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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Badania ostatniej dekady wskazujg na kluczowsa role biatek a-synukleiny (a-Syn)
oraz parkiny w molekularnych mechanizmach zaangazowanych w procesy obumierania
neurondw dopaminergicznych w chorobie Parkinsona (ChP). Mutacje w genie kodujacym
a-Syn sg odpowiedzialne za rozwdj rodzinnej ChP dziedziczonej w sposob autosomalny
dominujgcy, natomiast mutacje w genie kodujgcym parking wptywaja na rozwoj choroby
przekazywanej w sposob autosomalny recesywny. Czynniki wywolujgce zmiany
zwyrodnieniowe w ChP do chwili obecnej nie zostaly ostatecznie okreslone, jednakze
najnowsze badania sugeruja, ze oligomeryzacja a-Syn, a nast¢pnie agregacja i odktadanie
si¢ tego biatka w cytoplazmie moze mie¢ kluczowe znaczenie w patomechanizmie
tej choroby. Udowodniono, ze uwolnione do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej oligomery
a-Syn wywieraja najsilniejsze cytotoksyczne dzialanie na komorki dopaminergiczne szlaku
czarno-prazkowiowego i prowadzg do zaburzen funkcji motorycznych obserwowanych
w ChP. Mechanizm cytotoksycznego dziatania zewnatrzkomoérkowej a-Syn moze obejmowac
zaburzenia przepuszczalno$ci btony komoérkowej 1 deregulacje receptoréw blonowych,
co skutkuje zaburzeniem homeostazy wapniowej i zwigkszonym uwalnianiem tlenku azotu
(NO) oraz innych wolnych rodnikéw tlenowych, jak réwniez deregulacja mitochondriow
oraz siateczki $rodplazmatycznej (ang. endoplasmic reticulum - ER). W konsekwencji

prowadzi to do zaburzenia funkcji synaps i neurodegeneracji.

Z kolei, udziat parkiny w patomechanizmie sporadycznej ChP jest zwigzany
z zahamowaniem jej fizjologicznych funkcji wskutek mutacji lub modyfikacji wywotanych
dziataniem stresu oksydacyjno-nitrozacyjnego. Parkina, jako ligaza ubikwitynowa ES3,
katalizuje ubikwitynacje biatek i jest enzymem o kluczowym znaczeniu dla prawidtowego
funkcjonowania systemu ubikwityna-proteasom (ang. ubiquitin-proteasome system - UPS).
Ponadto pelni ona istotng role¢ w cyklu zyciowym mitochondriow regulujac ich biogenezeg,
fuzje, rozszczepienie oraz degradacj¢ na drodze mitofagii. Zaburzenie poziomu i aktywnosci
parkiny, a w konsekwencji utrata jej funkcji fizjologicznych, moze wigc przyczyniac
si¢ do akumulacji nieprawidtowo pofatdowanych lub toksycznych biatek oraz zaburzen
funkcji 1 cyklu zyciowego mitochondriow. Pomimo iz zaburzenia funkcji parkiny,
jak rowniez oligomeryzacja i zewngtrzkomoérkowe uwalnianie a-Syn sg Kluczowymi
mechanizmami zwigzanymi z powstawaniem i rozwojem ChP, niewiele badan wskazuje

na funkcjonalne interakcje pomigdzy tymi biatkami.



Ze wzgledu na funkcje parkiny jako ligazy ubikwitynowej E3, zainteresowania
naukowcow skoncentrowane byly wylacznie na zbadaniu jej udziatu w degradacji
oraz akumulacji a-Syn w neuronach. Wykazano jednak, ze gromadzaca si¢ w warunkach
patologicznych a-Syn nie jest bezposrednim substratem dla parkiny, a istotng role
w jej usuwaniu petni szlak autofago-lizosomalny. Z drugiej strony istniejg dane wskazujace,
ze w  warunkach  stresu  oksydacyjnego-nitrozacyjnego,  ktory  towarzyszy
oligomeryzacji/agregacji a-Syn, moze dochodzi¢ do modyfikacji potranslacyjnych parkiny,
zaburzenia jej aktywnos$ci 1 utraty funkcji fizjologicznych zwigzanych z usuwaniem
nieprawidlowych dysfunkcyjnych bialek. Poniewaz parkina jest istotnym biatkiem w regulacji
cyklu zyciowego i kontroli jako$ci mitochondriéw, zaburzenie jej funkcji moze prowadzi¢
do nieprawidlowosci w funkcjonowaniu catej sieci mitochondrialnej, a w konsekwencji
do $mierci neuronéw. Jednak do chwili obecnej nie =zidentyfikowano czynnikow
odpowiedzialnych za dysfunkcje parkiny. Wobec powyzszego celem pracy byta weryfikacja
hipotezy badawczej, ze a-Syn w sposob zalezny od NO i wolnych rodnikéw tlenowych
prowadzi do modyfikacji potranslacyjnych parkiny i1 zaburzen jej funkcji, a w konsekwencji

