekapitacjg.
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34.1 Globalna ischemia przodomézgowia myszoskoczka mongolskiego

Krotkotrwate niedokrwienie mézgu myszoskoczka mongolskiego wywolywane
bylo poprzez 5 minutowe zaci$nigcie t¢tnic szyjnych wspdélnych zaciskami naczyniowymi
(Fine Science Tools). Przejsciowe niedokrwienie mézgu myszoskoczka jest przyktadem
fenomenu, gdzie obserwuje si¢ wybidrcze uszkodzenie rejonu CAl hipokampa i tzw.
opOZniona $mier¢ neuronéw w tym obszarze mézgu. Charakterystyczna, ale zarazem
unikatowa dla tego gatunku niepelna pgtla Willisa sprawia, ze zaci$nigcie dwdch tgtnic
szyjnych wspdélnych wystarcza do calkowitego zablokowania doptywu krwi do mézgu i
wywolania globalnej ischemii. Do do§wiadczen uzyto mtodych, zdrowych, 3 miesigcznych

zwierzat wazacych brzecietnie 60-70 g. Operacia trwaiaca
maksymalnie 15 minut wykonywana byta w petnym znieczuleniu
ogélnym przy wziewnym podawaniu 3% halotanu 1 gazéw
anestetycznych: podtlenku azotu (70%) 1 tlenu (30%). Podczas
ischemii (po zaci$ni¢ciu na 5 min t¢tnic) zmniejszano ilo§é
halotanu do 1%. Przed wybudzeniem, podawano penicyling
bezposrednio na rang. W zalezno$ci od potrzeb do§wiadczenia
czas przezycia zwierzgcia od chwili przywrocenia krazenia (repertuzja) wynosit 30 min, 1,
3, 24, 48, 72 lub 96 godzin. Zwierzgta kontrolne poddawane byly jedynie zabiegowi
znieczulenia i wypreparowania t¢tnic szyjnych, bez ich zaciskania.

W odpowiednim czasie po niedokrwieniu zwierzgta w narkozie halotanowe;j
dekapitowano, preparowano moézg, z ktérego nastgpnie izolowano hipokampy (w
zalezno$ci od potrzeb dalszego doSwiadczenia izolowano cala strukturg lub dzielono ja na

czgsé¢ grzbietowa (CAl) i brzuszng (CA2-4, DG)).

34.1.1 Izolacja mitochondriéow z hipokampéw myszoskoczka mongolskiego

Cala procedurg izolacji mitochondriéw prowadzono w lodzie. Cate hipokampy lub
ich fragmenty homogenizowano w buforze izotonicznym (BH) przy uzyciu
homogenizatora szklo-teflon, a nastgpnie wirowano z przyspieszeniem 1000 x g przez 10
minut w 4°C w celu odrzucenia osadu zawierajacego fragmenty niezhomogenizowane]
tkanki i jadra komérkowe. Nadsacz wirowano 11 000 x g (20 minut, 4°C) otrzymujac osad
wzbogacony we frakcj¢ mitochondrialng (P2). Nadsacz (S2) zawierajacy biatka
cytosolowe mrozono. Osad zawieszano w BH i nanoszono na 12% ficoll w celu
odseparowania mitochondri6ow od pozostalych blon komérkowych (siateczki

§rédplazmatycznej, blony plazmatycznej., aparatu Golgiego i pgcherzykéw synaptycznych),
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a nast¢pnie wirowano w ultrawiréwce 100 000 x g (30 min, 4 °C). Osad zawierajacy czyste
i aktywne fizjologicznie mitochondria zawieszano w BH i1 mrozono w -70°C lub

bezposrednio uzywano do dalszych analiz.
34.2 Hodowla organotypowa skrawkéw hipokampa szczura

3.4.2.1 Zakladanie i przebieg hodowli

Hodowl¢ organotypowa zaktadano z hipokampéw 6 dniowych oseskéw szczura
szczepu Wistar. Hipokampy izolowano wediug metody Stoppiniego, zmodyfikowanej
przez dr Ann¢ Sarnowska z Zakladu Neurobiologii Naprawczej w IMDiK PAN
(Sarnowska, 2002). Oseski usypiano Vetbutalem, a nast¢gpnie dekapitowano i izolowano
hipokampy, ktore cigto na skrawki grubosci 400 m (Mclliwain Tissue Chopper). Skrawki
przechodzity wstgpna selekcj¢ pod mikroskopem S$wietlnym (Zeiss), z pocigtych
wybierano te z zachowana i nieuszkodzong mechanicznie struktura CAl, CA2-4, DG.
Skrawki umieszczano po cztery na membranie Millicell-CM (Millipore) o §rednicy poréw
0,4 pm, a te wkiadano w szalki 6-dotkowe (Nunc), na dnie, ktérych znajdowata sig
pozywka hodowlana, zawierajaca surowic¢ koriska (HS, Gibco), sktadniki niezb¢dne do
wzrostu komorek, antybiotyki 1 zwigzek przeciwgrzybiczny (Tabela 1, strona 25).
Stopniowo, zkazdym kolejnym dniem hodowli wycofywano po czgSci surowicg
z pozywki, 5 dnia pozywka hodowlana nie zawierata surowicy. Hodowla prowadzona byta
przez 10 dni w temperaturze 37°C, w obecnosci 5% CO,, wilgotno$§¢ wynosita 90%. 10

dnia rozpoczynano do§wiadczenie.

3.4.2.2 Ekscytotoksyczne uszkodzenie neuronéw hipokampa in vitro

Stres inicjowany byt podaniem do medium hodowlanego ekscytotoksycznej dawki
NMDA (N-metylo-D-asparaginianu) (100 uM NMDA) - analogu glutaminianu,
aktywatora receptorow NMDA zwigzanych z kanalami jonowymi przepuszczalnymi dla
jonéw wapnia, sodu i potasu. Eksperymentalnie ustalono, ze 3-godzinna ekspozycja na
100 uM NMDA wywoluje uszkodzenie neuronéw pola CAl hipokampa, ktére bedzie
mozliwe do zaobserwowania i oszacowania po 24 godzinach. W celu sprawdzenia skutku
hamowania PKC na przezycie neuronéw hipokampa stosowano selektywny inhibitor
PKC B (ICso= 5 nM) peptyd: 3-(1-(3-Imidazol-1-ylpropyl)-1H-indol-3-yl)-4-anilino- 1 H-
pyrrole-2,5-dion. Na Rycinie 2 przedstawiony zostal schemat przeprowadzanego

doswiadczenia.
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Ryc.2 Schemat badania uszkodzenia obszaréw hipokampa szczura po podaniu inhibitora PKC
B. in vitro. Do 10-12 dniowej hodowli, na 24 godziny przed eksperymentem, dodawano jodek
propidyny (1° PI) i przeprowadzano wstgpna oceng skrawkéw w mikroskopie fluorescencyjnym.
Po usunigciu PI, wraz ze §wieza pozywka dodawano czynnik indukujacy ekscytotoksycznos$é - 100
uM NMDA, ktéry usuwano po 3 godzinach oraz inhibitor PKC [, ktéry byt obecny w pozywce do
korica doswiadczenia. Obserwacj¢ koricowa prowadzono po 24 godzinach od rozpoczgcia
eksperymentu, po uprzednim dodaniu 2° PI.

34.2.3 Okreslanie przezycia skrawkéw hipokampa szczura metoda barwienia

Jodkiem propidyny

Jodek propidyny (PI) jest zwiazkiem oddziatujacym z jadrowym DNA emitujac
czerwone $wiatlo fluorescencji (Ryc. 3). Dzigki temu, Ze przenika jedynie przez btony
komérek martwych (z zywych jest aktywnie wypompowywany) jest ich doskonatym
markerem. W zalezno$ci od etapu do$wiadczenia Pl dodawano w dwéch réznych
stezeniach: 2 pM (przez 24 h) — dla wstepnej detekcji 1 eliminacji martwych skrawkéw
hipokampa przed wykonaniem wiasciwego do§wiadczeniem oraz 10 uM (przez 1 h) — dla
sprawdzenia efektu, jaki wywolato podanie NMDA oraz substancji badanej w poréwnaniu
ze skrawkami kontrolnymi.

Ryc.3 Przykladowy obraz barwienia PI (10 uM) komoérek
skrawka hipokampa szczura po podaniu 100 uM NMDA.
Gorny, najbardziej jaskrawy obszar w ksztalcie pétksigzyca,
odpowiada obszarowi CAl. Zdjecie wykonano przy uzyciu
kamery Axio Vision w mikroskopie fluorescencyjnym.
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34.24 Analiza wynikow

Zdjecia wykonano w mikroskopie fluorescencyjnym Carl Zeiss przy uzyciu kamery
i programu Axio Vision 5 po 24 h od podania NMDA. Nast¢pnie zliczano piksele Swiecace
na kolor czerwony (PI) odpowiadajace liczbowo martwym komérkom 1 za pomoca
programu Koroner wer. 1.1. (dzigki uprzejmos$ci dr Anny Sarnowskiej 1 Pawla
Potrzebowskiego) obliczano procent komoérek martwych (pozytywnych w jodku

propidyny) za pomoca wzoru:

% komorek pozytywnych PI = (FI/max FI) x 100%

gdzie: FI odpowiadato intensywnos$ci §wiecenia skrawka badanego, a max FI -
intensywnoS$ci $wiecenia skrawkéw, ktéorym podano 1mM NMDA powodujac catkowite

uszkodzenie struktury komorek hipokampa.
3.5 Badania elektrofizjologiczne

3.5.1 Otrzymywanie mitoplastow

Mitoplasty otrzymywano ze §wiezo wyizolowanych (metoda opisana w rozdziale
3.4.1.1.) mitochondriéw hipokampa kontrolnego myszoskoczka. Pobierano 1 pl zawiesiny
mitochondriéw (zawieszonych uprzednio w buforze BH) i poddawano je pecznieniu
(szokowi osmotycznemu) przenoszac do roztworu hipotonicznego (Tabela 2). W wyniku
réznicy ci$niefi nastgpowato pecznienie mitochondriéw i pgknigcie ich zewngtrznej btony,
przy zachowaniu btony wewngtrznej — otrzymywano tzw. mitoplasty, ktére nastgpnie

poddawano analizie elektrofizjologicznej.

Tabela 2. Sktad buforé6w w badaniach elektrofizjologicznych

Bufor Bufory i media

[zotoniczny bufor podstawowy | 150 mM KCl, 10 mM Hepes, 0,2 mM CaCl,, pH 7,2

Bufor hipotoniczny S mM Hepes, 100 uM CaCl,. pH 7,2
Bufor hipertoniczny 750 KCl, 30 mM Hepes, 100 uM CaCl,, pH 7,2
xiggw ukfadzie roznicy 50/150 mM KCl, 20 mM Hepes, 100 mM CaCl,. pH 7.2

Bufor w uktadzie stgzeri

150/150 mM KCl, 20 mM Hepes-KOH, 100 uM CaCl,, pH 7,2
symetrycznych
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3.5.2 Technika patch-clamp

Doswiadczenia elektrofizjologiczne przeprowadzono w Pracowni
Wewnatrzkomdrkowych Kanatéw Jonowych Instytutu Biologii Do§wiadczalnej PAN pod
opieka dr Piotra Bednarczyka. W pracy wykorzystano technikg¢ elektrofizjologiczna,
pozwalajaca na rejestracj¢ pradéw jonowych ptynacych przez pojedyncze biatka kanalowe
- metod¢ patch-clamp w konfiguracji oderwanej fatki. Z mieszaniny otrzymanych
mitoplastow wybierano pgcherzyk, ktéry po lekkim zassaniu szklang kapilara (pipeta)
tworzyt Sciste polaczenie pomigdzy koncéwka pipety, a btong mitoplastu (Ryc. 4). Pipeta
wypetniona byta podstawowym roztworem izotonicznym (150 mM KCI, 10 mM Hepes,
100 mM CaCl,, pH 7,2), ktéry modyfikowano dla potrzeb kolejnych analiz i badanych
zwiazkéw (Tabela 2, strona 29). Podczas préby identyfikacji mitochondrialnego kanatu
potasowego o duzym przewodnictwie aktywowanego/otwieranego jonami wapnia
(wrazliwego juz na bardzo niskie st¢zenia tych jonéw, mitoBKc,) oraz kanatu potasowego
regulowanego przez ATP (mitoKarp) do buforu w ukladzie symetrycznych stg¢zen
dodawano kolejno wapii o zmniejszonym stezeniu (I pM Ca®") oraz ATP z Mg™ w
stezeniu 1mM. Margatoksyna, agitoksyna-2 i kompleks ATP/Mg®* dodawane byty w
roztworze izotonicznym. Wszystkie przeprowadzone dos$wiadczenia wykonane byty w
temperaturze pokojowej, w systemie oderwanej latki, gdzie ztacze miato duza opornosé
okoto 1,2 GL. Rejestracje prowadzono przy pomocy wzmacniacza Axopatch 200B
(Molecular Devices, USA), a analizy prowadzono wykorzystujac program Clampex 10

(Molecular Devices, USA).

Ryc.4  Obraz z mikroskopu  kontrastowo-fazowego
przedstawiajacy mitoplast przytwierdzony do szklanej kapilary;
zdjecie  wykonano w Pracowni Wewnatrzkomérkowych
Kanatéw Jonowych Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN w
Warszawie.

3.6 Badania molekularne
3.6.1 Analiza ekspresji PLSCR3 na poziomie mRNA

3.6.1.1 Projektowanie starteréow

Genom myszoskoczka mongolskiego nie zostal do tej pory zsekwencjonowany,

dlatego startery do reakcji PCR zaprojektowano postugujac si¢ sekwencjami genu PLSCR3
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innych gatunkéw zwierzat. Wykorzystano program ClustalW Sequence Alignment

(poréwnanie sekwencji mRNA) oraz Primer 3 (projektowanie starteréw) — w obydwu

poréwnywano sekwencj¢ genu PLSCR3 cztowieka, psa, wotu, szczura, myszy i zaby

wybierajac fragment genu najbardziej zblizony pod wzgledem sekwencji dla wszystkich

analizowanych gatunkéw i na tej podstawie zaprojektowano jeden starter zdegenerowany,

a drugi klasyczny oparty o sekwencje konserwowana we wszystkich badanych gatunkach.

Startery dla referencyjnego genu GAPDH postuzyly, jako kontrola poprawnie

przeprowadzonej reakcji PCR (Tabela 3, 4).

Tabela 3. Sekwencje starteréw do badania ekspresji PLSCR3 w mézgu gryzoni:

PLSCR3 5’ (zdegenerowany)*:

5 CTGGGTCAGGCRGCBGARGAGAGCARCT

PLSCR3 3’: 5’ TGCCAGGTCTGTAGCAC
GAPDH 5’: 5’ TCCACCACCCTGTTGCTGTA
GAPDH 3’: 5" ACCACAGTCCATGCCATCAC

*Stosujac tabel¢ kodu IUPAC (Tabela 4) skonstruowano lewy zdegenerowany starter (tzw.

nieodpowiadajacy) dla genu PLSCR3.

