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Streszczenie

Etiopatogeneza idiopatycznej Choroby Parkinsona (ChP) pomimo wieloletnich badan
nie zostala w pelni wyjasniona, a jej terapia pozostaje nieskuteczna. Poznanie mechanizmow
molekularnych odpowiedzialnych za obumieranie neuronow w ChP jest istotnym wyzwaniem
dla wspolczesnej nauki. W ostatniej dekadzie dokonat si¢ ogromny postep w zrozumieniu roli
zaburzen sfingolipidow w patogenezie/patomechanizmie chorob neurodegeneracyjnych,
takich jak stwardnienie rozsiane (sclerosis multiplex, SM) niedotlenienie/niedokrwienie
modzgu, urazowe uszkodzenie mézgu czy Choroba Alzheimera (ChA). Badania ostatnich lat
wskazuja na udzial zmian w homeostazie bioaktywnych sfingolipidow. W procesie tym
kluczows role petnia kinazy sfingozyny (Sphk1/2) (EC:2.7.1.91), ktore sg konserwatyw nymi
enzymami lipidowymi, przeprowadzajacymi fosforylacje sfingozyny do sfingozyno-1-
fosforanu (S1P). S1P syntetyzowany przez Sphkl jest wysoce reaktywng czasteczka, ktora
wywiera dziatanie anty-apoptotyczne, bierze udzial w regulacji procesdéw neurogenezy,
réznicowania, migracji komorek oraz ich programowanej $mierci. SIP dziala na komorke
w dwojaki sposob: jako wewnatrzkomorkowy przekaznik drugiego rzedu oraz jako
przekaznik pierwszego rzgdu, za posrednictwem pieciu receptoréw btonowych sprzgzonych
z bialkami G: S1PR1-5. Obie kinazy (Sphkl i Sphk2) peinig kluczows role w regulacji
przezycia/$mierci komorki poprzez utrzymywanie homeostazy aktywnych sfingolipidéw, S1P
oraz ceramidu. Lipidy te pelnig przeciwstawng funkcje odpowiednio anty i pro-apoptotyczna,
co czyni enzymy syntetyzujace 1 degradujagce SIP cennymi punktami uchwytu
w opracowywaniu nowych strategii terapeutycznych wielu choréb. Wzrost poziomu S1P
moze wptywacé na aktywacje procesOw nowotworzenia, natomiast obnizenie jego poziomu
i jednoczesny wzrost stezenia ceramidu obserwowany jest w ChA oraz w przebiegu innych
chorob neurodegeneracyjnych. Agonista receptorow S1P - fingolimod (FTY720) jest
pierwszym doustnym lekiem immunosupresyjnym w SM. Znaczenie Sphk1/S1P w patologii
ChP jest do chwili obecnej niewyjasnione.

Celem rozprawy bylo zbadanie poziomu ekspresji 1 aktywnos$¢ Sphk1 oraz jej udzialu
w mechanizmie §mierci komorek nerwowych. Ponadto badano potencjalne neuroprotekcyjne
wiasciwosci  SIP, jego analogdw oraz agonistow receptorow S1P w modelach

doswiadczalnych ChP.



Zastosowano chemiczny model ChP, wywotany toksyna 1-metylo-4-fenylopirydyna
(MPP+) oraz jej prekursorem zdolnym przenika¢ barier¢ krew-moézg: 1-metylo-4-fenylo-
1,2,3,6-tetrahydropirydyng (MPTP). Dzialaniu tej toksyny poddano odpowiednio ludzka lini¢
komorkowa neuroblastoma (SH-SY5Y) oraz doroste myszy szczepu C57BL/6. Celem
pierwszej czeSci moich badan byla analiza poziomu ekspresji/aktywnosci enzyméw
metabolizujacych S1P, ze szczegdlnym uwzglednieniem Sphkl oraz ocena protekcyjnych
wiasciwosci 1 mechanizmu dziatania SIP w komodrkach SH-SY5Y w stresie oksydacyjnym
wywotanym MPP+ (3 mM). Prezentowane w niniejszej pracy wyniki po raz pierwszy
wykazaly obnizenie poziomu ekspresji i aktywnosci Sphk1 oraz jednoczesny wzrost ekspresji
liazy SIP w komorkowym modelu ChP. Wyniki wskazuja na obnizenie
wewnatrzkomorkowego poziomu tego aktywnego lipidu. Stwierdzono, ze hamowanie
aktywnosci Sphk1 powoduje wzrost poziomu wolnych rodnikow (WR) oraz indukuje procesy
molekularne prowadzace do aktywacji apoptotycznej Smierci komorek. Stwierdzono, ze
w mechanizmie $mierci komorek wywolanej zaréwno toksycznoscia MPP+, jak
1 farmakologicznym obnizeniem aktywnosci Sphkl zaangazowane sg procesy molekularne,
prowadzace do wzrostu ekspresji biatek pro-apoptotycznych (Bax i Hrk), obnizenia poziomu
cytochromu ¢ we frakcji mitochondrialnej oraz wzrostu aktywnos$ci kaspazy-3, ktorej
markerem jest obecno$¢ produktu proteolizy polimerazy poli(ADP-rybozy) PARP-1
o ciezarze 89 kDa. Uzyskane wyniki wskazuja, ze obnizenie ekspresji/aktywnosci Sphkl,
a tym samym syntezy SI1P moze by¢ kluczowym zjawiskiem w mechanizmie $mierci
komorek w warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego MPP+.