do uszkodzenia mitochondriow.

W niniejszych badaniach zastosowano model cytotoksycznego dziatania egzogennych
oligomerow o-Syn (5 puM) w komodrkach dopaminergicznych guza chromochtonnego
nadnerczy szczura (tac. Pheochromocytoma - PC12). Ponadto badania prowadzono
na komorkach PC12 ze stabilng nadekspresja parkiny, traktowanych egzogennymi
oligomerami a-Syn oraz na komodrkach PC12 z czesciowym wyciszeniem parkiny. Badania
prowadzono w oparciu 0 metody spektrofotometryczne, spektrofluorymetryczne,
luminescencyjne, immunochemiczne, chromatograficzne oraz mikroskopowe, wzbogacone

o analiz¢ poziomu ekspresji genow.

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki wykazaly, ze inkubacja komorek
z oligomerami o-Syn indukowata wzrost poziomu jonéw wapnia (Ca’") w cytosolu
oraz poziomu wolnych rodnikow tlenowych, w tym NO. Ponadto wykazano, ze w wyniku
dzialania egzogennej o-Syn dochodzi do zaburzenia potencjatu oksydoredukcyjnego,
aktywacji stresu oksydacyjno-nitrozacyjnego, uszkodzenia DNA i indukcji programowanej
$mierci komorek dopaminergicznych. Zaobserwowano réwniez, ze zahamowanie syntezy NO
1 innych wolnych rodnikoéw tlenowych zapobiega obumieraniu komoérek w wyniku dziatania
egzogennej a-Syn, €O sugeruje istotne znaczenie stresu oksydacyjno-nitrozacyjnego

w molekularnych mechanizmach toksycznosci tego biatka.



Wykazano, ze pod wptywem dziatania oligomerow a-Syn dochodzi do S-nitrozylacji,
autoubikwitynacji, a nast¢pnie degradacji parkiny. Z kolei zastosowanie inhibitora syntazy
NO (NNLA) lub zmiatacza wolnych rodnikow, N-acetylocysteiny (NAC) przeciwdziata
zaleznej od a-Syn dysfunkcji parkiny. Badania te wskazujg, ze oligomery a-Syn w sposob
zalezny od NO prowadza do uszkodzenia funkcji parkiny i utraty jej cytoprotekcyjnych
wlasciwosci.

Badania niniejszej pracy wykazaly, ze obnizenie poziomu parkiny w wyniku
wyciszenia ekspresji genu Prkn skutkuje obnizeniem mitochondrialnego potencjatu
btonowego, zwiekszong produkcjg rodnika ponadtlenkowego oraz spadkiem poziomu
wewnatrzkomérkowego ATP. Zaobserwowane w niniejszej pracy zaburzenia funkcji
mitochondriow w wyniku zahamowania ekspresji parkiny nie wydajg si¢ by¢ bezposrednio
zwigzane z deregulacja dynamiki tych organelli, poniewaz nie wykazano istotnych zmian
poziomu bialek regulujacych procesy fuzji i rozszczepienia mitochondriow. Jednakze
wyciszenie ekspresji genu Prkn skutkowalo znacznym obnizeniem poziomu czynnika
transkrypcyjnego PGC-1 a, ktory jest gtownym regulatorem biogenezy mitochondriow,
oraz powodowalo obumieranie komorek PC12. Wyniki te sugeruja, ze utrzymywanie
prawidtlowego poziomu parkiny jest niezb¢edne dla prawidlowego funkcjonowania

