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STRESZCZENIE

Choroba Alzheimera (chA) jest chorobg zwyrodnieniowg uktadu nerwowego
1 najcigzsza formg otgpienia. Starzenie si¢ jest istotnym czynnikiem ryzyka dla sporadycznej
postaci chA o niewyjasnionej etiologii i mechanizmie wystepujacej u ponad 90% 0sob chorych na
chA. Pozostate 5-10% stanowi rodzinna posta¢ chA o wczesnym poczatku uwarunkowana
zmianami genetycznymi. Kluczowymi zmianami neuropatologicznymi stwierdzanymi w mézgu
0s0b chorych jest akumulacja peptydu B amyloidu (AB) i nadmiernie ufosforylowanego bialtka tau,
ktore w procesie chorobowym zmieniajg konformacjg¢ i ulegajg agregacji prowadzac do tworzenia
odpowiednio oligomerow AP (ABO), fibryli i zewnatrzkomoérkowych blaszek starczych oraz
wewnatrzkomorkowych splatkow neurofibrylarnych. ABO, ale takze ufosforylowane biatko tau
moga wywotywac zaburzenia neuronalne poprzez kilka mechanizméw, w tym aktywacje kaskady
wolnorodnikowej, stresu oksydacyjnego, uposledzenie szlakow sygnatowych oraz dysfunkcje

potaczen synaptycznych i mitochondridw.

W ciagu ostatnich lat sformutowano wiele hipotez probujacych wyjasniajacych potencjalne
patomechanizmy/ przyczyny chA. Wsrdd nich dominujaca od ponad 25 lat i nadal aktualna jest
hipoteza kaskady amyloidowej, hipoteza stresu oksydacyjnego oraz od dekady coraz cze¢sciej
rozpatrywana hipoteza metaboliczna i mitochondrialna. Obecnie hipoteza mitochondrialna nadal
zajmuje kluczowa pozycje ze wzgledu na istotng /fundamentalng role mitochondriow
w komorkach eukariotycznych. Scisle z nig potaczona jest hipoteza metaboliczna dotyczaca
zaburzen przemian glukozy, ktora w ostatnim dziesigcioleciu przezywa renesans ze wzgledu na

liczne badania wskazujace, ze cukrzyca typu II stanowi powazne ryzyko dla rozwoju chA.

Uposledzenie funkcji mitochondriow wydaje si¢ by¢ wczesnym 1 krytycznie waznym
zdarzeniem w procesie starzenia si¢ mézgu i w patogenezie/patomechanizmie chA. Dysfunkcja
mitochondriow moze mie¢ wplyw na ekspresje i metabolizm biatka prekursorowego amyloidu
(APP), a takze akumulacje AP, a zatem moze by¢ uwazana za wyzwalacz odpowiedzialny za
rozwd@j zmian molekularnych i funkcjonalnych charakterystycznych objawdéw chA. AP moze
wywolywaé dysfunkcje metaboliczne, zmniejszenie zuzycia tlenu, obnizenie mitochondrialnej
obrony antyoksydacyjnej oraz poziomu ATP/NAD" i aktywacje glikolizy. Znaczenie zaburzen

przemian biatka APP i f amyloidu nie budzi watpliwo$ci w rodzinnej postaci chA, natomiast nie



jest w pelni akceptowane i wywoluje liczne kontrowersje i dyskusje w przypadku postaci
sporadycznej chA. Uwalnianie peptydow AP i wzrost ich stezenia w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej wptywa nie tylko na funkcje zakonczen synaptycznych i neurony, ale
réwniez na otaczajace komorki glejowe, a przede wszystkim na komoérki mikrogleju, ktore petnia
wazne funkcje zar6wno neuroprotekcyjne, jak rowniez aktywujg procesy zapalne i1 odgrywaja
istotng role¢ w progresji chA. Komorki mikrogleju, wpltywaja na rozwdj moédzgu, zywotnosci
neurondOw procesy starzenia si¢ i neurodegeneracji. Wzajemna interakcja miedzy komorkami
nerwowymi i glejowymi ma kluczowe znaczenie dla przebiegu neurodegeneracji/ neurozapalenia.
Oddzialywanie ABO z mikroglejem moze prowadzi¢ do ich aktywacji i skutkowa¢ wytwarzaniem
chemokin, neurotoksycznych cytokin oraz reaktywnych form tlenu i azotu, ktore sg szkodliwe dla
OUN. Mikroglej pelni réwniez role neuroprotekcyjna, poprzez swoja zdolno$¢ do fagocytowania
AP i1 uwalniania cytokin przeciwzapalnych. W zwigzku z powyzszym istnieje nadal potrzeba
zbadania znaczenia oligomerow AP w zaburzeniach proceséw molekularnych, transkrypcji gendw
kodujacych biatka zaangazowane w dynamike i funkcje mitochondriéw. Pomimo wieloletnich
badan nad znaczeniem peptydow AP w patologii chA, procesy molekularne lezace u podstaw

toksycznosci tych peptydow nie s3 w pelni wyjasnione.