Tabela 4. Odpowiedniki zasad dla starter6w zdegenerowanych (nieodpowiadajacych)

Kod
IUPAC

ZL<TORERI<T=EQOR»

Nukleotyd w sekwencji

Adenina
Cytozyna
Guanina
Tymina
puryny: A lub G
pirymidyny (C lub T)
Club A
Tlub G
Tlub A
ClubG
ClubTIlub G
AlubTIlub G
AlubClub T
AlubClub G
AlubClubGlubT

Wszystkie startery uzywane do amplifikacji sekwencji kodujacych genu PLSCR3 i

GAPDH wykonano w syntetyzerze MJ Research PTC 200 w Pracowni Sekwencjonowania

DNA i Syntezy Oligonukleotydéw Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN.
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3.6.1.2 Izolacja RNA z tkanek

Z hipokampa i §ledziony myszoskoczka oraz z kory mézgu myszy izolowano RNA
przy uzyciu zestawu RNeasy Lipid Tissue Kit (Qiagen). Procedur¢ otrzymywania RNA z
30 mg tkanki wykonywano wedlug przepisu i zalecen producenta z zachowaniem
sterylnoSci oraz z uzywaniem roztworéw pozbawionych DNaz 1 RNaz.
Spektrofotometryczny pomiar st¢zenia RNA wykonywano przy uzyciu aparatu Ultrospec
2000 (Amersham Pharmacia Biotech). Osad RNA zawieszano w sterylnej wodzie. St¢zenie
i czysto$§¢ preparatéw RNA oznaczano spektrofotometrycznie mierzac ggsto$¢ optyczna
przy dlugosci fali 260 i 280 nm w spektrofotometrze Ultrospec 2000 UV/Visible
(Amersham Pharmacia Biotech) wykorzystujac zasadg, ze ODysp = 1 odpowiada ok. 40
pg/ml RNA, a ODys/ODyg0 = 2 oznacza czysty preparat RNA. Do reakcji RT-PCR
stosowano preparaty RNA, ktérych OD,60/OD7g byt wigkszy niz 1,7.

3.6.1.3 Badanie ekspresji wybranych genéw

a) Synteza cDNA na matrycy catkowitego RNA

Do reakcji syntezy cDNA uzyto RNA wyizolowanego z kory mdézgu myszy,
hipokampa i Sledziony myszoskoczka. Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzywano 2 ug
RNA i zestawu odczynnikéw Invitrogen: 0,3 ug/ ul random primers, 5 x First Strand
Buffer, 0,IM DTT, Super Script Il oraz 10 mM dNTP (Fermentas). Reakcje prowadzono
zgodnie z zaleceniami producenta.

b) Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

Reakcje przeprowadzano w termocyklerze (Biometra), w cienkosciennych

probéwkach typu eppendorf o obj¢tosci 0,2 ml.

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR

Skiadnik mieszaniny reakcyjnej Objetosé [l]
cDNA 4

10 x PCR bufor (Fermentas) 2,5

10 mM dNTP (Fermentas) 0,5

25 mM MgCl (Fermentas) 1,5

10 pmol starter F (forward) 1

10 pmol starter R (reverse) 1

Taq DNA polimerazy (Fermentas) 1

H,O 13,5
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Kazda z reakcji amplifikacji, do ktérej uzyto cDNA otrzymane z mdzgu szczura i
myszy oraz z moOzgu i Sledziony myszoskoczka przeprowadzono w objgtosci 25 pl w
warunkach dobranych dla starteréw. W badaniach ekspresji PLSCR3 w efekcie licznych
prob dobrano profil termiczny dla reakcji typu touch-down PCR, czyli takiej jej
modyfikacji gdzie temperatura przylaczania starteréw ulega obnizeniu z kazdym kolejnym
cyklem. Jest to typowy rodzaj PCR stosowany przy uzywaniu starter6w zdegenerowanych,
dla ktérych nie mozna okresli¢ optymalnej temperatury topnienia. Profil termiczny PCR
typu ,,touch-down”: liczba cykli: 30, zakres temperatur przylaczania starteréw: T,°= 70-
56°C. W przypadku amplifikacji GAPDH rakcje przylaczania starteréw prowadzono w
58°C.

3.6.1.4 Elektroforeza w zelu agarozowym

Rozdzial produktéw reakcji RT-PCR prowadzono w 1% zelu agarozowym w
buforze 1 x TE. Otrzymane w wyniku reakcji PCR prébki w objetosci 10 pl kazda,
nakfadano na zel z dodatkiem 2-3 pl buforu obciazajacego. Rozdzial elektroforetyczny
prowadzono w buforze 1 x TBE przy stalym napieciu 65 V przez okoto 30 minut. Zel

o$wietlano §wiattem ultrafioletowym i obraz zapisywano przy uzyciu kamery CCD.

3.6.1.5 Oczyszczanie produktu PCR i sekwencjonowanie

Produkty PCR wycinano z zelu i oczyszczano przy uzyciu zestawu MiniElute Gel
Extraction Kit (Qiagen) $ci§le wedlug zalecen i przepisu producenta. Tak przygotowana
probke sekwencjonowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy

Oligonukleotydéw Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
3.6.2 Analiza na poziomie biatka

3.6.2.1 Oznaczanie stezenia biatka

St¢zenie biatka w prébach mitochondriéow izolowanych z mézgu (3.4.1.1)
oznaczano stosujac zestaw Pierce oparty na zmodyfikowanej metodzie Lowry (Lowry i1
wsp., 1951) przy zastosowaniu aparatu Microplate Reader Model 680 (Bio-Rad), a

nast¢pnie wyliczano st¢zenie biatka w 1 pl prébki.

3.6.2.2 Immunodetekcja z zastosowaniem metody Western Blot (WB)

a) Elektroforeza SDS-PAGE i elektrotransfer
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Elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym przeprowadzano w 4% zelu zatezajacym
1 10% zelu rozdzielajacym. Do badanych prébek o okre§lonym st¢zeniu biatka (10-30 pug)
dodawano odpowiednie objgtosci 2 lub 5 x stgzonego buforu SB o wtasciwo$ciach
denaturujacych, prébki gotowano w temperaturze 100°C przez 5 minut, a nastgpnie
schiadzano w lodzie. Tak przygotowane prébki oraz marker wielkosci (Low Range, Bio-
Rad) w ilosci 5 pl nanoszono do kieszonek elektroforetycznych w zelu rozdzielajacym.
Elektroforez¢ SDS-PAGE przeprowadzano w buforze 1 x TAE (Bio-Rad) przy napieciu
80/160 V przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej. Po elektroforezie, biatka
przenoszono na membrany nitrocelulozowe Hybond C-Extra (Amersham) o $rednicy
poréw 0,4 um w buforze do elektrotransferu (Tabela 1, strona 25). Czas trwania transferu
wynosit 1,5 godziny przy nat¢zeniu pradu 300 mA w 4°C. Nast¢gpnie membrany suszono i
przechowywano mig¢dzy bibulami w szczelnym pudetku lub poddawano analizie

immunochemicznej.

b) Detekcja biatek przy uzyciu przeciwciat

Nitrocelulozy z bialkami zwiazanymi na jej powierzchni blokowano przez 1
godzing w temperaturze pokojowej w 5% mleku z buforze TBST (Tabela 1, strona 25).
Nast¢pnie przeprowadzano immunoreakcj¢ stosujac wybrane do danego doswiadczenia
przeciwcialo pierwszorzgdowe w odpowiednim dla kazdego z nich st¢zeniu (Tabela 6).
Inkubacj¢ prowadzano badz w temperaturze 37°C przez lh, w pokojowej przez 1,5-3h lub
przez noc w 4°C. Nast¢pnie membrany intensywnie plukano w duzej objetosci TBST 3
razy po 5 min. Inkubacj¢ z odpowiednim st¢zeniem przeciwciala drugorzgdowego (Tabela
6) prowadzano w mieszaninie 5% mleka i TBST w objgtosci 20 ml przez 30 min w
temperaturze pokojowej. Do detekcji wykorzystano metod¢ chemiluminescencji ECL

stosujac zestaw do immunodetekcji (Amersham).

Tabela 6. Charakterystyka przeciwciat uzytych do analiz metoda Western Blot (WB). W
tabeli umieszczono masy czasteczkowe rozpoznawanych bialek oraz warunki inkubacji z pierwszo-
1 drugo-rzgdowymi przeciwciatami sprz¢zonymi z peroksydaza chrzanowa w metodzie WB. o/n —
inkubacja przez noc w temperaturze 4°C, RT - inkubacja w temperaturze pokojowej, h — czas
inkubacji w godzinach.

Przeciwciato Pochodzenie Producent ilo$¢ [ul] i warunki
PKC a (82 kDa) monoklonalne Tranduction Lab. 1:1000; 1,5sh RT
PKC B (80 kDa) monoklonalne Tranduction Lab. 1:200; 1,5h RT
PKC v (80 kDa) monoklonalne Tranduction Lab. 1:5000; 1h RT
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3.6.2.3 Metody badania oddzialywan biatko-biatko

3.6.2.3.1 Koimmunoprecypitacja

W celu odpowiedzenia na pytanie czy biatka PKC & i PLSCR3 tworza kompleks w
mitochondriach zastosowano metod¢ immunoprecypitacji. Wzorowano si¢ na metodzie
opisanej wczesniej, modyfikujac ja na potrzeby do§wiadczenia (Beresewicz i wsp., 2006).
Do analizy uzyto oczyszczonej frakcji mitochondrialnej P3 wyizolowanej z czgSci CAl
hipokampa mézgu myszoskoczka kontrolnego oraz po 96 godzinach reperfuzji po ischemii.
200 pg frakcji mitochondriéw poddano ekstrakcji w buforze LB1 (Tabela 1, strona 25).
Probke, ktérej koncowa objgtos¢ wynosita 600 pl doktadnie mieszano i inkubowano w
lodzie przez 1 godziang, delikatnie mieszajac co 15 minut. Nast¢pnie wirowano 11 000 x g
(20 minut, 4°C). Nadsacz taczono z 20 ul Sefarozy zwiazanej z biatkiem A (Sigma), ktéra
uprzednio moczono przez dob¢ w buforze 0,14 M Na,HPOj, i inkubowano w lodzie przez
15 minut przeprowadzajac tzw. ,,pre-cleaning” (wstgpna faz¢ oczyszczania mieszaniny z
biatek niespecyficznie wiazacych si¢ ze zlozem). Mieszaning ponownie wirowano 11 000

X g (20 minut, 4°C). Do zebranego nadsaczu dodano 15 pl §wiezej Sefarozy A oraz 2 pl
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przeciwciala rozpoznajacego PKC 6 lub PLSCR3 (tabela 7). Prébki inkubowano na
mieszadle obrotowym (noc, 4°C). Wytworzone kompleksy (Sefaroza A + przeciwcialo +
biatko) ptukano trzy razy w buforze LBI, a potem wymywano (zbierano znad zloza)
uzywajac 60 pl 5 x stgzonego buforu SB w temp. 100°C. Kompleksy analizowano

metoda Western Blot.

Tabela 7. Charakterystyka przeciwcial uzytych do immunoprecypitacji (IP). W tabeli
umieszczono masy czasteczkowe rozpoznawanych biatek oraz ilosci przeciwcial uzytych do
immunoprecypitacji

3.6.2.3.2 Chromatografia typu ,,pull — down*
a) Sprzeganie rekombinowanej PKC 1 z CNBr Sefaroza 4B

Rekombinowane biatko izoformy PKC Bl (Sigma) kowalencyjnie sprzegano z
aktywowana CNBr Sefaroza 4B (Fluka). Aktywowanie zloza polegalo na zmieszaniu 1 mg
Sefarozy z 15 ml dejonizowanej wody o pH 3,0. Po 10 minutach zawiesing przenoszono na
0,22 um filtr butelkowy (Vacuum Driven Disposable Bottle Top Filter, Millipore) i
ptukano 1 1 ciagiego strumienia wody dejonizowanej o pH 3,0, a nast¢pnie 60 ml roztworu
zawierajacego 0,4 M NaCl i 50 mM bufor boranowy o pH 8,2. Kolejno 17 pg
rekombinowanego biatka PKC 1 (10 ul), zawieszono w 25 ul aktywowanej CNBr
Sefarozie 1 inkubowano na mieszadle obrotowym przez noc w 4°C. Zloze z polaczonym
kowalencyjnie biatkiem umieszczano w kolumnie i kolejno ptukano jedna objgtoscia wody
dejonizowanej i dwoma objgtosciami roztworu 0,13 M KCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7.5.
Takie zloze zalewano buforem zabezpieczajacym (0,02% NaN3, 2 mM EDTA, 2 mM KCl,
40 mM Tns/HCI, pH 7.,5) i1 przechowywano w temperaturze 4°C do czasu dalszych badar
(procedura na podstawie metody opisanej w doktoracie M. Btlazejczyk MIBMIK,

zmodyfikowana dla potrzeb do§wiadczenia).

b) Chromatografia typu ,,pull — down”

Chromatografia ,,pul — down” jest kolejna metoda badania oddziatywan miedzy
biatkami, ktéra wykorzystuje powinowactwo miedzy czasteczkami. Zastosowano ja do

identyfikacji biatek mitochondrialnych, ktére moglyby oddziatywaé z kinaza PKC 1. W
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tym celu do doSwiadczenia uzyto frakcji czystych mitochondriéw wyizolowanych z
hipokampa mézgu kontrolnego myszoskoczka (metoda opisana w podrozdziale 3.4.1.1.).
Frakcj¢ P3 rozpuszczono w 500 ul buforu LB2 (Tabela 1) (1 godzina, 4°C), a nast¢pnie
wirowano 15 000 x g (4°C, 30 minut). 500 pl nadsaczu zawierato okoto 300 pg biatka. 20
ul mieszaniny zachowano, jako frakcj¢ wyjSciowa — kontrolng wzgledem bialek
wyselekcjonowanych z ekstraktu, a pozostala objgtos$¢ uzyto do inkubacji (noc, 4°C) z
Sefaroza CNBr sprz¢zona z PKC BI (pobrano 45 ul przygotowanego zloza, ktére
uprzednio przeplukano dwukrotnie buforem LB2). Dodatkowo przeprowadzono dwa
doswiadczenia kontrolne, w jednym uzywajac ztoza nieaktywowanego, w drugim stosujac
aktywowane, lecz bez zwiazanego z nim biatka PKC BI. Po nocnej inkubacji zbierano z
probki frakcje niezwiazana, a zloze (kompleks CNBr Sefaroza + PKC BI + przytwierdzone
biatka) ptukano 3 x LB2. Aby wymy¢ biatka ze zloza dodano 60 ml 5 x st¢zonego buforu
SB i zagotowano probki. Odpowiednie objgto$ci poddano elektroforezie SDS-PAGE i
srebrzeniu (procedura ,,pull — down” na podstawie metody opisane w doktoracie M.

Btazejczyk MIBMIK, zmodyfikowana dla potrzeb do§wiadczenia).

3.6.2.4 Elektroforeza SDS-PAGE i srebrzenie bialek do analizy metoda

spektrometrii mas

Wszystkie roztwory filtrowano przez saczek o porach 0,22 pum, wiacznie ze
sktadnikami, z ktérych przygotowany byt zel poliakrylamidowy do elektroforezy. Na zel
nakladano préby biatek mitochondrialnych oraz zwigzanych z PKC Bl z CNBr Sefaroza i
prowadzono elektroforeze tak jak w paragrafie 3.6.2.2.a. Zel po elektroforezie ptukano
dejonizowang woda (2 x 5 minut), a nast¢pnie, by utrwali¢ zawarte w nim biatka, moczono
w 30% etanolu i 10% kwasie octowym (2 x 15 minut). Kolejno zel ptukano 2 x 5 min w
10% etanolu i w wodzie. Dalsze etapy (uwrazliwienie bialek, srebrzenie i wywotywanie)
wykonywano przy uzyciu zestawu do srebrzenia SilverSNAP Stain Kit II (Pierce) stosujac
gotowe odczynniki $ci§le wedlug zalecen producenta. Na koniec reakcj¢ srebrzenia
zatrzymywano roztworem 5% kwasu octowego (10-15 minut), zel utrwalano w 20%
etanolu i 4% glicerolu (2 x 30 min). Zel skanowano, a nastepnie wycinano wybrane prazki

biatkowe i oddawano do analizy metoda spektrometrii mas (IBB PAN).

3.6.2.5 Precypitacja bialek z roztworu

Biatka wytracano z 50 pl prébki zawierajacej ekstrakt biatkowy mitochondriéw

zwiazany z PKC 1 (otrzymanej w wyniku chromatografii typu pull-down) stosujac 4
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objetosci metanolu i 1 objeto$¢ chloroformu. Cato§é mieszano, a po dodaniu 3 objgtosci
wody prébke wirowano (2 min., 12 000 x g). Gérna faz¢ odrzucano, nanoszono 3 objgtosci
metanolu 1 ponownie wirowano. Po zebraniu ptynnej frakcji, osad poddawano analizie

identyfikacji biatek w spektrometrze mas (IBB PAN).

