STRESZCZENIE

Kinaza syntazy glikogenu 3 (GSK3) znana obecnie réwniez, jako kinaza biatka tau (TPK1 - tau
protein kinase-1) to wysoce konserwowana, wielozadaniowa kinaza serynowo-treoninowa,
ktora w tkankach ssakow wystepuje w dwdch izoformach: GSK3a i GSK3B. W pracy
skoncentrowatam swojg uwage na GSK3B, ktéra jest pojedynczym polipeptydem
zbudowanym z 433 aminokwasow, o masie 47 kDa. Wykazuje najwyzszy poziom ekspresji w
mozgu, w porownaniu do innych organdw [Takashima 2006, Perez- Costas i wsp., 2010].
Ekspresja tego enzymu zachodzi intensywniej w neuronach niz w komérkach glejowych
[Takahashi i wsp., 2000].

GSK3p jest przede wszystkim kinazg cytozolowg, ale jej obecnos¢ stwierdzono réowniez we
frakcji jadrowej i mitochondrialnej [Franca-Koh i wsp., 2002, Fujimuro i Hayward,2003,
Meares i Jope, 2007,Songin i wsp., 2011ab, Pajgk i wsp., 2009]. GSK3B poczatkowo zostata
zidentyfikowana, jako regulator metabolizmu glikogenu, a obecnie wiadomo, ze enzym ten
ma liczne funkcje komorkowe takie jak regulacja licznych czynnikéw transkrypcyjnych,
ekspresji gendw dla biatek sygnatowych, strukturalnych biorgcych udziat w ,architekturze”
komérki i w apoptozie. GSK3B odgrywa istotng role w syntezie biatek, proliferacji i
réznicowaniu komérek, dynamice mikrotubul, motoryce komaorki.

Kinaza ta wptywa na wymienione funkcje poprzez fosforylacje czynnikow transkrypcyjnych,
czynnikow inicjacyjnych biatek biorgcych udziat w cyklu komoérkowym oraz biatek
zaangazowanych w funkcje mikrotubul i adhezje komodrek. Jest kinaza odpowiedzialng za
fosforylacje biatka tau. Podsumowujgc, GSK3B reguluje funkcje biatek cytoszkieletu,
przezycie i Smier¢ komaorek.

GSK3B posiada dwa miejsca fosforylacji, ktore wptywajg na jej aktywnos¢ katalityczng. Jest to
seryna 9 i tyrozyna 216. Fosforylacja na tyrozynie 216 znajduje sie w domenie kinazy w
miejscu aktywacji, co prowadzi do wzrostu aktywnosci GSK3B. Mechanizm tej regulacji nie
jest dobrze poznany [Wang i wsp., 1994]. Czes¢ osrodkéw badawczych wskazuje na waing
role autofosforylacji w regulacji aktywnosci GSK3B [Cole i wsp., 2004] lub na fosforylacje
przez inne kinazy tyrozynowe [ Hughes i wsp., 1993, Kim i wsp., 1999, Lesort i wsp., 1999,
Wang i wsp., 2003,]. Lepiej poznany jest mechanizm hamowania aktywnosci GSK3B, w

wyniku fosforylacji seryny 9, co zmniejsza aktywnos$¢ enzymu na drodze zmian




konformacyjnych, dzieki ktorym dochodzi do odpowiedniego fatdowania i blokowania
miejsca aktywnego koniecznego do wigzania substratu. Istniejagce dane literaturowe
wskazujg na istotne znaczenie GSK3B w patogenezie i patomechanizmie choroby Parkinsona
(ChP) i choroby Alzheimera (ChA).

Obecnie szacuje sie, ze okoto 400 milionéw ludzi cierpi z powodu choréb degeneracyjnego
centralnego systemu nerwowego. Problem dotyczy gtdwnie ChA oraz ChP. Podtoze i
przyczyny tych choréb nie s dotychczas dobrze poznane. Do zwigzkédw szczegdlnie
toksycznych dla neurondw zaliczamy pestycydy, herbicydy i chemikalia przemystowe, ktdre
wywotuja silny stres oksydacyjny, przez co sg uwazane za potencjalne czynniki ryzyka w
chorobach neurodegeneracyjnych.

Toksyny pochodzace ze srodowiska mogg zwiekszaé wrazliwos¢ neuronéw lub powodowac
ich degeneracje oraz uszkodzenia naczyn krwionosnych, ktéore towarzyszg tym chorobom
[Miller i wsp., 2002].