Dlatego celem niniejszych badan bylo zbadanie transkrypcji genéw kodujacych biatka
antyoksydacyjne, biatka kompleksow oddechowych tancucha transportu elektronéw oraz bialek
regulujacych fuzj¢/podziat 1 biogenezg mitochondriow w modelu komorkowym cytotoksycznosci
APBO oraz w modelu zwierzgcym choroby Alzheimera. Analizowano roéwniez poziom wybranych
biatek i aktywno$¢ oksydazy cytochromu C koncowego enzymu w tancuchu transportu

elektrondéw.

W niniejsze] pracy zastosowano model cytotoksycznego dzialania egzogennych
oligomerow peptydu AP (APO142) w komorkach guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy
szczura (fac. Pheochromocyotma-PC12. Ponadto inkubowano z APO komorki neuronalne — SH-

SY5Y ludzkiej neuroblastomy oraz unie$miertelnione mysie komorki mikrogleju —-BV2.

W badaniach na komoérkach oceniono wptyw APO na poziom wolnych rodnikéw za
pomoca sondy fluororescencyjnej (DCF), wrazliwos¢ komorek na stres oksydacyjny i ich
przezycie za pomocg testu z uzyciem soli tetrazolowych (MTT), a w przypadku komorek PC12

zbadano dodatkowo poziom komoérek apoptotycznych w réoznym czasie inkubacji z ABO oraz



poziom immunoreaktywnosci dla czgsteczki sygnalizacyjnej poli (ADP-rybozy) - PAR, ktora jest
produktem aktywnosci poli (ADP-rybozo) polimerazy, PARP-1, enzymu jadrowego zwigzanego
z DNA. Enzym ten jest jadrowym odbiorcg kaskady wolnorodnikowej i molekularnym
regulatorem proceséw przezycia 1 S$mierci komorki. Wobec powyzszego w badaniach
uwzgledniono dzialanie inhibitora polimerazy poli (ADP-rybozy) 1 (PARP-1). Z kolei

w komorkach mikroglejowych i neuronalnych oceniono aktywno$¢ oksydazy cytochoromu C.

Ponadto badania prowadzono na korze mdzgowej uzyskanej z myszy transgenicznych
FVB-Tg (APP LD2/B6) z wprowadzonym ludzkim genem dla APP zawierajagcym mutacje
londynska (Thyl; APP) Val717lle, ktore stanowig model rodzinnej postaci choroby Alzheimera.
Do badan uzyto 3 grupy wiekowe zwierzat — 3, 6 i 12 miesigczne. Grupy kontrolne o odpowiednim
wieku stanowily zwierzgta bez transgenu. W zwierzecym modelu do$wiadczalnym zbadano
réwniez poziom immunoreaktywnos$ci dla bialek dynamiki mitochondrialnej oraz enzymow dla
wybranych podjednostek kompleksow oddechowych u 12 miesigcznych myszy oraz aktywnos$¢
oksydazy cytochromu C u 3 i 12 miesigcznych myszy.

W przedstawionej pracy stwierdzono, ze AP znaczaco wplywa na obnizenie zywotnos$ci
wszystkich badanych komoérek. W przypadku komoérek PC12 zaobserwowano réwniez wzrost
komorek apoptotycznych zalezny od czasu inkubacji z AB. Prezentowane w niniejszej pracy
wyniki na komoérkach wykazaty, ze oligomery Api-42 znaczaco wplywaly na poziom wolnych
rodnikow w komorkach neuronalnych PC12i SH-SYSY oraz ale nie miaty wptywu na poziom

ROS w komdrkach mikrogleju BV2 w badanych czasach inkubacji -24 godz.

W prowadzonych badaniach na komoérkach PC12 wykazano, ze peptydy ABO
w wyniku dziatania w czasie 96 godz. inkubacji spowodowaly obnizenie transkrypcji genow
(Sod1, Sod2, Gpx1, Gpx4, Gsr), kodujacych biatka antyoksydacyjne oraz obnizenie transkrypcji
gendw (Opal, Mfn2, Dnm1, Fisl) kodujacych biatka zaangazowane w procesie rozszczepienia
i fuzji mitochondriow, jak rowniez obnizenie ekspresji genow: mt-Nd1, Sdha, mt-CytB kodujacych
biatka podjednostek komplekséw oddechowych (I, 11, IIT) ETC. Peptydy ABO nie mialy natomiast
wplywu na poziom ekspresji genu (Cat) kodujacego katalaze, na transkrypcje genu Mnfl oraz genu
mt-Col, kodujacego podjednostke kompleksu IV. Ponadto peptydy APO w krétkim czasie
dziatania (24 godz. inkubacji) pozostawaly bez istotnego wptywu na poziom ekspresji wszystkich

badanych genow.