3.6.2.6 Spektrometria mas

Identyfikacja bialek przeprowadzona zostala w Laboratorium Spektrometrii Mas

Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w spektrometrze MALDI.
3.6.3 Analiza na poziomie tkanki

3.6.3.1 Badania immunocytochemiczne i obrazowanie w mikroskopie elektronowym

a) Przygotowanie preparatow mozgéw myszoskoczkéw mongolskich do
analizy w mikroskopie elektronowym

W znieczuleniu Vetbutalem myszoskoczki kontrolne oraz 96 godzin po 5 min
niedokrwieniu mézgu byly przezsercowo perfundowane 4% paraformaldehydem (PFA)
rozpuszczonym w PBS. Z utrwalonych mézgéw izolowano hipokampy i rozdzielano na
dwa fragmenty zawierajace rejon CAl oraz CA2-CA3, DG, ktére dalej utrwalano przez
noc w 4°C w 4% PMF w PBS. Dalsze procedury wykonywane byly w temperaturze
pokojowej. Skrawki przez 1 godzing traktowano 1% czterotlenkiem osmu (OsO4), a
nastepnie odwadniano w gradiencie alkoholu etylowego (30-100%), przesycano w
mieszaninie epon : tlenek propylenu w stosunku 1:1. Po 12-24 godzinach skrawki
zatapiano w kapsutach eponu i poddawano polimeryzacji w 60°C. Nastgpnie fragmenty
moézgdw cigto nozem diamentowym na ultra cienkie skrawki (ultramikrotom LKB-NOVA)

gotowe do przeprowadzenia reakcji immunocytochemiczne;.

b) Reakcje immunocytochemiczne 1 analiza ultrastrukturalna

Ultracienkie skrawki przeniesiono na siatki niklowe, a nast¢pnie inkubowano przez
10 minut w 10% wodzie utlenionej. Wyptukane w PBS preparaty blokowano w 0,1% BSA
w PBS. Zastosowano podwdjne znakowanie, przeciwcialami skierowanymi przeciwko
biatku PLSCR3 oraz PKC 0. Skrawki inkubowano przez noc w 4°C w PBS z
poliklonalnym, kréliczym przeciwcialem anti-PLSCR3 oraz monoklonalnym, mysim
przeciwcialem anty-PKC ¢ (Tabela 8). Immunodetekcji dokonano przy uzyciu mieszaniny
drugorzedowych przeciwciatl anty-krélik i anty-mysz, ktére potaczone byty z kulkami zlota

réznej Srednicy, odpowiadajace kolejno 18 nm i 12 nm (Tabela 8). Po catonocnej inkubacji
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w 4°C skrawki plukano w PBS. Kontrol¢ negatywna stanowily skrawki, ktére w
identycznej procedurze inkubowane byty w buforze bez pierwszorzgdowych przeciwciat i
nie powinny znakowac si¢ kulkami ztota. Po serii ptukai w PBS i wodzie destylowane;j
skrawki byly inkubowane z octanem uranylu i cytrynianem otowiu w celu zabarwienia
komorek. Preparaty analizowano i zdj¢¢ dokonano przy uzyciu mikroskopu elektronowego

JEM 1011 (100 kV) w Pracowni Ultrastruktury Komoérki, IMDiK PAN.

Tabela 8. Charakterystyka przeciwcial uzytych do immunocytochemii ultrastrukturalnej
(ICC).
Przeciwciato Pochodzenie Producent rozcieficzenie do ICC
PKC monoklonalne Santa Cruz 1:30
PLSCR3 poliklonalne, Abcam 1:50
krélicze
Il rzgdowe mysie, monoklonalne Sigma 1:50
krélicze, . )
Il rzgdowe poliklonalne Sigma 1:100

3.6.3.2 Badania immunohistochemiczne i obrazowanie w mikroskopie konfokalnym

a) Przygotowanie preparatéw mozgéw myszoskoczkéw mongolskich do

analizy w mikroskopie fluorescencyjnym

W znieczuleniu Vetbutalem kontrolne myszoskoczki byly przezsercowo
perfundowane 4% PFA rozpuszczonym w PBS. Wyizolowane moézgi dodatkowo
utrwalano w 4% PFA w PBS. Moézgi odsaczano i umieszczano w 20% sacharozie (przez
noc). Mézgi mrozono na suchym lodzie i umieszczano w -70°C, a nast¢gpnie krojono na
kriostacie. 40 pM skrawki umieszczano po 4 w 24 dotkowej plytce wypetnionej buforem
do przechowywania skrawkéw (Tabela 1). Tak przygotowana ptytke¢ umieszczano w -20°C

przechowujac do czasu barwienia.

b) Reakcje immunohistochemiczne na skrawkach ,,ptywajacych”

Aby wykazaé lokalizacj¢ komoérkowa biatka kanalu potasowego mitoKv1.3
przeprowadzono barwienia immunohistochemiczne.

Przygotowane odpowiednio skrawki po wyjeciu z -20°C delikatnie przenoszono do
temperatury pokojowej na wypetniona PBS ptytk¢ 24 dotkowa i trzykrotnie ptukano w
PBS (5 minut). Nast¢pnie inkubowano je w mieszaninie blokujaco - permeabilizujacej

zawierajacej 5% roztw6r albuminy bydlgcej (BSA) rozpuszczonej w PBS z dodatkiem
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0,25% Triton X-100 (60 minut). Skrawki inkubowano z koktajlem pierwszorzgdowych
przeciwcial rozcieficzonych w roztworze 2% BSA z dodatkiem 0,25% Triton X-100.
Inkubacj¢ prowadzono przez noc w 4°C delikatnie wytrzasajac. Szczegély dotyczace
stosowanych przeciwcial oraz ich st¢zefi zamieszczono w Tabeli 9. Po nocnej inkubacji
skrawki ptukano trzykrotnie przez 5 minut w PBS, a nast¢pnie inkubowano z mieszaning
przeciwcial drugorzgdowych potaczonych z Alexa Fluor 488 lub Alexa Fluor 546
(Invitrogen), ktére rozciericzono 1:500 w PBS (60 minut w ciemno$ci). Nast¢pnie skrawki
ptukano trzykrotnie w PBS przez 10 minut. Po ostatnim plukaniu barwiono jadra stosujac
Hoechst 33258 (Sigma) w stgzeniu 5 pM (10 minut w ciemnosci). Réwnolegle,
specyficzno$¢ barwienia przeciwcialem sprawdzano poprzez inkubacj¢ skrawka doktadnie
wedlug metody opisanej powyzej, ale z pominigciem przeciwciala pierwszorzgdowego.
Tréjkolorowo zabarwione skrawki naciagano na szkietka podstawowe i zamykano
szkietkiem nakrywkowym. Preparaty ogladano i rejestrowano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss). Korzystano z laseréw: helowo-neonowego (do
wzbudzania Alexa Fluor 546), argonowego (do wzbudzania Alexa 488) oraz diody 405 nm

(do wzbudzania Hoechst 33258).

Tabela 9. Charakterystyka przeciwcial uzytych do immunohistochemii (IHC). W tabeli
umieszczono stgzZenia przeciwcial pierwszo- i drugo-rzedowych.

Przeciwciatlo Pochodzenie Producent rozcienczenie do
IHC
Kvl.3 kozie, poliklonalne Santa Cruz 1:75
COXIV podjednostka IV monoklonalne Molecular Probes 1:200
Il rzgdowe krélicze, Alexa Fluor Invitrogen 1:500
Il rzedowe mysie, I1gG,, Alexa Fluor Invitrogen 1:500
Il rzgdowe k.rollcze, Alexa Fluor Invitrogen 1:500
poliklonalne

3.7 Metody analizy bioinformatycznej i statystycznej

3.7.1 Analiza densytometryczna i statystyczna wynikow

Ggsto$¢ optyczng prazkéw otrzymanych w wyniku Western Blot analizowano
densytometrycznie uzywajac programu GelExpert 4 firmy NucleoTech (USA). Otrzymane
dane liczbowe przedstawiono na wykresach jako procent kontrolnych wartosci. Znajac
warto§¢ odchylenia standardowego 1 liczebno$§¢ préby badanej analize statystyczng
wynikéw densytometrii wykonano korzystajac z testu istotnos$ci dla warto$ci Sredniej

populacji (T-Studenta).
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3.7.2  Analiza danych rejestrowanych technika patch-clamp

Rejestracje zmian przeplywajacego pradu jonowego przez kanatl analizowane byty
przy uzyciu programu Clampfit 10 (Molecular Devices Corporation, USA). Poszczegdlne
zapisy aktywnodci kanaléw (ich otwaré) przedstawione w wynikach odpowiadaja ich
najczestszemu przewodnictwu i reakcjom kanatu na zadane warunki. Przewodnictwo
wyznaczono z zalezno$ci pradowo-napigciowej. Prawdopodobienistwo otwaré (P(otwarc)) i
amplitud¢ pradowa okre§lano przy uzyciu jednej z funkcji programu Clampfit: Single-
Channel Search. Wyliczenia robione byly sumujac fragmenty rejestréw ciaglego
odczytu/nagrania przeptywajacego pradu trwajacego po 60 s dla kazdego jednorazowego
pomiaru i dla n > 1000 zdarzen (Skalska i wsp., 2008). [stotnos$¢ statystyczng wyliczano

przy zastosowaniu testu T-Studenta.

3.7.3  Analiza wynikéw spektrometrii mas

Do identyfikacji bialek na podstawie widm otrzymanych w spektrometrze mas
(Laboratorium Spektrometrii Mas, IBB PAN) wykorzystany zostal program Mascot
(http://www.matrixscience.com). Jego dziatanie opiera sie na poréwnaniu empirycznego
widma fragmentacyjnego danego peptydu z fragmentacyjnymi widmami teoretycznymi,
wygenerowanymi na podstawie sekwencji peptydowych dostgpnych w bazach danych
pierwszorzedowej struktury bialek. Jako$¢ tego poréwnania jest giéwnym czynnikiem
determinujacym warto$¢ ,score”, nadawana peptydom. Score definiowany jest jako
ujemny logarytm dziesi¢tny z prawdopodobieristwa, ze dane poréwnanie jest zdarzeniem
przypadkowym. Reasumujac, im wyzsza warto$¢ score, tym wyzsze prawdopodobieristwo,
ze przypisanie danego peptydu do biatka jest poprawne. Warto$¢ krytyczna score, powyzej
ktérej mozna uzna¢ przypisanie za istotne statystycznie, zalezna jest od bazy danych, w
oparciu, o ktéra dokonywane jest przeszukiwanie. Dla niewielkich baz, warto§¢ progowa
jest szacowana na poziomie okoto trzydziestu, jednak zwigkszajac ilo$¢ zdeponowanych w
bazie sekwencji, ro$nie prawdopodobieristwo przypisania przypadkowego, dlatego warto$§¢
krytyczna wzrasta. W bazie danych wykorzystywanej w Laboratorium Spektrometrii Mas

w IBB wartos$¢ krytyczna wynosifa <51.


http://www.matrixscience.com
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4. WYNIKI

W wyniku 5 minutowego niedokrwienia mézgu myszoskoczka mongolskiego i
izolacji mitochondriéw z catych hipokampéw w réznym czasie po przywrdceniu krazenia
(przedzial od 0,5 do 96 godzin po niedokrwieniu) wykazano metoda Western Blot (WB)
przy zastosowaniu odpowiednich przeciwcial, przemieszczanie si¢ do mitochondriéw
nastgpujacych izoform PKC: «, B, ¥, 8 i n. Obrazy immunoreakcji dla izoformy B, yi &
wyr6znialy si¢ dwufazowoscia translokacji, z sygnalami o znacznej intensywnosci
Swiecenia w krotkim (0,5 godziny) i péZinym (72-96 godzin) czasie reperfuzji.
Immunoreakcje z zastosowaniem przeciwcial skierowanych przeciwko specyficznym
biatkom mitochondrialnym: COXIV i VDAC potwierdzity réwna ilo§¢ natozonego biatka
dajac obraz prazkéw o bardzo zblizonej intensywnos$ci §wiecenia. Brak sygnalu w
wyizolowanych mitochondriach, a jednocze$nie obecno$¢ prazkéw w homogenacie z
catych komdrek hipokampa S§wiadczy o czystosci frakcji mitochondrialnej i braku
zanieczyszczen charakterystycznymi biatkami blony plazmatycznej (kadheryna), siateczki
srédplazmatycznej (receptor InsP3R) oraz zaggszczenn postsynaptycznych (PSD95)
(Kowalczyk i wsp., 2009) (Ryc. 5).
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Ryc.5 Wystepowanie wybranych izoform PKC w mitochondriach izolowanych z hipokamp6w
myszoskoczka w przebiegu reperfuzji po 5 minutowym niedokrwieniu mézgu. Przeciwciat anty-
COXIV 1 anty-VDAC uzyto jako markeréw frakcji mitochondrialnej oraz nalozenia tej same;j ilosci
biatka w kazdej Sciezce. Immunoreakcj¢ z przeciwciatami anty-kadheryna, anty-PSD95 i anty-
InsP3R zastosowano w celu sprawdzenia zanieczyszczenia frakcji mitochondrialnej biatkami btony
plazmatycznej, zaggszczen synaptycznych oraz btonami siateczki $rédplazmatycznej. Do kazdej
Sciezki naktadano 30 pg biatka. /R - czas reperfuzji zwierzat po 5 minutowej ischemii (w
godzinach: 0,5h, lh, 3h, 24h, 48h, 72h i 96h), K - kontrola, H — homogenat hipokampa.
Przedstawiono obrazy WB charakterystyczne dla 5 niezaleznych doswiadczen (Kowalczyk i wsp.,
2009).

4.2 Translokacja wybranych izoform PKC B, 8 i y do mitochondriéw
wyizolowanych z dwéch rejonéw hipokampa myszoskoczka po ischemii i

krétkim oraz dlugim czasie reperfuzji

Do dalszych badarh wptywu ischemii i reperfuzji na poziom immunoreaktywnos$ci
PKC w mitochondriach izolowanych w dwdch rdéznie reagujacych na krétkie
niedokrwienie cz¢sci hipokampa wybrano izoformy [3, 81 y.

Metoda Western Blot wykazano dwu i pét - krotny wzrost immunoreaktywnosci
izoformy PKC (3 wyst¢pujacy wytacznie w mitochondriach wyizolowanych z mniej
wrazliwego na krétkotrwate niedokrwienie rejonu hipokampa CA2-4, DG myszoskoczka

(Ryc.6).
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Ryc.6 Zmiany poziomu immunoreaktywnosci izoform PKC B. y i & w mitochondriach
otrzymanych z czgéci hipokampa CAl wrazliwej oraz czgSci CA2-4, DG odpornej na
niedokrwienie mézgu obserwowane po 5 minutowej ischemii w krétkim (0,5h i 1h) i p6Znym (96h)
czasie po przywrdceniu krazenia (h - godzina). Na kazda $ciezke naktadano 30 pg biatka. Klisze z
obrazami WB poddano analizie densytometrycznej i przedstawiono jako $rednie arytmetyczne +
SD (n=5), *p< 0,05 wzgledem kontroli (pozioma linia przy wartosci = 1). W wykresach dla PKC
i 6 okres 0,5 i 1 godziny po niedokrwieniu przedstawiono tacznie (Kowalczyk i wsp., 2009).