mitochondridow 1 zywotnos$ci komoérek dopaminergicznych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze toksyczne dziatanie a-Syn w komoérkach PC12 moze
nie by¢ catkowicie zalezne od deregulacji parkiny, bo chociaz zmniejszenie poziomu tego
enzymu wywotuje znamienne obnizenie przezywalnosci komorek, to efekt ten jest znacznie
mniejszy w poréwnaniu z cytotoksycznoscig wywotang przez oligomery a-Syn. Ponadto,
zaobserwowano, ze nadekspresja parkiny w komodrkach PC12 tylko cze$ciowo zapobiega
toksycznos$ci a-Syn, podczas gdy obnizenie poziomu wolnych rodnikéw tlenowych
przyczynia si¢ do catkowitego zahamowania neurodegeneracji wywotanej dzialaniem tego

biatka.

W badaniach prowadzonych na komoérkach PC12 z nadekspresja parkiny wykazano,
ze dziatanie a-Syn skutkuje obniZzeniem mitochondrialnego potencjalu btonowego, co wptywa
na zwigkszenie produkcji mitochondrialnego rodnika ponadtlenkowego oOraz obnizenie
poziomu wewnatrzkomérkowego ATP. Ponadto w wyniku inkubacji z oligomerami a-Syn
dochodzi do zwigkszenia mitochondrialnego potencjatu oksydoredukcyjnego. Jednoczes$nie
zaobserwowano protekcyjny wptyw nadekspresji parkiny na zalezne od oligomeréow a-Syn

zaburzenie funkcji mitochondriow.



Zaobserwowano, ze w wyniku dziatania egzogennych oligomeréw o-Syn dochodzi
do fragmentacji mitochondriow oraz obnizenia poziomu mitofuzyny-1 i mitofuzyny-2, biatek
regulujacych fuzje tych organelli. a-Syn nie wplywata natomiast na poziom pozostatych
biatek regulujacych dynamike mitochondriow. W niniejszej pracy wykazano, ze chociaz
nadekspresja parkiny w istotny sposob zapobiega rozszczepieniu mitochondriow
wywotanemu przez a-Syn, to nie wplywa na obnizenie poziomu mitofuzyn w wyniku
dziatania tego biatka. Ponadto nadekspresja parkiny wplywa na obnizenie poziomu mitofuzyn
per se. W $wietle tych danych mozna sugerowac, ze parkina zapobiega wywolanemu przez
a-Syn rozszczepieniu mitochondriow w sposéb niezalezny od zmian w ilosci biatek

regulatorowych procesu fuzji/rozszczepienia.

W wyniku inkubacji komorek dopaminergicznych z oligomerami a-Syn obserwowano
nagromadzenie si¢ pofragmentowanych mitochondriéw na skutek zaburzenia ich degradacji
w lizosomach. Jednoczesnie uzyskane wyniki badan pokazuja, ze w wyniku dzialania
egzogennej a-Syn dochodzi do zahamowania aktywnosci mTOR wskutek obnizenia
fosforylacji tego enzymu na serynie 2448, co moze przyczynia¢ si¢ do aktywacji procesu
autofagii. Obserwowane w niniejszej pracy zaburzenia procesu mitofagii wskutek dziatania
a-Syn bezposrednio wynikaja z obnizenia poziomu parkiny w mitochondriach, co powoduje
spadek ubikwitynacji bialek mitochondrialnych. Z kolei nadekspresja parkiny catkowicie
zapobiegata deregulacji mitofagii wywotanej przez a-Syn wskutek zwigkszenia poziomu
ubikwitynowanych biatek mitochondrialnych. Ponadto o-Syn powodowata zaburzenia
syntezy mitochondriow de novo poprzez zalezne od parkiny obnizenie poziomu PGC-1 a.
Uzyskane wyniki pokazuja, ze w warunkach dziatania egzogennej a-Syn obnizony poziom
parkiny zaburza rownowage¢ pomigdzy procesami biogenezy mitochondriow 1 mitofagii,

co prowadzi do nagromadzenia uszkodzonych mitochondriow.

Podsumowujgc, wyniki uzyskane w tej pracy po raz pierwszy wykazaly istotne
znaczenie deregulacji parkiny w molekularnych mechanizmach toksycznosci oligomerow
a-Syn. Co wigcej, W niniejszej pracy po raz pierwszy udokumentowano istnienie

funkcjonalnych zaleznosci pomiedzy a-Syn i parking, a zaburzeniami funkcji mitochondriow.