Wyniki badan na komorkach PC12 pokazaty wzrost poziomu PAR po 24 godz. inkubacji
z AP. Natomiast zastosowanie inhibitora PARP-1 (PJ34) niwelowalo nadmierng aktywacje PARP-
1 okreslang wzrostem poziomu immunoreaktywnosci czasteczek PAR. Kolejno sprawdzono
dziatanie inhibitora PJ43 na poziom mRNA dla wyzej wymienionych genéw. Wyniki pokazaty,
ze farmakologiczne zahamowanie PARP-1 przy uzyciu inhibitora PJ34 istotnie zwicksza poziom
MRNA genéw (mt-Nd1, Sdha, mt-Cytb) kodujacych biatka trzech komplekséw oddechowych.
W obecnosci ABi-42 inhibitor ten wptywal wytacznie na poziom mRNA genu Sdha kodujacego
podjednostke kompleksu II. Ponadto PJ34 aktywowat ekspresje genow Opal i Mfn2 w obecnosci
peptydow AP. Uzyskane wyniki na komorkach PC12 pokazujg, ze inhibitor PARP-1 poprzez
aktywacj¢ ekspresji genéow kodujacych enzymy anty-oksydacyjne 1 biatka dynamiki
mitochondriow oraz podjednostki kompleksow oddechowych w krétkim czasie dziatania moze
korzystnie wptynag¢ na poziom wolnych rodnikdéw i stan energetyczny komorek i wywieraé

cytoprotekcyjny efekt.

Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki na komorkach  neuronalnych
i glejowych pokazuja, ze ekspresja genow kodujacych kluczowe enzymy antyoksydacyjne Sodl
i Sod2 przebiega odmiennie w =zalezno$ci od rodzaju komorek. Ekspresja genu dla
mitochondrialnego Sod2 byta prawie czterokrotnie wyzsza po 24 godzinach traktowania ABO
w komorkach BV2, co moze $wiadczy¢ o uruchomieniu mechanizméw obronnych w komorce
zapobiegajac przed wzrostem stresu oksydacyjnego. Natomiast ekspresja genu tego enzymu w

komorkach neuronalnych SH-SYS5Y byta obnizona.

Ponadto wyniki badan dotyczace toksycznosci peptydow AP wskazuja na nizszg ekspresje
genu  badanych  podjednostek  kompleksu I (mt-Nd1) i Il (Sdha) ETC
w komorkach mikrogleju BV2 traktowanych APO. Istotne zmiany zaobserwowano poO
krotkotrwatej inkubacji (24 godziny). Natomiast znaczaca ponad 4 krotna aktywacja ekspresji
genu kodujgcego Sod2 w komoérkach BV2 moze sugerowac, ze jest to element mechanizmu
chronigcego mitochondria przed wzrostem poziomu wolnych rodnikow generowanych przez
uposledzong ETC w warunkach toksyczno$ci ABO. Analiza ekspresji gendw podjednostek ETC
w komorkach SH-SYSY wykazata nizszy poziom mRNA dla podjednostki kompleksu II (Sdha)
po 24 godz. traktowania ABO.



Aktywno$¢ oksydazy cytochromu C w komoérkach BV2 byla trzykrotnie wyzsza
w porownaniu do aktywnosci tego enzymu w komorkach SH-SYSY. Traktowanie komorek ABO

przez 24 godz. nie powodowato zmian aktywnosci tego enzymu.

Wyniki uzyskane na komorkach neuronalnych (SH-SY5Y) i komdrkach mikrogleju (BV2)
swiadczg o tym, ze zmiany ekspresji badanych genow w komoérkach mikroglejowych (BV2) sa
silniej wyrazone niz w komodrkach neuronalnych (SHSY-5Y). Nalezy jednak z ogromna
ostroznoscig porownywacé¢ wptyw A w tych obu liniach komoérkowych. Niemniej jednak zjawiska
te mogg mie¢ znaczenie dla zrozumienia proceséw molekularnych przebiegajacych w réznych
typach komorek w odpowiedzi na stres wywotany dziataniem ABO i moga by¢ pomocne w ocenie
znaczenia roli mikrogleju w pelnieniu funkcji ochronnych, cytoprotekcyjnych w stosunku do

komorek neuronalnych w okreslonych warunkach.