Zaobserwowany przyrost mial miejsce zaréwno w krétkim (0,5-1 godziny), jak i w
péZznym czasie (96 godzin) po przywrdceniu krazenia. Natomiast w rejonie CAl
hipokampa, wrazliwym na uszkodzenie ischemiczne takiej wzmozonej translokacji PKC
B do mitochondriéw nie obserwowano. W przypadku izoformy PKC & obserwowano
istotny statystycznie (p<0,05, n=5) przyrost immunoreaktywnoéci po 96 godzinach po
niedokrwieniu w czg§ci CAl, natomiast obnizenie iloSci w czgSci odpornej na
niedokrwienie. Immunoreaktywnos$¢ specyficznej dla mézgu izoformy gamma nie réznita
si¢ ani pomi¢dzy prébami kontrolnymi, badanymi czasami reperfuzji i obszarami
hipokampa z wyjatkiem tendencji wzrostowej obserwowanej w diugim okresie po

niedokrwieniu w rejonie CA1 hipokampa.
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Na podstawie przedstawionych danych mozna sugerowaé, ze poniedokrwienny
przyrost izoformy & w mitochondriach w obszarze CAl moze byé zwiazany
z uszkodzeniem komérek, natomiast przyrost immunoreaktywno$ci izoformy [ moze
wigza¢ si¢ z wewngtrznym mechanizmem ochronnym w obszarach mniej wrazliwych na

krétkotrwale niedokrwienie.

4.3 Poszukiwanie mitochondrialnych biatkowych partneréw PKC &

Nastgpnym etapem badaii byta weryfikacja hipotezy o udziale PKC & w
poischemicznej eliminacji neurondw w polu CA1 hipokampa. Na podstawie literatury (Liu
i wsp., 2003a) postanowiono sprawdzi¢ czy PKC 6 moze oddziatywaé z mitochondrialna
izoforma skramblazy fosfolipidéw (PLSCR3), co moze by¢ elementem przebudowy bion
mitochondrialnych i etapem uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriéw, ktére to zjawisko
jest wpisane w proces opdZnionej, poniedokrwiennej §mierci neuronéw (Domanska-Janik i
wsp., 2004). W piSmiennictwie nie znaleziono informacji na temat ekspresji PLSCR3 w
mézgu, dlatego badania rozpoczgto od sprawdzenia czy enzym ten jest wyrazany w mozgu

myszoskoczka.

4.3.1 Skramblaza fosfolipidéow 3 (PLSCR3) jest wyrazana w mézgu gryzoni na
poziomie mRNA

W celu weryfikacji zatozenia, ze PKCd uczestniczy w mechanizmie
poischemicznej eliminacji uszkodzonych komérek w sektorze CAl podjg¢to poszukiwanie
ekspresji i oddziatywan biatka skramblazy fosfolipidéw w hipokampach.

W wyniku izolacji RNA zkory mézgu myszy oraz hipokampa 1 S§ledziony
myszoskoczka, otrzymujac cDNA, a nastgpnie uzywajac zdegenerowany  starter
(zaprojektowany na bazie mRNA sekwencji szczurzej, mysiej, wolowej, psiej oraz ludzkiej
- kolejno NCBI Gen Bank BC098055, AK029154, NW_876313, BT029864, AK075188)
oraz starter specyficzny dla mysiego rejonu 942 - 958 pz stosujac metod¢ RT-PCR
wykazano, ze gen izoformy 3 skramblazy fosfolipidéw jest wyrazany w mézgu myszy
(kora) oraz myszoskoczka (hipokamp) (Kowalczyk i wsp., 2009) (Ryc.7). Spodziewany
produkt mial mas¢ 218 pz. Poniewaz we wczesniejszych doniesieniach nie wykazano
obecnosci produktu tego genu w mdézgu, w niniejszej pracy, jako pozytywna kontrolg
zastosowano mMRNA izolowane ze §ledziony myszoskoczka, jednego z narzadéw, w
ktorym gen PLSCR3 jest wyrazany (Wiedmer i wsp., 2000; Sahu i wsp., 2007). Ekspresja
GAPDH postuzyta za pozytywna kontrole czystosci frakcji RNA. Sekwencja wycigtych 1
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oczyszczonych produktéw RT-PCR myszoskoczka i myszy kolejno odpowiadata 96% oraz

99% homologii do mRNA PLSCR3 myszy (Gen Bank AK029154).

Ryc. 7 lzoforma 3 skramblazy fosfolipidéw (PLSCR3) jest wyrazana w mdézgu gryzoni na
poziomie mRNA. Obraz elektroforetyczny produktéw RT-PCR mRNA PLSCR3 dla réznych
gatunko6w i tkanek (G — myszoskoczek; M — mysz; h — hipokamp; s — §ledziona, ctx — kora mézgu).
Ekspresja GAPDH postuzyta jako kontrola czysto§ci mRNA. Przedstawione przyktady analizy w
zelu agarozowym sa charakterystyczne dla 5 niezaleznych do§wiadczeri (Kowalczyk i wsp., 2009).

4.3.2 PLSCR3 jest wyrazana w mézgu na poziomie biatka

Réwnolegle do analiz przeprowadzanych na poziomie mRNA, w celu wykazania
ekspresji PLSCR3 w mozgu gryzoni, wykonano badania na poziomie biatka stosujac
metod¢ Western Blot.

Wykorzystano do tego dwa rézne przeciwciata poliklonalne, jedno rozpoznajace
cala czasteczk¢ rekombinowanego PLSCR3 myszy (Abnova) i drugie, rozpoznajace
fragment 95-111 biatka ludzkiego (Abcam). Uzyskane na wysoko$ci ok. 30 kDa prazki
odpowiadaty masie PLSCR3 oszacowanej na podstawie sekwencji biatka. Wykazano
obecno$¢ PLSCR3 w mdzgu szczura, myszy, w ludzkich komérkach T Jurkat oraz w
réznych rejonach hipokampa (CAl, CA2-4, DG), frakcji P2, S3 i czystych mitochondriach
myszkoskoczka (Ryc.8). Do analizy uzyto ekstraktéw komoérkowych (kora mdzgowa
homogenizowana byta w buforze LB) oraz homogenatéw (uzyto buforu BH do izolacji
mitochondriow) w ilosci 15 pg dla kazdej z probek z wyjatkiem komérek T Jurkat, ktérych
natozono 5 pg na Sciezkg. Poniewaz PLSCR3 jest biatkiem zwigzanym z btonami
komérkowymi spodziewano si¢ jego obecnoSci we frakcjach P2 (wzbogaconej w
mitochondria) oraz w czystych mitochondriach. We frakcji S2 nie spodziewano si¢

obecnosci skramblazy jednak przy zastosowaniu jednego z przeciwcial sygnat byt réwnie
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wyraZzny co dla frakcji P2, co moze by¢ zwiazane z zanieczyszczeniem frakcji cytosolowej

btonami siateczki §rédplazmatycznej, pecherzykéw synaptycznych lub mitochondriami.

Ryc.8 Izoforma 3 skramblazy fosfolipidéow (PLSCR3) jest wyrazana w mézgu gryzoni na
poziomie biatka. Analizy Western blot (n = 5) z uzyciem dwdéch réznych poliklonalnych
przeciwcial anty-PLSCR3 specyficznych dla (a) catej czasteczki biatka myszy (Abnova) oraz (b)
dla fragmentu 95-111 aa ludzkiego biatka PLSCR3 (Abcam). Immunoreakcje wskazuja na
obecno$¢ biatka w mézgu réznych gatunkéw gryzoni (R — kora mézgu szczura; M — kora mézgu
myszy; G — hipokamp myszoskoczka z wyréznieniem regionéw CA1l, CA2-4, DG oraz podzialem
na frakcje komérkowe tj. S2 — cytosolowg, P2 — wzbogacong w mitochondria, mito — oczyszczone
mitochondria) oraz w komérkach T Jurkat (J).

4.3.3 PLSCR3 wystepuje glownie w mitochondriach

Kolejna zastosowana metoda umozliwiajaca sprawdzenie lokalizacji PLSCR3 w
komérce byta immunocytochemia w mikroskopie elektronowym przeprowadzona na
skrawkach mézgu kontrolnego myszoskoczka z uzyciem przeciwcial anty-PLSCR3
znakowanych kulkami zltota o srednicy 18 nm. Réwnocze$nie, dla potrzeb dalszych badan,
pokazano réwniez lokalizacje PKC 0 stosujac przeciwcialo rozpoznajace to biatko
wyznakowane kulkami ziota o §rednicy 12 nm. Wykazano, ze PLSCR3 wystepuje gtéwnie
w blonie mitochondrialnej, ale takze w jadrze komérkowym i nukleoplazmie, w
zakonczeniach post- i presynaptycznych, siateczce §rédplazmatycznej oraz mikrotubulach.
PKC 0 zaobserwowano zaréwno w blonach mitochondriéw jak i macierzy
mitochondrialnej, a takze (podobnie jak PLSCR3) w jadrze komérkowym, nukleoplazmie,

mikrotubulach i w pecherzykach synaptycznych zakonczen presynaptycznych (Ryc.9).
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Ryc.9 Obraz immunocytochemii w mikroskopie elektronowym pokazujacy wystepowanie
izoformy 3 skramblazy fosfolipidow (PLSCR3) oraz PKC w mézgu myszoskoczka. Czarne
punkty odpowiadaja 18 nm kulkom zlota sprzgzonym =z przeciwcialem poliklonalnym
rozpoznajacym PLSCR3 (strzatki) i 12 nm z przeciwcialem monoklonalnym anty-PKC & (gtéwki
strzatek). Wystgpowanie PLSCR3 i PKC & w kontrolnym hipokampie obserwowane jest w
mitochondriach (M), otoczce jadrowej, porach otoczki jadrowej (Nu), nukleoplazmie, cytoplazmie,
w siateczce $rédplazmatycznej (RER) neuronu, pecherzykach synaptycznych i mikrotubulach (mt)
synaps (S). Obrazy z mikroskopu elektronowego sa reprezentatywne dla trzech niezaleznych
do$wiadczen. Skala — 200 nm

434 PKC b tworzy kompleks z PLSCR3 w mitochondriach wyizolowanych z

moézgu myszkoskoczka mongolskiego po krotkotrwalej ischemii

Dalsze badania wykazaly wspdétwystepowanie izoformy PKC & z PLSCR3 w
mitochondriach. Badania metoda koimmunoprecypitacji czystych mitochondriéw zaréwno
z przeciwcialem specyficznym dla PKC 6 jak i PLSCR3 wykazatly obecno$¢ badanych
biatek (odpowiednio PLSCR3 i PKC &) w izolowanym kompleksie (Ryc.10 a). Obserwacja
ta zostala potwierdzona badaniami w mikroskopie elektronowym. Podwéjne znakowanie
skrawkéw hipokampa myszoskoczka po ischemii i 96 godzinach reperfuzji wskazuja na
wspétwystepowanie w mitochondriach PKC & i PLSCR3. Obrazy takie (Ryc.11)
wystepowaly w rejonie CA1 hipokampa, a nie znaleziono ich w rejonie zakrgtu zgbatego w
badanym materiale (n = 5). Dodatkowo wykazano przyrost immunoreaktywnoS$ci
proapoptotycznego biatka tBid w mitochondriach w czasie reperfuzji po 5 minutowej

ischemii, ktéry jednak nie réznit si¢ pomigdzy rejonami mézgu (Ryc.10 b).
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Ryc. 10 a) PLSCR3 i PKC 0 kolokalizuja we wrazliwym na niedokrwienie rejonie CAl
hipokampa w 96 godz. po 5 minutowej ischemii mézgu. Koimmunoprecypitacja (IP) PLSCR3 i
PKC w poischemicznych mitochondriach zobrazowana zostata metoda Western Blot (WB) przy
uzyciu poliklonalnego przeciwciata anty-PLSCR3 i anty-PKC  rozpoznajacego C-terminalng
czg$¢ catego (78 kDa) bialka i domeny katalitycznej (50 kDa). b) Poischemiczne zmiany w
immunoreaktywno$ci tBid zwiazanego z mitochondriami w rejonie wrazliwym (CAl) oraz w
rejonie CA2-4, DG hipokampa odpornym na niedokrwienie mézgu mysoskoczkéw kontrolnych
oraz w krétkim (0,5 i 1 godzina) i dtugim (96 godzin) czasie po przywrdceniu krazenia. Do kazde;j
$ciezki nakladano 30 ug biatka. Przeciwciato anty-Bid rozpoznawato cate biatko Bid (20 kDa) oraz
fragment proteolityczny tBid (15 kDa). Obrazy WB sg reprezentatywne dla 5 niezaleznych
dos$wiadczen.
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Ryc.11 Wspétwystgpowanie PLSCR3 i PKC  we wrazliwym na niedokrwienie rejonie
CA1l hipokampa w 96 godz. po 5 minutowej ischemii mézgu. Immunocytochemia w mikroskopie
elektronowym. Czarne punkty - 18 nm kulki ztota sprzezone z przeciwciatem poliklonalnym
rozpoznajacym PLSCR3 i 12 nm z przeciwcialem monoklonalnym anty-PKC & - pokazuja
wspotwystgpowanie tych dwoéch biatek w btonie mitochondrialnej i na grzebieniach
mitochondrialnych (strzatki). Skala - 200 nm. Obrazy z mikroskopu elektronowego sa
reprezentatywne dla 5 niezaleznych do§wiadczen.

Przedstawione wyniki wydaja si¢ potwierdza¢ zalozenie, ze istotny, poischemiczny
przyrost PKC ~ w mitochondriach we wrazliwym na krétkotrwate niedokrwienie rejonie
hipokampa moze by¢ zwiazany z uruchomieniem mitochondrialnej $ciezki apoptozy in
vivo. PKC  oddziatuje ze skramblaza fosfolipidéw w mitochondriach. Skutkiem tego
moze by¢ zmiana lokalizacji kardiolipiny w btonach i wyptyw cytochromu c. Mechanizm
taki zostal wczes$niej opisany w do$wiadczeniach in vitro, a wyptyw cytochromu c¢ zostat

tez potwierdzony w badaniach in vivo (Domanska-Janik i wsp., 2004; Liu i wsp., 2004).

44 Poszukiwanie mitochondrialnych partneréw biatkowych PKC

W dostgpnym piSmiennictwie nie znaleziono wskazéwek, ktdre pozwolityby na
bezposrednie wytypowanie bialek, z ktérymi moze w mitochondriach oddziatywaé PKC 3,
zatem poszukiwano mitochondrialnych partneréw PKC stosujac trzy rownolegle
podejScia badawcze. Po pierwsze, w hodowli organotypowej skrawkéw hipokampa
szczura weryfikowano hipotezg, ze aktywno§¢ PKC ma dziatanie ochronne, po drugie

szukano w mitochondriach kanatéw jonowych. ktérych aktywacja moze by¢ zwiazana z
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hartowaniem ischemicznym i neuroprotekcja (Garg i Hu, 2007) oraz stosujac metodg

,»pull-down” szukano mitochondrialnych biatek bezposrednio oddziatujacych z PKC .

44.1 Hamowanie aktywnosci PKC B in vitro

Pierwszym etapem weryfikacji hipotezy o neuroprotekcyjnym dzialaniu
PKC [ bylo zastosowanie inhibitora PKC [3 w hodowli organotypowej hipokampa szczura.
W warunkach kontrolnych oraz w uszkodzeniu ekscytotoksycznym skrawkéw hipokampa
przez 100 pM NMDA wykazano, ze 5 nM 3-(1-(3-Imidazol-1-ylpropyl)-1H-indol-3-yl)-4-
anilino-1H-pyrrole-2,5-dion — specyficzny inhibitor PKC [3. pogigbia uszkodzenie
hipokampa (Ryc.12, 13). Pocpodaniu samego inhibitora PKC [3 uszkodzeniu, ktére
wyznakowano jodkiem propidyny (PI), ulegal gtéwnie obszar zakrgtu zgbatego (DG), a w
uktadzie inhibitora PKC 3 z NMDA obszar uszkodzenia byt ponad dwukrotnie wigkszy niz
obserwowany tylko po podaniu 100 pM NMDA i précz rejonu CAl obejmowal takze
neurony CA2-4 i DG.

inhPKCP 5nm

Ryc.12 Wplyw inhibitora PKC na uszkodzenie hipokampa w hodowli organotypowej in
vitro. Obrazy skrawkéw hipokampa wybarwione jodkiem propidyny po uszkodzeniu
ekscytotoksycznym (NMDA) oraz po podaniu 3-(1-(3-Imidazol-1-ylpropyl)-1H-indol-3-yl)-4-
anilino-1H-pyrrole-2,5-dionu — specyficznego inhibitora PKC . Zdjgcia w mikroskopie
fluorescencyjnym wykonano 24 godziny po inicjacji uszkodzenia przez 3 godzinna inkubacje
skrawkéw ze 100 M NMDA. Inhibitor PKC (5 nM) podawany byt jednoczenie z NMDA i
pozostawat w medium hodowlanym do konca doswiadczenia.
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K NMDA inhPKCB NMDA + inhPKCB

Ryc.13 Analiza densytometryczna wptywu inhibitora PKC B na uszkodzenie hipokampa w
hodowli organotypowej in vitro. Stupki przedstawiaja §redni procent komérek uszkodzonych PI-
pozytywnych begdacymi S$rednimi arytmetycznymi + SD z 3-5 niezaleznych do$wiadczen. W
kazdym do$wiadczeniu analizowano 10-15 skrawkéw hipokampa dla poszczegélnych warunkéw
doswiadczalnych. Testowany zwigzek podawano tacznie z NMDA. K - kontrola, NMDA - N-
metylo-D-asparaginian (100 uM), inhPKCf - inhibitor PKCp: 3-(1-(3-Imidazol-1-ylpropyl)-1 H-
indol-3-yl)-4-anilino-1H-pyrrole-2,5-dion (5 nM), NMDA + inhPKC( - 100 M NMDA + 5 nM
inhibitor PKC f3).