Jedng z czesto wskazywanych substancji, pozytywnie korelujgca z czestoscig pojawiania sie
ChP, jest powszechnie stosowany herbicyd — parakwat (PQ) [Hertzman i wsp., 1990, Liou i
wsp., 1997]. Jego struktura chemiczna jest podobna do zwigzku MPP+/MPTP(1-methyl-4-
phenylpyridinium). PQ w sytuacji nie zaburzajgcej bariery krew-madzg przenika do moézgu w
niewielkim stopniu przy pomocy transportera dla obojetnych aminokwaséw [Shimizu i wsp.,
2001]. Neurotoksycznosé centralna PQ jest z tego powodu duzo mniejsza niz MPTP czy 6-
hydroksydopaminy (6-OHDA) [Corasaniti i Nistico 1993, Shimizu i wsp., 2001, Barlow i wsp.,
2003, Ossowska wsp., 2005, Prasad i wsp., 2007]. Mechanizm toksycznosci PQ jest
indukowany przez stres oksydacyjny oraz uszkodzenie mitochondriow [Drechsel i Patel,
2008], ktére majg kluczowe znaczenie w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych [Lin i
Beal, 2006; Pagani i Eckert, 2011]. Uzycie PQ jako, modelu doswiadczalnego moze by¢
przydatne w badaniach nad rolg mitochondriow w mechanizmie zaréwno ChP, jak i ChA.

Z danych literaturowych wynika, ze peptydy AP wptywajg na uszkodzenia mitochondriéw
[Sultana i Butterfield, 2009], natomiast Chen i wsp., 2011 wykazujg, ze uszkodzenia
mitochondriéw mogga by¢ wynikiem dziatania PQ, a dopiero w kolejnym etapie dochodzi do
wzrostu poziomu AB.

Podjete w niniejszej pracy zagadnienia miaty na celu zbadanie wptywu PQ na ekspresje i

poziom biatka GSK3p in vivo jak i in vitro. W analizie in vivo prowadzonej na samcach szczura




szczepu Wistar badano krotkoterminowe dziatanie PQ po jego jednorazowym podaniu
dootrzewnowym w dawce 40 mg/kg masy ciata. Mozg do dalszych doswiadczen pobierano
po 3 i 24 godzinach od iniekcji PQ. Ten model badawczy postuzyt do poznania wptywu PQ na
ekspresje i poziom biatka GSK3B i jej aktywnej formy ufosforylowanej na tyrozynie 216
(GSK3BpY216) oraz na ekspresje gendw kodujacych biatka GSK3(, TNF-a, iNOS, COX-2 w
srodmodzgowiu i prazkowiu szczura. Zbadano réwniez dfugoterminowe dziatanie PQ, gdzie
zwigzek ten podawany byt raz w tygodniu w dawce 10 mg/kg m.c przez 4 i 37 tygodni. Dawki
PQ zostaty wybrane eksperymentalnie oraz na podstawie wynikéw opublikowanych badan
[Ossowska i wsp., 2005a,b, Ossowska i wsp., 2006, Kuter i wsp., 2007, Shimizu i wsp., 2003].
W tym modelu doswiadczalnym zbadano poziom biatka GSK3B i GSK3BpY216 w
srodmozgowiu i prazkowiu oraz we frakcjach podkomodrkowych. Badania in vitro
prowadzono na szczurzych komodrkach guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy
(pheochromocytoma, PC12). Komorki te byty stabilnie transfekowane ludzkim genem biatka
prekursorowego amyloidu B (APP) z mutacja typu szwedzkiego (APPsw, K670M/N671L), a w
przypadku komorek kontrolnych, samym wektorem. Stwierdzono, ze w komérkach APPsw
poziom uwalnianych peptydoéw AR jest 4,8- krotnie wyzszy w porownaniu do komodrek
kontrolnych [Chalimoniuk i wsp., 2007]. Zbadano dziatanie PQ (1mM) i endogennie
uwalnianych peptydow AP na poziom biatka GSK3B i jej form ufosforylowanych
(GSK3BpY216 i GSK3BpS9) w komoérkach PC12. W badaniach oceniano takze
wewnatrzkomérkowy poziom wolnych rodnikdw za pomoca fluorymetrycznego testu DCF
oraz wrazliwo$¢ komaérek na stres oksydacyjny i ich przezycie za pomocg testu MTT.

W badaniach krétkoterminowego dziatania PQ in vivo stwierdzono wzrost ekspresji gendéw
dla indukowanej izoformy NOS (iNOS) i cyklooksygenazy 2 (COX-2), ktére sg enzymami
zaangazowanymi w procesy prozapalne, a ich nadmierna aktywnos¢ zapoczgtkowywac moze
proces cytotoksycznosci i neurodegeneracji. W przedstawionych w tej pracy wynikach, po 3 i
24 godzinach od podania PQ w prazkowiu i Srddmdzgowiu zaobserwowatam wzrost poziomu
MRNA iNOS, wzrost poziomu wolnych rodnikéw i stresu oksydacyjnego, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do obumierania komédrek. Ponadto prezentowane w tej pracy wyniki
wykazaty réwniez wzrost poziomu mRNA COX-2 w srodmdzgowiu po 3 godzinach od podania

PQ. W badanych strukturach moézgu nie stwierdzono natomiast zmian ekspresji GSK3f ani po




3 ani po 24 godzinach od podania PQ. Zjawisko to moze wynika¢ ze zbyt krétkiego dziatania
PQ lub wieku szczuréw doswiadczalnych.