Doswiadczenia prowadzone na mysich modelach choroby Alzheimera pokazaty znaczace
zmiany w ekspresji genéw kodujacych enzymy zaangazowane w obrong¢ antyoksydacyjna
i dynamik¢  mitochondriow w  korze moézgowej myszy z chA  (APP+)
w porownaniu do odpowiednich wiekowo mysz kontrolnych bez transgenu (APP-).
W przeprowadzonych badaniach w korze mézgu myszy z chA, stwierdzono obnizenie genu dla
Sirtl u 3 1 12 miesigcznych myszy, enzymu waznego w licznych procesach zyciowych komorki

oraz w metabolizmie biatka APP poprzez regulacje sekretazy alfa.

Ponadto stwierdzono zmiany ekspresji genu PARP-1, ktéry koduje kolejny enzym,
podobnie jak Sirtl, nalezacy do rodziny enzymow zaleznych od NAD. PARP-1 petni kluczowa
role w regulacji licznych czynnikéw transkrypcyjnych, w mechanizmie naprawy DNA
w warunkach stresu oksydacyjnego i jak wspomniano wyzej odpowiedzialny jest za mechanizmy
przezycia 1 $mierci komodrek. Wyniki pokazujg przejSciowe obnizenie transkrypcji genu
kodujacego PARP-1 w korze 3 miesigcznych myszy i wzrost poziomu mRNA u 6 miesigcznych
zwierzat 1 zmiany te moga by¢ wynikiem reakcji na stres oksydacyjny towarzyszacy dziataniu
ABO.

W kolejnych badaniach przeanalizowano ekspresje genow dla biatek dynamiki
mitochondriow. Stwierdzono podwyzszong ekspresje genow dla Fisl u 3 i 6 miesigcznych myszy
oraz genu Dnm1 u 6 miesiecznych myszy APP+ z chA, natomiast zmian tych nie obserwowano

w korze 12 miesigcznych myszy z chA. W badaniu poziomu biatka metodg immunochemiczng



w korze moézgu 12 miesigcznych myszy z chA nie stwierdzono réwniez zmian w poziomie
immunoreaktywnosci Drpl i1 Fis 1. Réwnoczesnie na wczesnym etapie chA u 3 1 6 M myszy
stwierdzono wzrost ekspresji genu dla OPA1 i brak zmian w korze 12 M myszy z chA
w porownaniu do kontroli odpowiednich wiekowo. Poziom immunoreaktywnos$ci tego biatka
rowniez nie ulegat zmianie w korze mézgu 12 M myszy z chA. Stwierdzono natomiast obnizenie
poziomu mRNA 1 biatka dla Mfnl u 12 miesi¢cznych myszy z chA. Wyniki te mogg sugerowac,
ze zmiany te moga zaburza¢ dynamike¢ mitochondriow. Prezentowane badania ekspresji genow
dla wybranych podjednostek komplekséw oddechowych w korze mézgowej myszy wykazaty, ze
ekspresja genu dla podjednostka kompleks I (mt-Nd1) jest znamiennie obnizona u 12 miesigcznych
myszy transgenicznych. Poziom mRNA dla pozostatych badanych podjednostek jest
nieznamiennie obnizony, z wyjatkiem IV kompleksu mitochondrialnego, gdzie zaobserwowano
podwyzszony znamiennie poziom mRNA dla podjednostki mt-Col u 6 i 12 miesiecznych myszy
z chA. Przeprowadzono badania poziomu immunoreaktywnosci dla innej podjednostki I[V-COXI|I

kompleksu IV 1 stwierdzono obnizenie jej poziomu.

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki odno$nie biogenezy mitochondrialnej wykazaty,
ze poziom mRNA dla Ppargl i PPAR-« jest statystycznie znamiennie obnizony u 12 miesi¢cznych
myszy APP+, co moze $wiadczy¢ o zaburzeniu biogenezy mitochondrialnej w $rednio
zawansowanym stadium chA. Roéwniez wynik poziomu immunoreaktywnosci dla PGC-la
potwierdzit t¢ zalezno$¢. Stwierdzono takze, ze poziomy mRNA genu Tfam, odpowiedzialnego za
metabolizm mtDNA oraz genow jadrowych takich jak: Nrfl i Nrf2 sa podwyzszone na wezesnym
stadium, co z kolei sugeruje uruchomienie mechanizméw ochronnych. Jednak w kolejnym stadium
U 6 i 12 miesiecznych myszy zaobserwowano istotne obnizenie ekspresji gendw Nrf2, co ze
wzgledu na jego istotne znaczenie moze wplywaé na zaburzenie struktury i funkcji

mitochondridw.

Uzyskane wyniki badan moga by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu mechanizmoéw
toksycznos$ci oligomerow peptydéw AP poprzez poznanie ich roli w zmianach transkrypcji genow
zaangazowanych w regulacj¢ stresu oksydacyjnego, dynamiki i biogenezy mitochondriow
w modelach do§wiadczalnych chA. Ponadto wyniki te umozliwiaja wskazanie nowych punktow

uchwytu dla strategii cytoprotekcyjnej w chA.