4.4.2 Charakterystyka kanalu potasowego regulowanego napig¢ciem obecnego w
wewnetrznej  blonie  mitochondrialnej  hipokampa  myszoskoczka

mongolskiego

W kolejnym etapie badan postanowiono zweryfikowa¢ hipotez¢ o ochronnej roli
PKC w mitochondriach. Na podstawie dotychczasowych wynikéw wskazujacych, ze
izoforma PKC wykazuje mitochondrialng lokalizacj¢ w obszarze hipokampa wzgl¢dnie
malo wrazliwym na stres ischemiczno-reperfuzyjny (Ryc.6, strona 44) oraz, ze jej
aktywno$¢ zwigksza przezywalno§¢ neuronéw w uszkodzeniu ekscytotoksycznym
(Ryc.13), zalozono, ze by¢ moze uczestniczy ona w aktywacji mechanizmu ochronnego
indukowanego krétkotrwatym niedokrwieniem. W tym celu zdecydowano sprawdzié czy
w mitochondriach izolowanych z mézgu myszoskoczka znajduja si¢ kanaly jonowe,

ktérych aktywno$¢ moze by¢ regulowana przez PKC
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4.4.2.1 Wilasciwosci  biofizyczne = mitochondrialnego  kanalu  potasowego

regulowanego napi¢ciem

Rejestracje zmian przeptywu pradu jonowego przez kanal w wewngtrznej bionie
mitochondrialnej w czasie przy réznym zakresie potencjaléw w ukladzie symetrycznych
stezen 150/150 mM KCI, 20 mM Hepes-KOH, 100 uM CaCl,, pH = 7,2 zostaly
przedstawione na Rycinie 14A. Otrzymane rejestracje $wiadcza o hamowaniu aktywnoSci
kanatu przy potencjale mniejszym niz -25 mV, co wskazuje na regulacj¢ kanatu przez
napigcie. Rycina 14B przedstawia zaleznosci pradowo-napigciowe zarejestrowanych
otwar¢ pojedynczego kanalu w symetrycznym ukladzie st¢zeri (linia ciagta, m) oraz w
uktadzie réznicy stgzeri 50/150 KCl, 20 mM Hepes, 100 mM CaCl,, pH = 7,2 (linia

przerywana, V).

Ryc. 14 Wilasciwosci biofizyczne kanalu potasowego regulowanego napigciem (kanatu
mitoKv) obecnego w wewngtrznej btonie mitochondrialnej izolowanej z hipokampa myszoskoczka
mongolskiego. (A) Rejestracje zmian przeptywajacego pradu jonowego przez kanat w czasie przy
réznym zakresie potencjaléw w ukladzie symetrycznych stezeri 150/150 mM KCI — oznacza stan
zamknigty kanalu. (B) Zaleznosci pradowo-napigciowe zarejestrowanych otwaré pojedynczego
kanalu przy réznym zakresie potencjaléw, w symetrycznym w uktadzie stezeri 150/150 KCl (linia
ciagla, m) oraz w ukladzie réznicy stezeri 50/150 KCI (linia przerywana, V). (C) Wykres
przedstawiajacy prawdopodobieristwo otwaré kanalu w symetrycznym ukladzie stgzen 150/150
mM KCI w zalezno$ci od napigcia. Wykresy B i1 C przedstawiaja wyniki $rednich arytmetycznych
+ SD dla trzech niezaleznych eksperymentéw.
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Z analizy zalezno$ci pradowo-napi¢ciowej w symetrycznym w ukladzie stgzen
wynika, ze przewodnictwo kanatu wynosi 109+6 pS (piko Simens). Na podstawie
charakterystyki napi¢ciowo-pradowej w ukladzie réznicy stgzen wyznaczono potencjat
odwrdcenia: -19 mV, co Swiadczy o wysokiej specyficzno$ci zidentyfikowanego kanatu
dla jonéw potasowych. Dodatkowo na Rycinie 14C pokazano, ze prawdopodobienstwo
otwar¢ obserwowanego kanatu w symetrycznym ukladzie st¢zen jest zalezne od napigcia.
Uzyskane wyniki wskazuja jednoznacznie, ze w wewngtrznej btonie mitochondrialnej w
komoérkach hipokampa myszoskoczka mongolskiego obecny jest kanal potasowy

regulowany przez napigcie (kanal mitoKv).

4.4.2.2 Wplyw kompleksu ATP/Mg’* oraz jonéw wapnia na aktywnos$¢ kanatu
potasowego regulowanego napigciem obecnego w wewnetrznej blonie

mitochondrialnej mézgu myszoskoczka mongolskiego

W celu charakterystyki kanalu potasowego regulowanego napigciem obecnego w
wewnetrzne]  btonie  mitochondrialnej mézgu  myszoskoczka  mongolskiego
przeprowadzono eksperymenty majace na celu zbadanie wptywu kompleksu
adenozynotréjfosforanu z jonami magnezu (ATP/Mg2+) oraz jonéw wapnia na aktywno$¢
tego kanatu. Gdyby kanat regulowany byt przez ATP/Mg** badz jony wapnia wéwczas
zidentyfikowanym kanalem mogltby by¢ odpowiednio mitochondrialny kanat potasowy
regulowany ATP (mitoKarp) lub mitochondrialny kanat potasowy o duzym
przewodnictwie (mitoBKc,). W przeprowadzonych do§wiadczeniach w obydwu
przypadkach nie obserwowano zmiany aktywno$ci kanalu potasowego pod wpltywem
dziatania jondéw Ca® badz kompleksu ATP/Mg®*. Badania te wykluczyly zatem oba

wymienione kanaty (Ryc.15).
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Ryc.15 Wptyw kompleksu ATP/Mg®* i Ca** na aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu
potasowego regulowanego napigciem w mézgu myszoskoczka mongolskiego. (A) Rejestracje
zmian przeptywu pradu jonowego przez kanal mitoKv w czasie przy potencjale 40 mV w uktadzie
symetrycznych stezeri 150/150 mM KCI w warunkach kontrolnych, w obecnosci 100 pM Ca®* z
dodatkiem 1 mM ATP. (B) Rejestracje zmian przeplywu pradu jonowego przez kanat mitoKv w
czasie przy potencjale 40 mV w ukladzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl w warunkach
kontrolnych, w obecnosci I mM Mg™* i 1 mM ATP. (C) Wykres przedstawiajacy
prawdopodobiefistwo otwar¢ kanalu mitoKv oraz amplitud¢ pradowa [pA] w warunkach
kontrolnych w ukladzie stgzeii symetrycznych 150/150 mM KCIl. Przedstawione wyniki sa
$rednimi arytmetycznymi + SD dla trzech niezaleznych eksperymentéw.

44.23 Wplyw margatoksyny i agitoksyny-2 na aktywnos$¢ kanalu potasowego
regulowanego napi¢ciem obecnego w mitochondriach mézgu myszoskoczka

mongolskiego

Znane sa substancje regulujace aktywno$¢ kanaléw potasowych zaleznych od
napigcia, a tym samym umozliwiajace ich dokladniejsza identyfikacj¢ i charakterystyke
farmakologiczna. Istnieje specyficzny inhibitor kanatu potasowego zaleznego od napigcia

Kvl.3 - margatoksyna (MgTx), ktéra nieodwracalnie hamuje aktywno$¢ tego kanatu



Wyniki

(Szabo i wsp., 2005). Rycina 16A ilustruje rejestracj¢ zmian przeptywu pradu jonowego
przez kanal mitoKv w czasie przy potencjale 40 mV w ukladzie symetrycznych stgzen
150/150 mM KCI1 w warunkach kontrolnych oraz po podaniu 10 nM MgTx. Margatoksyna
hamowata aktywno$¢ kanatu i efekt ten okazywat si¢ nieodwracalny. Prawdopodobienstwo
otwar¢ kanatu w poréwnaniu z kontrola spada z 0,75 do 0,05 po podaniu 10 nM MgTx
(Ryc.16B).

A B

Ryc.16 Wplyw margatoksyny (MgTx) i agitoksyny-2 (AgTx) na aktywno$¢ kanalu
mitochondrialnego (mitoKv) w mézgu myszoskoczka mongolskiego. (A) Rejestracje zmian
przeptywu pradu jonowego przez kanat mitoKv w czasie przy potencjale 40 mV w ukladzie
symetrycznych stgzen 150/150 mM KCI, 20 mM Hepes-KOH. 100 uM CaCl,, pH = 7,2 w
warunkach kontrolnych, po dodaniu 10 nM MgTx (+ MgTx) oraz po perfuzji buforem
pozbawionym MgTx (- MgTx). (B) Wykres przedstawia prawdopodobiefistwo otwar¢ kanatu
mitoKv, ktére wyliczone zostato na podstawie trzech niezaleznych eksperymentéw i przedstawione
jako $rednia arytmetyczna + SD (n = 3). (C) Rejestracje zmian przeptywu pradu jonowego przez
kanatl mitoKv w czasie przy potencjale 30 mV w ukladzie symetrycznych stezeid 150/150 mM, 20
mM Hepes-KOH. 100 uM CaCl,. pH = 7,2 w warunkach kontrolnych i po podaniu réznych stgzen
AgTx-2 (1, 5, 10. 20 nM). Podanie 10 nM MgTx postuzyto identyfikacji kanatu mitoKv. — oznacza
stan zamkniety kanatu.
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Drugim potencjalnym inhibitorem kanatéw potasowych zaleznych od napigcia z
grupy Kvl.x jest agitoksyna-2 (AgTx-2). Podawanie réznych stgzen AgTx-2 przy
potencjale 40 mV w uktadzie symetrycznych stgzen 150/150 mM KCI nie miato zadnego
wplywu na aktywnos$¢ kanatu Kv. Za kontrolg pozytywna kanatu Kvl1.3 postuzyto podanie

10 nM MgTx, ktéra hamowata aktywno$¢ kanatu (Ryc.1 C).

44.24 PKC - inhibitor mitochondrialnego kanalu potasowego regulowanego

napi¢ciem

W warunkach kontrolnych kanat mitoKv jest aktywny oraz specyficzny dla
kationéw. W warunkach fizjologicznych kanal ten musi podlega¢ regulacji, aby np.
zapobiegaé naptywowi jonéw K' do mitochondriéw. Poniewaz wczes$niejsze wyniki
wskazuja na poischemiczny wzrost immunoreaktywnoSci izoformy B kinazy biatkowej C
(PKC B) w mitochondriach (Ryc. 5, 6), podj¢to prébg okre§lenia wptywu tej kinazy na
aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu potasowego regulowanego napigciem. W tym celu
przeprowadzono rejestracj¢ zmian przeptywu pradu jonowego przez kanal mitoKv w
uktadzie symetrycznych stgzen 150/150 mM KCl w warunkach kontrolnych oraz po
podaniu 10 nM PKC B. Otrzymane wyniki §wiadcza o hamowaniu aktywno$ci kanatu
przez PKC B, jednak trudno jednoznacznie okresli¢ sposéb oddziatywania ze soba tych

bialek.

PKCB
30 mv
200 ms
| 4 pA
Ryc.17 Wptyw PKC B na aktywnoé¢ mitochondrialnego kanatu potasowego regulowanego

napieciem (mitoKv) w mézgu myszoskoczka mongolskiego. Rysunek przedstawia rejestracje
zmian przeptywu pradu jonowego przez kanat mitoKv w czasie przy potencjale 30 mV w ukladzie
symetrycznych stezeri 150/150 mM, 20 mM Hepes-KOH, 100 pM CaCl2, pH = 7,2 w warunkach
kontrolnych i po podaniu 10 nM PKC BI (n = 5). — oznacza stan zamkniety kanatu.

4.4.2.5 Badanie obecnosci mitochondrialnego kanalu potasowego zaleznego od

napi¢cia Kv1.3 w mitochondriach mézgu myszoskoczka

Zgodnie z dostgpna nam wiedza przedstawione badania elektrofizjologiczne po raz

pierwszy wskazuja na obecno$¢ w mitochondriach izolowanych z moézgu gryzonia
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podjednostki Kv1.3 kanatu potasowego zaleznego od napigcia. Nieodwracalne zamknigcie
tego kanatu w obecno$ci PKC [ jest trudne do interpretacji, bowiem spodziewano sig
wzrostu czesto$ci otwaré kanatu, gdyby rzeczywiscie PKC Bl miata braé udziat w ochronie
neuronéw w stresie ischemiczno — reperfuzyjnym, podobnie jak bylo to sugerowane w
przypadku PKC € i kanaléw mitoKarp W hartowaniu ischemicznym serca (Budas i
Mochly-Rosen, 2007). Niezaleznie od probleméw interpretacyjnych postanowiono
zwryfikowa¢ wynik badan elektrofizjologicznych wykorzystujac dostgpne przeciwciata

rozpoznajace Kvl.3.

4.4.2.6 Podjednostka kanatu potasowego zaleznego od napigcia Kvl.3 jest wyrazana

w mitochondriach myszoskoczka — analiza Western Blot

Obecnos¢ biatka kanatowego Kvl.3 zostata potwierdzona metoda Western Blot. W
tym celu do analizy wykorzystano czysta frakcj¢ mitochondrialng otrzymana z kontrolnego
hipokampa myszoskoczka mongolskiego. Do dos$wiadczenia uzyto dwoéch rodzajow
przeciwcial i w obu przypadkach zaobserwowano ekspresje biatka. Wigkszy poziom
immunoreaktywno$ci (przy uzyciu przeciwciala rozpoznajacego N-koniec biatka) w
czystej frakcji mitochondrialnej (mt) w poréwnaniu z frakcja wzbogacona w mitochondria
(P2) wydaje si¢ by¢ uzasadniony faktem, ze st¢zenie mitochondriéw we frakcji mt jest
wigksze niz w P2 przy jednakowe;j ilosci catkowitego biatka nakladanego na zel. Réznica
iloSciowa pomig¢dzy przeciwcialami moze wynika¢ zrdéznych miejsc rozpoznawanych
przez przeciwciala. We frakcji P2 biatko Kvl.3 moze wystgpowaé¢ w blonach
plazmatycznych co bylo opisane wczesniej w hipokampie szczura (Veh i wsp., 1995).
Dodatkowo wykonano hybrydyzacj¢ Western Blot po wcze$niejszym zablokowaniu miejsc
wiazacych antygen w przeciwcialach w celu kolejnego potwierdzenia wiarygodnoSci

obserwowanego zjawiska (Ryc.18).
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Ryc.18 Bialko kanalowe Kvl.3 jest wyrazane w mézgu myszoskoczka mongolskiego.
Rycina przedstawia analizy Western Blot z uzyciem dwéch réznych poliklonalnych przeciwciat
anty-Kv1.3, rozpoznajacych fragment w okolicach C-korica czasteczki ludzkiego biatka (Santa
Cruz) oraz fragment 211-224 zlokalizowany na N-koricu ludzkiego biatka (Alomone).
Immunoreakcje wskazuja na obecno$¢ biatka w mitochondriach wyizolowanych z hipokampa
myszoskoczka. Aby mie¢ pewno$¢, ze przypisano prazki wlasciwym biatkom przeprowadzono
analizy Western Blot z zastosowaniem peptydéw blokujacych specyficzne miejsca wiazania
przeciwcial z antygenem. Przeciwcial anty-VDAC i anty-ANT uzyto jako markeréw frakcji
wzbogaconej w mitochondria (P2) oraz czystej frakcji mitochondrialnej (mt). Immunoreakcje z
przeciwciatami anty-kadheryna, anty-InsP3R i anty-PSD95 zastosowano w celu sprawdzenia
zanieczyszczenia frakcji mitochondrialnej biatkami blony plazmatycznej, zageszczer
synaptycznych oraz blonami siateczki §rédplazmatycznej. Na kazda $ciezke nanoszono 30 | g
materialu. Immuoreakcje zostaly przeprowadzone dla 3 niezaleznych do§wiadczen.