W kolejnych doswiadczeniach zbadano wplyw egzogennego S1P na zywotno$¢
komorek SH-SYSY, poziom WR i wybrane procesy molekularne w warunkach toksycznosci
MPP+. Wykazano, ze SIP (1 uM) powoduje obnizenie poziomu WR 1 ekspresji pro-
apoptotycznych biatek Bax 1 Hrk, a takze wzrost ekspresji Sphkl 1 zywotnosci komorek SH-
SY5Y poddanych dziataniu MPP+. Analiza zywotnosci komorek z udzialem agonistow
1 antagonistow poszczegolnych typoéw receptorow S1P wykazata, Ze za cytoprotekcyjny efekt
S1P w badanych warunkach stresowych odpowiada aktywacja przekaznictwa zaleznego od
receptora S1IPR1. Podobny efekt wykazuje analog S1P — FTY720 w formie ufosforylowanej
(FTYT720-P, 100 pM). Potencjalne neuroprotekcyjne wiasciwosci FTY720 byty przedmiotem

badan drugiego etapu (in vivo) niniejszej rozprawy.



Celem badan w zwierzecym modelu ChP byla ocena dziatania neuroprotekcyjnego
FTY720 - analogu sfingozyny i agonisty/modulatora wszystkich receptoréw S1P z wyjatkiem
S1PR2, na zmiany molekularne oraz na poziom immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozyny
(TH) w prazkowiu i §rodmdzgowiu myszy oraz na aktywnos¢ motoryczng zwierzat. Efekt
FTY720 porownywano z dziataniem pramipeksolu (PPX) — agonisty receptorow D2/D3 i leku
stosowanego w terapii ChP. Ponadto waznym zagadnieniem bylo zbadanie ekspres;ji
i aktywnosci Sphk1 w wybranych czesciach mézgu myszy w modelu ChP. Badania dotyczyty
rowniez udzialu pro-zyciowej kinazy Akt i1 zaleznej od niej fosforylacji biatka Bad. Wszelkie
analizy prowadzono po iniekcji dootrzewnowej MPTP, ktora podawano w schemacie
toksycznos$ci ostrej (w sumarycznej dawce 40 mg/kg mc w 3 iniekcjach). FTY720 i PPX
podawano w dawce 1 mg/kg mc 1 godz. po ostatniej iniekcji MPTP oraz przez 10 kolejnych
dni. Stwierdzono neuroprotekcyjne wiasciwosci FTY720 w modelu ChP, ktorych miarg byt
wzrost poziomu immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej (TH-IR) w prazkowiu
myszy. Zmiana ta byla porownywalna z efektem uzyskanym po podaniu PPX, ktory rowniez
przeciwdziatat obnizeniu aktywnos$ci 1 ekspresji Sphkl w toksycznosci MPTP. Uzyskane
wyniki wykazaly obnizenie poziomu mRNA 1 immunoreaktywnos¢i Sphkl, a takze
aktywnosci tego enzymu w s$rodmozgowiu myszy poddanych dziataniu MPTP. Wyniki
in vivo potwierdzajg zmiany ekspresji i aktywnosci Sphk1 i kinazy Akt stwierdzone w modelu
komorkowym toksycznosci MPP+. W mechanizmie dziatania obydwu substancji
farmakologicznych stwierdzono udziat pro-zyciowej kinazy Akt. Zaréwno FTY720, jak
1 PPX powoduja wzrost poziomu fosforylacji/aktywnosci tej kinazy w srodmozgowiu myszy
poddanych dziataniu MPTP. Zaobserwowano rowniez zwigkszony poziom fosforylacji biatka
Bad, zalezny od aktywnos$ci kinazy Akt. W wyniku tej modyfikacji Bad moze ulegac
sekwestracji w cytozolu, co hamuje jego pro-apoptotyczne dziatanie. Stwierdzono réwniez
obnizenie poziomu ekspresji pro-apoptotycznego biatka Bax w $§rodmoézgowiu myszy po
podaniu PPX w modelu toksycznosci MPTP. Analiza behawioralna wykazala, ze podanie
FTY720 oraz PPX w porownywalnym stopniu znamiennie wplywa na poprawe¢ wymuszonej

aktywnos$ci motorycznej myszy, mierzonej testem Rotarod, w stosowanym modelu ChP.



Podsumowujac, prezentowane w niniejszej pracy badania po raz pierwszy wykazaty
obnizenie poziomu ekspresji/aktywnosci Sphkl w komorkowym i zwierzecym modelu ChP.
Obnizona synteza S1P stanowi¢ moze istotny czynnik w patomechanizmie $mierci komorek
nerwowych w przebiegu ChP. Uzyskane wyniki wskazuja na neuroprotekcyjng role
stymulacji receptorow SIP przez specyficznych agonistow (S1P, SEW2871 - agoniste
receptora S1IPR1) oraz przez FTY720-P, analog S1P i modulator wszystkich receptorow dla
S1P z wyjatkiem S1PR2. W zwierzgcym modelu ChP FTY720 wykazuje neuroprotekcyjny
efekt porownywalny z PPX zar6wno na poziomie molekularnym, jak i w ocenie aktywnos$ci
lokomotorycznej. Ponadto, w mechanizmie dziatania neuroprotekcyjnego PPX stwierdzono
jego wplyw na przemiany metaboliczne bioaktywnych sfingolipidow. Uzyskane wyniki
wskazuja na celowos¢ dalszych poszukiwan nowych neuroprotektantow dzialajacych na
procesy przekaznictwa informacji, zaleznej od receptorow S1P celem doskonalenia strategii

terapeutycznych ChP.