Wptyw dtugoterminowego podania PQ na poziom biatka GSK3B i jej aktywnej formy
GSK3BpY216 roznit sie w badanych strukturach mdzgu. Po pierwsze, herbicyd powodowat
znamienny spadek GSK3B w homogenatach w prazkowiu przy jednoczesnym wzroscie w
Srodmozgowiu. Interesujgcym wydawato sie zagadnienie dotyczgce wystepowania obu
postaci GSK3B w rdznych kompartmentach komorki. Przeprowadzone doswiadczenia na
zgrubnych frakcjach podkomadrkowych jak: frakcja jgdrowa, mitochondrialna i cytozolowa
potwierdzity znaczacy spadek poziomu biatka GSK3B we wszystkich wymienionych frakcjach
podkomérkowych w prazkowiu. Dodatkowo badania wykazaty obnizenie poziomu
immunoreaktywnosci biatka GSK3BpY216. Natomiast obserwowano wzrost poziomu biatka
zaréowno catkowitej i aktywnej formy GSK3B w srédmdzgowiu réwniez we wszystkich
badanych frakcjach podkomadrkowych. Jest wielce prawdopodobne, ze obnizony poziom
GSK3B w prazkowiu zwigzany jest z zaburzeniami transportu aksonalnego ze srédmdzgowia
do prazkowia. Taki proces moze by¢ rowniez odpowiedzialny za zwiekszong akumulacje
GSK3B w $rédmozgowiu i obserwowany w naszych doswiadczeniach wzrost
immunoreaktywnosci tego biatka. Zwiekszenie poziomu biatka GSK3B w srodmdzgowiu przez
dtugotrwate podawanie PQ, moze by¢ przyczyng uszkodzenia cytoszkieletu poprzez
nadmierng fosforylacje biatek zwigzanych z mikrotubulami znanymi, jako substraty GSK3p
prowadzac do destabilizacji mikrotubul [Jope i Johnson, 2004]. Jednak, bezposredniego
wptywu PQ na neurony prazkowia nie mozna wykluczy¢. Dodatkowo w gre moga wchodzi¢
zmiany wywofane procesem starzenia. W badaniach mdézgu starczego w pordwnaniu do
mozgu dojrzatego wykazaliSmy wybidrcze obnizenie poziomu GSK3p i jej formy aktywnej w
pragzkowiu w poréwnaniu do mdézgu dojrzatego.

Prezentowane w obecnej pracy badania na komodrkach dopaminergicznych PC12
potwierdzity toksyczne dziatanie PQ. Stwierdzono, ze po 24 godzinach inkubacji w obecnosci
1mM PQ przezywato okoto 50% komodrek. W naszych badaniach stwierdzilismy znaczne
obnizenie poziomu immunoreaktywnosci catkowitej, GSK3B jak i formy ufosforylowanej
GSK3BpY216 w komorkach PC12. Spadek aktywnej formy enzymu moze by¢ odpowiedzig

obronng na zmiany zachodzgce w komadrce po toksycznym dziataniu PQ.




Rownoczesnie zwigzek ten nie wptywat na poziom immunoreaktywnosci biatka GSK3BpS9.
Wyniki mogg wskazywad, ze obnizona przezywalnos$¢ komoérek w wyniku dziatania PQ moze
by¢ spowodowana wzrostem proceséow wolnorodnikowych. Kolejne dane doswiadczalne
wskazujg, ze wzrost uwalnianych endogennie peptydéw AP powoduje zwiekszong aktywnosc
GSK3BpS9 w komodrkach APPsw, natomiast peptydy AP nie wptywajg na poziom
immunoreaktywnosci biatka GSK3B i GSK3BpY216. Aby podkreslic zalezno$¢ pomiedzy
wzrostem poziomu AB, a wzrostem aktywnosci GSK3B zbadano poziom
immunoreaktywnosci biatka tau na Ser396, ktére obecnie wiadomo, ze jest fosforylowane
przez GSK3B. Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem aktywnosci GSK3B dochodzi do wzrostu
poziomu ufosforylowanego biatka tau w komérkach APPsw. Zjawiska te mogg powodowacd
zaburzenie funkcji cytoszkieletu komorek APPsw w poréwnaniu do komoérek kontrolnych

PC12.