4.4.2.7 Kolokalizacja bialka Kvl.3 z oksydaza cytochromowa - markerem

mitochondrialnym

W celu kolejnej weryfikacji czy biatko Kv1.3 wystepuje w komérkach hipokampa
myszoskoczka mongolskiego zastosowano metod¢ immunohistochemicznego barwienia
skrawkéw i jego wizualizacji w mikroskopie konfokalnym. Wykonano podwdéjne
barwienie  skrawkéw  hipokampa sprawdzajac  wspOtwystgpowanie Kvl.3 z
charakterystycznym biatkiem btony mitochondrialnej — oksydaza cytochromowa (COXIV).

Wyniki barwien pokazaly, ze badane biatko Kvl.3 wyst¢gpuje nie tylko na blonie
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mitochondrialnej w sasiedztwie biatka COXIV, ale réwniez lokalizuje si¢ na

plazmalemmie oraz na btonach innych organelli (Ryc. 19).

Kvl.3

CoxIV

Nalozenie

Ryc.19. Wspdtwystgpowanie biatka kanalowego Kvl.3 z charakterystycznym dla
mitochondriéw  biatkiem oksydaza cytochromowa COXIV w hipokampie kontrolnego
myszoskoczka mongolskiego. (A) Zdjecie z mikroskopu konfokalnego obszaru CA3 przedstawia
wybarwione przeciwcialem na czerwono biatko Kv1.3 (strzatki) oraz na zielono oksydazg
cytochromowa COXIV. Kvl.3 lokalizuje si¢ na plazmalemmie oraz na innych blonach organelli
nie posiadajacych COXIV. Gtéwki strzatek pokazuja kolokalizacje Kv1.3 i COXIV (kolor z6tty, A,
D) na btonach mitochondriéw. Jadra komérkowe zostatly wyznakowane niebieskim barwnikiem
Hoechst 33258. Podobne wspéiwystepowanie zaobserwowano w komérkach kory myszoskoczka
(dane niezamieszczone w pracy). (B, C, D) Powigkszenie fragmentu zaznaczonego biatym
kwadratem na zdjgciu A pokazujace wyrazne wspolwystgpowanie Kvi.3 i CoxIV na btonach
mitochondriéw.

4.5 Poszukiwanie bialek mitochondrialnych oddzialujacych z PKC

W kolejnym etapie badan podj¢to probg znalezienia bialek mitochondrialnych,
ktére moga oddziatywaé z PKC BI wykorzystujac metod¢ chromatografii powinowactwa
typu ,,pull-down” z rekombinowanym biatkiem PKC BI (Sigma) sprz¢gni¢tym z CNBr-
Sefaroza. Na tak przygotowana kolumn¢ naktadano biatka ekstrahowane z czystej frakcji
mitochondriéw otrzymanych z kontrolnych hipokampéw myszoskoczka mongolskiego.
Biatka potaczone z PKC I wymywano z kolumy buforem do naktadania elektroforezy,

rozdzielano w 10 % zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE i srebrzono. Jak przedstawiono
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na Rycinie 20 w liniach PDI i PDII tylko nieliczne biatka mitochondrialne zostaty
potaczone ze ztozem (CNBr sefaroza z PKC BI) w zadanych warunkach w poréwnaniu do
licznych biatek uwidocznionych w linii ,,mt LB”, ktérej obraz przedstawia biatkowy
ekstrakt mitochondriéw. Prazki biatkowe oznaczone 1-5 zostaly wycigte z zelu i poddane
analizie metoda spektrometrii mas w Pracowni Sekwencjonowania Bialek IBB PAN.
Kolejne, niezalezne analizy Mass Spec wykonane byly na prébach bialek
mitochondrialnych  oddziatujacych z PKC nie poddanych rozdzialowi
elektroforetycznemu po chromatografii ,,pull-down”, lecz wytraconych z buforu ;jak
opisano w Materiach i Metodach w podrozdziale 3.6.2.5 (strona 37). Weryfikacji
otrzymanych wynikéw 1 wykluczenia bialek begdacych zanieczyszczeniami dokonano
analizujac biatka mitochondrialne, ktére pofaczyty si¢ z nieaktywna CNBr-Sefaroza czy

biatka bedace w aktywowanym ztozu (Ryc. 22, linie CNBrN+mt i CNBrAA).

Ryc. 20 Obraz wybarwionego srebrem zelu poliakrylamidowego (SDS-PAGE) z
rozdzielonymi biatkami mitochondrialnymi mézgu myszoskoczka. Na zel nalozono 2 pg ekstraktu
mitochondriéw w buforze ekstrakcyjnym (mt LB), frakcje ,,pull-down” biatek zasocjowanych z
rekombinowana PKC sprzgzonag z CNBr sefaroza (PDI i PDII) pochodzace z dwéch
niezaleznych do§wiadczen, frakcj¢ z do§wiadczenia kontrolnego z nieaktywnym zlozem, na ktdre
byt natozony ekstrakt mitochondriéw (CNBrN+mt) i aktywowane zloze niesprzgzone z PKC

[ (CNBrA). M — marker mas czasteczkowych. 1-5 — prazki wycigte z zelu i analizowane metoda
spektrometrii mas.

W  wyniku czterech niezaleznych analiz wytypowano szereg bialek

mitochondrialnych, ktére potencjalnie moga oddziatywaé z PKC BI. Biatka przedstawione
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w Tabeli

prawdopodobienstwem sekwencji >51.

Tabela 10.

myszoskoczka zidentyfikowane metoda spektrometrii mas

10 powtarzaly si¢ w kolejnych analizach oraz charakteryzowaly sig

Gtéwne mitochondrialne biatka wystepujace w kompleksie z PKC Bl w mézgu

(Trx)

kontrolujac stan redoks w komérce dzigki
swoim grupom sulfhydrylowym; uczestniczy
m.in. w usuwaniu reaktywnych form tlenu.

. Blalka. Prawdopodobienstwo
mitochondrialne ekwencii
wykryte w Charakterystyka biatka sexwenan
k . Score > 51
ompleksie z PKC
Enzym oddziatujacy z VDAC oraz ANT w
Kinaza bliskim sasiedztwie kardiolipiny, odgrywa rolg
kreatynowa w komérkowej homeostazie ATP, moze petnié 520
(Mt-CK) funkcje regulatora przepuszczalno$ci MPTP -
kanatu mitochondrialnego.
Enzymy cyklu Krebsa w macierzy
Dehydrogenaza mitochondrialnej przenoszace réwnowazniki
jablczanowa i redukcyjne na nikotynoamidoadeninowy 312
izocytrynianowa  dinukleotyd NAD", tworzac jego zredukowang
forme NADH.
Biatko transportujace ATP i ADP z i do
Translokaza macierzy mitochondrialnej. Moze
nukleotydéw wspéltworzyé transbtonowy megakanat 259
adeninowych (MPTP), ktérego otwarcie jest prawdopodobnie
(ANT) elementem mechanizmu eliminacji neuronéw
podczas ischemicznego uszkodzenia mézgu.
Podjednostki kompleksu F, mitochondrialnej
Podjednostki i p Y™22Y ATP znajdujace sie w macierzy ~ 136
F. mATP mitochondrialnej — enzymu katalizujacego 114
1 m azy reakcje wytwarzania ATP z ADP i fosforanu o=
nieorganicznego P;.
Dehvdrosenaza Enzym zlokalizowany w zewngtrznej
yarog powierzchni wewngtrznej blony
glicerolo-3- . . . . .
fosf mitochondrialnej tworzacy 3-fosfoglicerynian; 86
s oranu bierze réwniez udzial w tworzeniu wolnych
(G3P-DH) .
rodnikéw.
Biatko kompleksu I taricucha oddechowego
zlokalizowanego w wewnegtrznej blonie
Oksvdoreduktaza mitochondrialnej, inaczej dehydrogenaza
y . NADH - kompleks sktadajacy si¢ z 46
NADH -ubichinon . K - kei 71
(kompleks I) podjednostek, katalizujacy reakcje
przeniesienia dwdch elektronéw z NADH na
ubichinon — niskoczasteczkowy przeno$nik
réwnowaznikéw redukcyjnych.
Biatko wspéttworzace kompleks z reduktaza
tioredoksyny (TR) oraz NADPH. Bierze udziat
Tioredoksyna w redukcji mostkéw dwusiarczkowych 71
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Analiza sekwencji bialek wykrytych w kompleksach z PKC wskazuje na
obecno$¢ aminokwaséw, ktére moga by¢ potencjalnie fosforylowane przez PKC lub

zawieraja specyficzne domeny (Tab. 11).

Tabela 11. Specyficzne domeny i aminokwasy biatek oddziatujacych z PKC w moézgu
myszoskoczka mongolskiego

Biatka
mitochondrialne . Domeny
wykryte w Liczba AA biatkowe/aminokwasy

kompleksie z PKC BI

Kinaza kreatynowa 25
(Mt-CK)
Dehydrogenaza
jablczanowa i
izocytrynianowa
Translokaza 1
nukleotydow 1
adeninowych (ANT)

Miejsce wiazania kardiolipiny

seryna,
treonina,

Podjednostki aci B -1 seryna
F, mATPazy -

Dehydrogenaza 2
glicerolo-3-fosforanu 2
(G3P-DH)

seryna,
treonina

Oksydoreduktaza
NADH -ubichinon
(kompleks I)

Tioredoksyna 1
(Trx)

treonina
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S. DYSKUSJA

Rodzina kinaz biatkowych typu C zostata odkryta w koncu lat 70-tych XX wieku i
przykuta uwage wielu badaczy rozlegtoscia obszaréw dzialania we wszystkich typach
komoérek 1 we wszystkich procesach w normie i patologii (Nishizuka, 1984; Nishizuka,
1986). W zjawisku opéznionej poniedokrwiennej $§mierci neuronéw zwrécono uwagg na
szybka aktywacj¢ PKC i1 nastgpujace po niej zjawisko ,,down-regulacji” polegajace na
obnizeniu zaréwno poziomu biatka jak i aktywnosci enzymatycznej (Cardell i wsp., 1990;
Domanska-Janik 1 Zalewska, 1992; Domanska-Janik 1 Zabtocka, 1993; Durkin i wsp.,
1996). Aktywacja wigkszosci izoform PKC zwiazana jest z przeniesieniem czasteczek
enzymu do bton komdrkowych, gdzie znajduja si¢ aktywatory (m.in. DAG, kwasne lipidy)
oraz z przylaczeniem jonéw wapnia. Zatem po serii doniesied o poischemicznym
przemieszczaniu si¢ PKC z frakcji biatek rozpuszczalnych do frakcji biatek btonowych
otrzymywanych z mézgu zwierzat do§wiadczalnych, pojawily si¢ doniesienia o lokalizacji
poszczegdlnych izoform PKC w wyspecjalizowanych obszarach bton komérkowych np. w
zageszczeniach postsynaptycznych (PSD) (Hu i wsp., 1998; Zablocka i wsp., 2001; Hu i
wsp., 2001). PKC obecnej w PSD przypisuje si¢ m. in. rol¢ jednego z regulatoréw
aktywnosci receptora NMDA (Jimenez i Tapia, 2004) oraz wptyw na aktywno$¢ szlaku
MAPK poprzez oddziatywanie z kinazg Raf-1 (Ueda i wsp.. 1996).

Udzial mitochondriéw w poniedokrwiennej §mierci neuronéw badany byt od wielu
lat (Eklof 1 Siesjo, 1972; Fiskum, 1983; Domanska-Janik 1 wsp., 1985; Fiskum, 1985;
Rosenthal 1 wsp., 1987; Starkov i1 wsp., 2004). Poczatkowo zwrécono uwage¢ na
bioenergetyk¢ mitochondriow i zahamowanie aktywnosci taficucha oddechowego w czasie
niedokrwienia. Ponadto, mitochondria sg Zrédlem reaktywnych form tlenu, ktérych udziat
w uszkodzeniu poischemicznym jest istotny. W okresie po przywrdceniu krazenia
obserwuje si¢ wtérne uszkodzenie mitochondriéw, ktére wiaze si¢ z buforowaniem
wolnych jonéw wapnia (Siesjo i wsp., 1999). Z czasem, gdy mitochondria okazaly si¢
Zzrodtem wielu biatek proapoptotycznych zwigzanych réwniez z procesem opdZnionej
poniedokrwiennej $mierci neurondw, rozpoczeta si¢ nowa era badania udziatu
mitochondriéw w tej patologii (Folbergrova i wsp., 1997; Uchino i wsp., 1998; Li i wsp.,
2001; Uchino i wsp., 2002; Domanska-Janik 1 wsp., 2004; Sarnowska i wsp., 2009). Na
podstawie przedstawionych przyktadéw mozna wnioskowac o istotnej roli tych organelli w
patologii ischemiczno-reperfuzyjnej mézgu. Ponadto, z badar hartowania ischemicznego
mi¢$nia sercowego, ale tez z doniesien na temat hartowania ischemicznego mézgu, rysuje

si¢ jeszcze jedna funkcja, jaka moga petni¢ mitochondria i wolne rodniki tlenowe.
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Wykazano bowiem, ze zmniejszenie tworzenia reaktywnych form tlenu w czasie
hartowania powodowalo zahamowanie powstawania tolerancji na niedokrwienie w
kardiomiocytach (Budas i wsp., 2007). Zatem wydaje si¢, ze mitochondria wlaczone sa
zarowno w mechanizmy endogennej protekcji jak i eliminacji komdrek tak serca jak i
neuronow (Fiskum 1 wsp., 1999; Dave i wsp., 2001; Perez-Pinzon i wsp., 2005; Murphy i
Steenbergen, 2008).

W przedstawionych w tej pracy badaniach starano si¢ pozna¢ udzial réznych
izoform kinazy biatkowej C w mitochondriach w przekazywaniu i rozprzestrzenianiu
sygnatu ischemiczno-reperfuzyjnego w mézgu.

W prezentowanej pierwszej serii do§wiadczen (Ryc.5, strona 43) wykazano
dwufazowy przyrost poziomu immunoreaktywnosci izoform PKC oraz
mitochondriach hipokampéw po 5 minutowym epizodzie niedokrwiennym. Niestety nie
udato si¢ wykaza¢ jednoznacznej obecnosci izoformy PKC € w mitochondriach mézgu
myszoskoczka. Ta izoforma jest typowana jako istotna w mechanizmach hartowania
ischemicznego serca i moglaby okaza¢ si¢ wazna w przebiegu poischemicznej reperfuzji
moézgu (Kupsch 1 wsp., 2007; Yu i wsp., 2008; Pastorino i Hoek, 2008). Pomimo
wczesniejszych pozytywnych wynikdéw z przeciwciatlami rozpoznajacymi PKC &€ w mozgu
myszoskoczka, w innych niz mitochondria frakcjach komdrkowych (Zablocka i wsp.,
2001), zadne z wielu testowanych przeciwcial nie dalo zadowalajacych rezultatéw w
prowadzonych obecnie badaniach, dlatego tez fragmentaryczne wyniki nie zostaly
zamieszczone w tej rozprawie.

Przedstawiony w pracy w badanym czasie po niedokrwieniu dwufazowy obraz
poziomu immunoreaktywno$ci izoform oraz przypomina podobne poischemiczne
przebiegi wyplywu cytochromu ¢ z mitochondriéw, aktywacji kinaz biatkowych ERK,
JNK czy MLK i1 moze by¢ zwiazany ze zjawiskami rozprzestrzeniania i wzmacniania
sygnalu ischemicznego oraz okresem eliminacji badZ regeneracji uszkodzonych komérek
w dlugim czasie reperfuzji (Gu i wsp., 2001; Zablocka i wsp., 2003; Domanska-Janik i
wsp., 2004; Yin i wsp., 2005).

Na podstawie pierwszej serii do§wiadczen, w ktérej badano wplyw krétkiego
niedokrwienia i roznych okreséw reperfuzji na poziom immunoreaktywnosci izoform PKC
we frakcji mitochondriéw izolowanych z catych hipokampéw myszoskoczka do dalszych
badan wybrano izoformy 3, 8 oraz y . Do§wiadczenia prowadzono w krétkim (30 minut, 1
godzina) i dtugim (96 godzin) okresie reperfuzji na mitochondriach izolowanych z dwéch

réznie reagujacych na krétkie niedokrwienie cz¢éci hipokampa. W modelu przejsciowej
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ischemii uogdlnionej u myszoskoczka, po uptywie 7 dni od niedokrwienia wigkszo$é
(ponad 80 %) neuronéw wrazliwej okolicy CAl hipokampa ginie, a zlozony,
wieloczynnikowy proces prowadzacy do $mierci opisywany jest jako opdZniona,
selektywna, poniedokrwienna $§mieré neuronéw (Kirino, 1982; Wieloch T. i Kamme F.,
1998; Domanska-Janik i wsp., 1999). Jednocze$nie sasiednie rejony hipokampa
obejmujace sektory CA2-4 i zakrgt zg¢baty (DG), narazone na ten sam epizod
niedokrwienny nie ulegaja uszkodzeniu, co moze wskazywac na aktywacj¢ mechanizméw
protekcyjnych w komoérkach, pozwalajacych na przezwycigzenie stresu ischemiczno-
reperfuzyjnego.

W mitochondriach izolowanych w dwdch réznie reagujacych na czasowe
niedokrwienie obszaréw hipokampa wykazano, ze o ile poziom konwencjonalnej izoformy
PKC nie zmieniat si¢ istotnie, a obserwowane réznice wynikaly prawdopodobnie z cech
osobniczych zwierzat, o tyle poziom immunoreaktywnosci drugiej izoformy z grupy kinaz
konwencjonalnych, PKC [, wyraZnie r6znit si¢ pomigdzy dwoma obszarami hipokampa w
przebiegu reperfuzji. Podobnie, choé odwrotnie, zachowywata si¢ PKC , izoforma
nalezaca do podrodziny nowych kinaz biatkowych C (Ryc. 6, strona 44). [ tak poziom
immunoreaktywnosci PKC [3 wzrastat w mitochondriach obszaru odpornego na
krétkotrwate niedokrwienia (CA2-4, DG), podczas gdy PKC 0 wzrastal w rejonie
wrazliwym (CA1l). Na podstawie tych danych mozna pokusi¢ si¢ o postawienie hipotezy o
przeciwstawnym zaangazowaniu izoformy 3 i & w mitochondriach mézgu w przebiegu
reperfuzji po epizodzie niedokrwiennym. Na podstawie otrzymanych wynikéw zaktadamy,
ze PKC  wydaje si¢ by¢ zwigzana z regeneracja 1 uruchomieniem wewngtrznych
mechanizméw adaptacyjnych do sytuacji stresowych, a PKC & by¢é moze jest wiaczona w
proces eliminacji neuronéw. Koncepcja ta jest zgodna z doniesieniami dotyczacymi PKC 9,
ktérej aktywacja wiazana jest ze zwigkszeniem uszkodzenia ischemicznego serca czy
procesem apoptozy w komoérkach nowotworowych (Liu i wsp., 1999; Liu 1 wsp., 2003a;
He i wsp., 2007; Budas i Mochly-Rosen, 2007). Na temat oddzialywania PKC z
mitochondriami nie ma wielu informacji w dostgpnym piSmiennictwie. Badania
prowadzone in vitro na chondrocytach wskazuja na aktywacje PKC  przez wolne rodniki
tenowe, co prowadzi do jej translokacji do frakcji blon komérkowych 1 uszkodzenia
komérek (DelCarlo 1 Loeser, 2006). Jednak te badania nie wskazuja na bezposrednia
t-anslokacje PKC do mitochondriéw. W innych badaniach na komoérkach mig$nia

sercowego wykazano, ze mitochondrialnym substratem PKC  jest akonitaza (Lin i wsp.,
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2009). Aktywnos¢ tego enzymu reguluje aktywno$¢ szlaku kwasow tréjkarboksylowych, a
jego modulacja przez fosforylacj¢ moze wplywaé na metabolizm energetyczny
mitochondriéw. W innych badaniach in vitro wykazano, ze PKC oraz moga zmniejszaé
pobieranie jonéw wapnia przez mitochondria tym samym wskazujac na zaangazowanie
tych kinaz w przekazywanie sygnatu wapniowego w komoérkach (Pinton i wsp., 2004).

Zatem kolejne badania przedstawione w tej pracy zaplanowano w celu wykazania
stusznosci, badZ odrzucenia stawianych hipotez o protekcyjnej i degeneracyjnej roli PKC
i & w mitochondriach.

Badania in vitro na komérkach nowotworowych pokazuja, ze PKC oddziatuje z
mitochondrialnym enzymem skramblaza fosfolipidow (PLSCR3), ktéry uczestniczy w
utrzymaniu homeostazy biatkowo-lipidowej bton mitochondrialnych, ale moze tez
uczestniczy¢ w uwalnianiu bialek proapoptotycznych z mitochondriéw (Liu i wsp., 2003a).
Wczesniejsze badania wykazaty ekspresj¢ PLSCR3 w wielu tkankach i narzadach, jednak
do tej pory nie stwierdzono jej w moézgu (Wiedmer i wsp., 2000). Z drugiej strony,
uwalnianie cytochromu c i innych bialek proapoptotycznych z mitochondriow jest
elementem poniedokrwiennej $mierci neuronéw, jednak mechanizm wyptywu biatek z
mitochondriéw nie jest do korica wyjasniony (Domanska-Janik i wsp., 2004; Halestrap,
2006: Kroemer i wsp., 2007). Dlatego tez oddziatywanie PKC o =z biatkiem
odpowiedzialnym za prawidiowa struktur¢ lipidowa bton mitochondrialnych oraz
umiejscowienie kardiolipiny w blonach w warunkach fizjologicznych i po indukcji
apoptozy wydawalo si¢ interesujace oraz warte sprawdzenia. Zatem zbadano czy w mézgu
ekspresjonowana jest mitochondrialna izoforma skramblazy fosfolipidow (PLSCR3).
Przedstawione w rozprawie badania wykonane trzema uzupelniajacymi si¢ metodami
wskazuja na ekspresj¢ biatka PLSCR3 w mozgu oraz lokalizacje w mitochondriach. Jak
pokazano immunocytochemicznie w mikroskopie elektronowym, PLSCR3 wystgpuje
gtéwnie w mitochondriach, ale takze z blonie jadrowej, siateczce §rédplazmatycznej,
plazmalemmie oraz moze by¢ zwigzana z mikrotubulami (Kowalczyk i wsp., 2009).
Lokalizacja taka jest zgodna z wystgpowaniem w czasteczce PLSCR3 specyficznych
domen 1 sekwencji przenoszacych biatka do specyficznych przedzialéw komérkowych,
ktére sa opisane dla mitochondrialnej skramblazy fosfolipidéw, jak tez dla pozostatych
trzech izoform tego enzymu (Sahu i wsp., 2007).

Badania in vitro wskazuja, ze aktywacja PLSCR3 po indukcji apoptozy powoduje
przeniesienie kardiolipiny do zewngtrznej btony mitochondrialnej (Garcia i wsp., 2000:;

Garcia i wsp., 2002), gdzie staje si¢ miejscem przyfaczenia proapototycznego biatka t-Bid
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(proteolityczny, aktywny fragment biatka Bid) (Lutter i wsp., 2000; Gonzalvez i wsp.,
2005). To z kolei prowadzi do reorganizacji grzebieni mitochondrialnych i wzrostu
przepuszczalno$ci zewngtrznej blony dla cytochromu ¢ (Kim i wsp., 2004). Badania nad
udzialem 3 izoformy skramblazy fosfolipidéw i kardiolipiny w apoptozie indukowane;j
TNF-alfa wskazuja, ze nadekspresja PLSCR3 zwieksza, a obnizenie ekspresji zmniejsza
ilo$¢ kardiolipiny dost¢pnej dla tBid na powierzchni mitochondriéw (Liu i wsp., 2007). W
doswiadczeniach na ludzkich limfocytach biataczkowych HL-60 traktowanych
staurosporyna czy na komodrkach U937 poddanych dziataniu TNF-alfa wykazano w
komoérkach apoptotycznych przemieszczenie kardiolipiny do zewngtrznej warstwy
wewngtrznej blony mitochondrialnej. Przemieszczenie CL w blonie poprzedzone byto
pojawieniem si¢ form tlenu, ale wyst¢gpowalo wcze$niej niz inne markery apoptozy takie
jak przemieszczenie fosfolipidow na zewnatrz plazmalemmy, obnizenie potencjatu
mitochondrialnego czy fragmentacja DNA (Garcia i wsp., 2002). Proapoptotyczna
aktywacja PLSCR3 zwiazana jest z fosforylacja przez PKC 9, jak pokazano in vitro na
komorkach HeLa (Liu i wsp., 2003a). Prezentowane w niniejszej pracy dane o ko-
immunoprecypitacji PKC i PLSCR3 z mitochondriéw izolowanych z hipokampéw po
niedokrwieniu oraz mitochondrialna kolokalizacja w rejonie CAl hipokampa
obserwowana w mikroskopie elektronowym po niedokrwieniu i reperfuzji wskazuja, ze
oba te biatka wspdlnie wystgpuja w mitochondriach neuronéw i prawdopodobnie moga
uczestniczy¢ w mechanizmie prowadzacym do uwolnienia cytochromu c, podobnie jak
bylo to wczesniej opisane in vitro. Niezaleznie od znalezienia kolokalizacji PKC 9 i
PLSCR3 niemal wylacznie w obszarze CAl hipokampa po ischemii, poziom
immunoreaktywnosci t-Bid nie réznit si¢ pomigdzy CAl a obszarem CA2-4, DG.
Prawdopodobnie przeniesienie t-Bid do mitochondriéw nie jest wystarczajace do
uwolnienia bialek proapoptotycznych z mitochondriéw i jest tylko jednym z wielu
elementéw procesu prowadzacego do eliminacji badZ regeneracji uszkodzonych komdrek.
Wydaje si¢ jednak, ze mozna sugerowac, iz poischemiczny wzrost immunoreaktywnos$ci
PKC w mitochondriach w rejonie wrazliwym na niedokrwienie wiaze si¢ ze wzrostem
przepuszczalno$ci zewngtrznej btony mitochondrialnej dla cytochromu ¢ i procesem
eliminacji neuronéw. Uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw oraz aktywacja kaspaz sa
uznanymi elementami poniedokrwiennej op6Znionej $mierci neuronéw (Ouyang i wsp.,
1999; Li i wsp., 2001; Domanska-Janik i wsp., 2004; Chaitanya i Babu, 2008). Kolejnego
dowodu na poparcie hipotezy o udziale PKC w poischemicznym uszkodzeniu komérek

dostarczaja doSwiadczenia in vitro, gdzie aktywacja PKC  przez 1 przeniesienie
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enzymu do mitochondriéw skutkuje obnizeniem potencjalu btony mitochondrialnej i
wyptywem cytochromu ¢ (Majumder i wsp., 2001). Natomiast zahamowanie PKC 0 przez
selektywny, peptydowy inhibitor deltaV1-1, redukowal uszkodzenie komérek w hodowli
organotypowej skrawkéw hipokampa szczura w modelu OGD (ang. oxygen-glucose
deprivation) oraz gdy inhibitor podany byt do mézgu obnizal obszar uszkodzenia
ogniskowego in vivo w modelu przejSciowego zamknigcia tgtnicy Srodkowej mézgu
szczura (Bright i wsp., 2004). Podczas gdy zahamowanie PKC & wydaje si¢ by¢ neuro- i
kardioprotekcyjne to sa takze doniesienia moéwiace o0 pozytywnym wplywie
mitochondrialnie umiejscowionej PKC & w mig$niu sercowym (Mayr i wsp., 2009). Myszy
pozbawione genu kodujacego PKC 9 nie tylko nie reagowaty cytoprotekcja na hartowanie
ischemiczne serca, ale obszar uszkodzenia byl wigkszy niz u myszy dzikich (Mayr i wsp.,
2004). Jednak wydaje sig, ze rézne skutki aktywacji izoform PKC moga by¢é wynikiem
réznych warunkéw do$wiadczenia w réznych modelach badawczych, w réznych tkankach
czy tez odzwierciedla¢ skutki manipulacji genetycznych in vitro. Sadzi si¢ takze, ze ubytki
jednej izoformy PKC moga by¢ kompensowane przez pozostate izoformy (Mayr i wsp.,
2009).

Jak wynika z badan wlasnych oraz piSmiennictwa, aktywacja PKC zwiazana z
mitochondriami wystgpuje zardwno w aktywacji mitochondrialnej $ciezki apoptozy jak i w
cytoprotekcji (Garg i Hu, 2007; Agnetti i wsp., 2007). Zatem w kolejnym etapie badan
podjeto  préby  weryfikacji  hipotezy, ze poischemiczny wzrost poziomu
immunoreaktywno$ci PKC ~ w mitochondriach moze byé zwiazany z uruchomieniem
mechanizmOw regeneracji komérek w obszarze CA2-4, DG hipokampa po 5 minutowym
epizodzie niedokrwiennym. Istnieja dowody wskazujace, ze w procesie ischemicznego
hartowania mig$nia sercowego 1 mdzgu istotna rol¢ odgrywa aktywacja PKC i jej
oddziatywanie z mitochondriami. Jednym z bialek typowanych jako substrat PKC jest
mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez ATP (Raval i wsp., 2007), ale takze
kompleks biatkowy MPTP (Baines i wsp., 2003) czy podjednostka IV oksydazy
cytochromowej (Ogbi i wsp., 2004; Barnett i wsp., 2008). Ponadto ostatnie badania z
zastosowaniem metod proteomicznych i metabolonicznych wskazuja, ze aktywna PKC €
modyfikuje metabolizm energetyczny mig$nia sercowego, co prowadzi do spowolnienia
zaniku zwiazkéw wysokoenergetycznych w czasie ischemii oraz szybsza regeneracj¢ po
przywréceniu krazenia (Mayr i wsp., 2009). Ciekawy jest tez fakt, ze w sytuacji
zahamowania aktywnosci PKC € obserwowano mitochondrialng translokacje PKC & i efekt

cytoprotekcyjny, co badacze ttumacza kompensacja funkcji PKC  przez PKC , ktéra
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oddziatuje z mitochondrialnym kompleksem dehydrogenazy pirogronianowe;j - kluczowym
enzymem faczacym glikolize¢ z mitochondriami (Mayr i wsp., 2009). W badaniach na
pierwotnej hodowli mysich neuronéw i astrocytow wykazano, Ze specyficzne
zahamowanie PKC i  nasilalo uszkodzenie komérek w modelu OGD ischemii in vitro,
przy czym aktywno$¢ PKC € miata wigksze znaczenie dla przezycia neuronéw, a PKC
astrocytow (Wang 1 wsp., 2004). Autorzy sugeruja, ze rézne izoformy PKC moga mieé
rézne znaczenie w roznych typach komoérek w uszkodzeniu ischemicznym. W
wykorzystanym w tej dysertacji modelu przejsSciowego niedokrwienia mozgu
myszoskoczka opdZniona $miercia neuronéw wystepuje w polu CAl hipokampa przy
zachowaniu prawidiowej struktury CA2-4 i zakrgtu zgbatego, co korelowalto ze wzrostem
poziomu immunoreaktywno$ci PKC B w mitochondriach (Ryc. 6, strona 44). Kolejne
badania wykazaly, ze zahamowanie PKC 3 nasila uszkodzenie hipokampa w modelu
uszkodzenia ekscytotoksycznego in vitro (Ryc. 13, strona 52). Zatem wydaje sie, ze
poischemiczna, mitochondrialna lokalizacja PKC B moze by¢ zwiazana z regeneracja
komérek w mechanizmie uwzglgdniajacym oddzialywanie z biatkami np. kanatéw
jonowych czy tancucha oddechowego.

Poszukiwanie mitochondrialnych substratow PKC  metoda elektrofizjologiczna
wykazalo istnienie w mitochondriach hipokampa myszoskoczka nowego kanatu
potasowego regulowanego napigciem o czgSciowych wiasciwosciach farmakologicznych
dla kanatu Kv1.3. Obecno$¢ kanatéw potasowych w mitochondriach mézgu jest dobrze
udokumentowana (Debska i wsp., 2001; Skalska i wsp., 2009), jednak obecno$¢ kanatu
Kvl1.3 byfa dotychczas wykazana tylko dla mitochondriéw w limfocytach (Szabo i wsp.,
2005). Kanat Kvl.3 w blonie plazmatycznej moze tworzy¢ kompleksy z biatkiem
adaptorowym nShc oraz oddziatuje z biatkiem Grbl0, a jego aktywacja modulowana jest
przez te biatka oraz przez fosforylacj¢ reszt tyrozyny (Colley i wsp., 2009). O ile
wystepowanie kanatu Kvl.3 w mitochondriach mézgu wydaje si¢ by¢ dobrze opisane
naszymi badaniami elektrofizjologicznymi i immunohistochemicznymi, o tyle
oddziatywanie PKC  z tym kanalem wymaga dalszych analiz. Pierwsze do§wiadczenia
wskazuja na hamowanie aktywnosci i zamknigcie kanatu przez PKC Nie wiemy, jaki
jest charakter oddzialywan pomigdzy biatkami oraz na czym polega brak odwracalnosci
tego zjawiska. Znaczenie fizjologiczne tej obserwacji jest trudne do wyjasnienia w Swietle
wielu badan wskazujacych, ze to otwarcie mitochondrialnych kanatéw potasowych jest
protekcyjne w uszkodzeniu ischemiczno-reperfuzyjnym (Xu i wsp., 2002; Lebuffe i wsp.,

2003; Budas it wsp., 2007). Otwarcie mitochondrialnych kanaléw potasowych zwiazane
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jest z obnizeniem produkcji reaktywnych form tlenu, a wigc moze zmniejszaé uszkodzenie
w czasie reperfuzji. Z drugiej jednak strony pewien poziom ROS jest niezbgdny do
wytworzenia zjawiska hartowanie ischemicznego (Lebuffe i wsp., 2003), zatem moze
obserwowane przez nas zamknigcie Kvl.3 pod wptywem PKC jest elementem
modulacji poziomu reaktywnych form tlenu w mitochondriach mézgu. Istnieja jednak
badania wskazujace, ze zahamowanie aktywno$ci Kv1.3 przez biatko Bax moze prowadzi¢
do uszkodzenia limfocytéw (Szabo i wsp., 2008). Zatem wydaje si¢, ze potrzebne sa dalsze
badania wptywu PKC BI, ale tez PKC na aktywnos$¢ odkrytego kanatu potasowego aby
zweryfikowaé hipotez¢ o udziale tych biatek w regeneracji komoérek hipokampa w
uszkodzeniu ischemiczno-reperfuzyjnym.

W  kolejnym podejSciu  metodycznym  zmierzajacym do  znalezienia
mitochondrialnych biatek oddziatujacych z PKC I wykorzystujacym chromatografi¢
powinowactwa i analiz¢ metoda spektrometrii mas znaleziono szereg bialek potencjalnie
oddziatujacych z interesujacym nas enzymem (Tabela 10, strona 62).

Giéwnym biatkiem, ktére wydaje si¢ specyficznie oddziatywaé z PKC BI jest
mitochondrialna kinaza kreatynowa (Mt-CK). Mt-CK zlokalizowana jest przy zewng¢trznej
blonie mitochondrialnej oddziatuje z VDAC oraz translokaza nukleotydéw adeninowych
(ANT) i bierze udzial w utrzymaniu komérkowej homeostazy ATP (Berg i wsp., 2007).
Kinaza kreatynowa jest tez prawdopodobnie zaangazowana w regulacj¢ przepuszczalno$ci
megakanatu mitochondrialnego MPTP, ktérego otwarcie wydaje si¢ by¢ elementem
mechanizmu eliminacji neuronéw podczas ischemicznego uszkodzenia mézgu (Kroemer i
wsp., 2007). Réwniez biatko ANT wydaje si¢ oddziatywaé z PKC chociaz jesli oba
biatka tworza kompleks to nie mozemy wykluczyé, ze tylko jedno z nich oddziatuje z PKC

(Halestrap i1 Brennerb, 2003). Podstawowa funkcja translokazy ATP-ADP jest
sprz¢ganie przeplywu ATP 1 ADP przez bion¢ mitochondrialna. Enzym jest dimerem
zbudowanym z dwdéch identycznych podjednostek o masie czasteczkowej 30 kDa, ma
jedno miejsce wiazania nukleotydéw, ktére na przemian oddzialuje raz z macierzowa, a raz
z cytoplazmatyczng strona wewngtrznej biony mitochondrialnej (Berg i wsp., 2007).
Zahamowanie aktywno$ci ANT natychmiast zatrzymuje aktywno§¢ taricucha
oddechowego, co §wiadczy o wielkim znaczeniu translokazy. Wysokie wspétczynniki
,»020” 1,,259” przypisane odpowiednio sekwencjom Mt-CK 1 ANT w analizie programem
Mascot wskazuja na wysokie prawdopodobieristwo, ze Mt-CK i ANT nieprzypadkowo

znalazty si¢ w obecnosci PKC BI w analizowanej probie wydaje si¢ by¢é wystepowanie
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reszt seryny 1 treoniny w czasteczkach ANT, ktére by¢é moze moga by¢ fosforylowane
przez PKC B.

Kolejne biatka wykryte w kompleksach z PKC  to dehydrogenazy jabiczanowa i
izocytrynianowa, ktére sa enzymami cyklu Krebsa w macierzy mitochondrialnej i
przenosza réwnowazniki redukcyjne na nikotynoamidoadeninowy dinukleotyd NAD®,
tworzac jego zredukowang form¢ NADH. Dehydrogenaza izocytrynianowa jest
stymulowana allosterycznie przez ADP, ktéry zwigksza powinowactwo enzymu do
substratéw, natomiast NADH i ATP hamuja jego dzialanie. Szybko$¢ tworzenia a-
ketoglutaranu z izocytrynianu decyduje o szybko$ci dzialania catego cyklu kwaséw
trojkarboksylowych. Dehydrogenaza jabiczanowa ostatecznie utlenia jabiczan do
szczawiooctanu, a akceptorem wodorow w tej reakcji jest rowniez NAD'. Czasteczki
NADH utworzone w cyklu kwasu cytrynowego sa utleniane w taricuchu oddechowym.

Oksydoreduktaza NADH-ubichinon (nazywana tez dehydrogenaza NADH lub
kompleksem [ tafncucha oddechowego) jest pierwszym wielkim kompleksem biatkowym
zlokalizowanym w wewngtrznej btonie mitochondrialnej, ktéry wprowadza elektrony z
NADH w taricuch elektronowy. Kompleks o masie 880 kDa skiada si¢ z 46 podjednostek i
katalizuje reakcj¢ przeniesienia dwoch elektronéw z NADH na ubichinon -
niskoczasteczkowy przeno$nik réwnowaznikéw redukcyjnych. Ostatnie badania
mitochondrialnego fosfoproteomu w komoérkach serca i watroby wykazaty fosforylacje
podjednostek o masach 75, 51, 42, 23 i1 13 kDa z kompleksu I (Aponte i wsp., 2009).

W mieszaninie bialek wykrytych w chromatografii powinowactwa z PKC
znalazty si¢ tez podjednostki 1 kompleksu FI ATPazy mitochondrialnej znajdujace si¢
w macierzy mitochondrialnej, ktéra katalizuje reakcj¢ wytwarzania ATP z ADP i fosforanu
nieorganicznego Kompleks  zawiera pi¢¢ rodzajéw taficuchéw polipeptydowych o
stechiometrii oi3B3Y0€. Zgodnie z modelem konformacyjnego mechanizmu syntezy ATP
Boyera trzy podjednostki  zawierajace miejsca katalityczne wiazace ADP, Pi i ATP
znajduja si¢ w réznych funkcjonalnie, nie réwnowaznych stanach konformacyjnych (Boyer,
1997). PrzejScia konformacyjne sa powiazane najprawdopodobniej przez zmiany w
oddziatywaniu pomigdzy podjednostkami. Fosforylacje podjednostek alfa, beta, gamma i
delta kompleksu F1-FO ATP-azy zostaly ostatnio wykazane metoda znakowania *°P
aktywnych mitochondriéw w komoérkach serca i watroby (Aponte i wsp., 2009). Co
ciekawe, defosforylacja seryny podjednostki alfa F1-FO ATP-azy wykazano w warunkach
deenergizacji mitochondriow (Boja i wsp., 2009). Badania te sugeruja regulacje

aktywnosci tego biatka przez fosforylacj¢/defosforylacje.
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Biatka tworzace kompleks I i ATP-az¢ odgrywaja kluczowa role w regulacji
oksydacyjnej fosforylacji, a stopiefi ufosforylowania biatek wydaje si¢ petni¢ rolg
regulujaca aktywno$¢ catego tanicucha oddechowego.

Dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu (G3P-DH) jest enzymem zlokalizowanym w
zewnetrznej powierzchni wewnetrznej blony mitochondrialnej, ktéry posredniczy w
przenoszeniu przez bton¢ mitochondrialng elektronéw z cytoplazmatycznego NADH
powstalego w trakcie glikolizy. Glicerolo-3-fosforan zostaje utleniony do
fosfodihydroksyacetonu na zewngtrznej stronie wewngtrznej btony mitochondrialnej, w
rezultacie przeniesienia pary elektrondw na FAD - grupe prostetyczna dehydrogenazy
glicerolowej, transblonowego enzymu, ktéry zamyka cykl przeniesienia elektronéw z
cytoplazmy do macierzy mitochondrialne;j.

Tioredoksyna (Trx) to wysoko konserwowane ewolucyjnie biatko o masie 12 kDa
tworzace kompleks z reduktaza tioredoksyny (TR) oraz NADPH. Bierze udziat w redukc;ji
mostkéw dwusiarczkowych do grup hydrosulfidowych kontrolujac stan oksydo-
redukcyjny w komdrce dzigki swoim grupom sulfhydrylowym; uczestniczy m.in. w
usuwaniu reaktywnych form tlenu.

Wszystkie opisane powyzej biatka uczestnicza w metabolizmie energetycznym
komoérek i moga wplywac na tworzenie reaktywnych form tlenu. Mozna przypuszczaé, ze
regulacja metabolizmu glukozy, utrzymanie homeostazy zwiazkéw wysokoenergetycznych
odgrywa istotna rol¢ w procesach regeneracyjnych w epizodach ischemiczno-
reperfuzyjnych. Ostatnio prowadzone metodami proteomicznymi badania wskazuja, ze
kardioprotekacja zwiazana jest z przebudowa metabolizmu glukozy oraz regulacja tego
procesu przez PKC 1w mig$niu sercowym myszy (Mayr i wsp., 2009). Nasze badania
by¢ moze stang si¢ poczatkiem szerszych analiz tego obszaru metabolizmu komdrek
moézgu w procesie poniedokrwiennej $mierci neurondw. Istnieja przestanki, ze
posttranslacyjne  modyfikacje wielu bialek mitochondrialnych  wptywaja na
cytoplazmatyczna 1 mitochondrialng homeostaze energetyczna w réznych stanach

fizjologicznych, chociaz zagadnienie to wymaga wielu dalszych badan (Balaban, 2009).

Przedstawione w tej pracy wyniki rodza wiele pytaii i wydaje sig, ze na ich
podstawie mozna planowa¢ kolejne doswiadczenia. Po pierwsze, trzeba potwierdzié
innymi metodami wyniki otrzymane metoda chromatografii powinowactwa i analiza
spektrometrii mas oraz zbadaé¢ skutki oddzialywania tych biatek z PKC. Nalezy

zweryfikowaé czy kanat potasowy Kv1.3 jest regulowany przez PKC B i co taka regulacja
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oznacza dla komorki. Co ciekawe, zaden kanal jonowy nie zostal wykryty w
chromatografii powinowactwa z PKC BI, moze zatem odkrycie nowego kanatu w bionie
mitochondrialnej jest zdarzeniem niezaleznym od poischemicznej translokacji PKC B do
mitochondriéw. Kolejnych badan wymaga tez obecno$¢ izoformy PKC Il w
mitochondriach. W naszych do§wiadczeniach Western Blot przeciwciato anty-PKC B nie
rozrézniatlo dwéch izoform tej podjednostki, ktére réznia si¢ niewielkim odcinkiem w
czgsci C-koncowej polipeptydu (Blobe i wsp., 1996), zatem obie izoformy PKC 3 moga z
rownym prawdopodobieristwem bra¢ udzial w modulacji poniedokrwiennej funkcji
mitochondriéw. Kolejnym pytaniem jest mechanizm przechodzenia PKC i innych kinaz
biatkowych przez btony mitochondrialne.

Wydaje si¢, Ze poznanie endogennych mechanizméw protekcyjnych
uruchamianych w czasie epizodu ischemiczno-reperfuzyjnego moze wskazaé nowe
miejsca ingerencji farmakologicznych, ktére moga polega¢ na wzmocnieniu naturalnych

procesow ochronnych.



Podsumowanie i Wnioski

6.

PODSUMOWANIE 1 WNIOSKI

> Krotki epizod niedokrwienny moézgu powoduje specyficzne przemieszczenie
izoform delta i beta kinazy biatkkowej C do mitochondriéw w hipokampie
myszoskoczka mongolskiego. Poziom immunoreaktywnos$ci PKC & rosnie we
wrazliwym na niedokrwienie rejonie CAl, a PKC we wzglednie odpornym na kroétki
epizod ischemiczny obszarze obejmujacym CA2-4 i DG.

» W mitochondriach mézgu myszoskoczka PKC & tworzy kompleks z enzymem
PLSCR3 odpowiedzialnym za rozmieszczenie kardiolipiny w blonach mitochondrium.
» PKC B w mitochondriach wydaje si¢ oddziatywaé z biatkami, kt6re tworza taricuch
oddechowy, megakanat oraz reguluja przenoszenie elektronéw przez wewngtrzna btong

mitochondrialng.

Sugerujemy, ze izoformy delta i beta PKC moga petni¢ role w integrowaniu
sygnatu ischemicznego-reperfuzyjnego w mitochondriach mézgu:
» PKC moze byé zwigzana z przebudowa blon mitochondrialnych, ktéra moze
prowadzi¢ do uwolnienia cytochromu c i apoptozy;
» PKC moze bra¢ udzial w endogennym mechanizmie protekcji/regeneracji
komorek hipokampa po krétkim epizodzie niedokrwiennym, ktéry w badanym modelu
obserwowany jest w rejonie CA2-4, DG. Bialka, z ktérymi oddziatluje PKC  wydaja
si¢ byé zwiazane z metabolizmem glukozy, budowaniem potencjatu
elektrochemicznego wewngtrznej btony mitochondrialnej oraz produkcja i usuwaniem

wolnych rodnikéw w mitochondriach.
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