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Streszczenie

Choroba Alzheimera (ChA) jest chorobg neurodegeneracyjna, powodujaca
nieodwracalne zmiany w mozgu, ktére w konsekwencji doprowadzaja do cigzkiego
otepienia. Pomimo wielomilionowych naktadéw na badania i rozwo6j w dalszym ciggu nie
wynaleziono skutecznej terapii, ktéra moglaby zahamowaé rozwoj tej choroby.
Do charakterystycznych cech neuropatologicznych ChA zalicza si¢ nadmierne
ufosforylowanie biatka tau, ktére tworzy tzw. sploty neurofibrylarne oraz obecno$¢ ztogow
peptydu amyloidu beta (AB), ktoéry powstaje z biatka APP przy udziale enzymow
nazywanych sekretazami na drodze amyloidogennej. Kolejng réwnie wazng cechg zwigzang
z ChA jest obecnos¢ cial Lewy’ego =zawierajacych o-synukleing (ASN),
ktére sa obserwowane podczas autopsji az u okoto 50-60% pacjentéw z ChA.
Zarowno peptyd AP, jak 1 ASN w warunkach patologicznych na skutek zmiany konformacji,
agregacji oraz oligomeryzacji moga przybiera¢ formy toksyczne, z ktérych to oligomery
(dimery) wymieniane sa jako jedne z najbardziej szkodliwych. W wyniku toksycznego
oddziatywania peptydu AP oraz biatka ASN moze dochodzi¢ do zaburzenia rownowagi
jonowej w neuronach, aktywacji procesow zapalnych, zaburzenia i uszkodzenia neuronow
(synaps i neurytow), wzrostu stresu oksydacyjnego oraz zmian w aktywnosci kinaz

i fosfataz, co w koncowym efekcie powoduje obumieranie komorek nerwowych.

Jednym z istotnych enzymoéw, do ktorego nadreaktywnos$ci dochodzi podczas stresu
oksydacyjnego jest NAD" zalezna polimeraza poli(ADP-rybozy)-1 (PARPI).
Wzrost jej aktywnoS$ci zaobserwowano w modzgach o0s6b chorych na ChA.
Enzym ten podczas przebiegu ChA zostaje aktywowany w odpowiedzi na duzg liczbe
uszkodzen DNA wywotanych przez AB. Powoduje to obnizenie si¢ puli NAD" oraz ATP,
co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki. Dodatkowo, PARP1 poprzez regulacje
dostepnosci substratu, ktorym jest NAD" moze bra¢ udzial w modulacji aktywnosci innej
grupy enzymow — deacetylaz histonow klasy III - sirtuin. Sirtuiny (SIRTy), podobnie jak
PARPy maja istotne znaczenie w regulacji bialek oraz czynnikow transkrypcyjnych,
ktére sg niezbedne do prawidlowego funkcjonowania komorki. Jedng z najlepiej poznanych
sirtuin jest SIRTI1, ktora wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne w wielu chorobach
neurodegeneracyjnych  poprzez  regulacje  proceséw  zapalnych, enzymow
antyoksydacyjnych, udzial w naprawie DNA, regulacje¢ starzenia si¢ oraz $mierci komorki.

Sirtuina ta moze réwniez bra¢ udzial w promowaniu S$ciezki nieamyloidogennej



metabolizmu APP poprzez aktywacj¢ biatka ADAM10 wykazujacego dziatanie a-sekretazy.

Niestety poziomy SIRT1 moga ulega¢ znacznemu obnizeniu w ChA.

Badania ostatnich lat wykazaty, ze zaréwno do wzrostu poziomu peptydu AP,
jak rdwniez do nadreaktywno$ci enzymu PARP1 moze przyczyniaé si¢ ceramid, nalezacy
do rodziny bioaktywnych sfingolipidow. Bioaktywne sfingolipidy stanowiace wazny
sktadnik btony komoérkowej sg réwniez molekutami sygnalizacyjnymi majacymi istotne
znaczenie w regulacji procesow zachodzacych w komorce, takich jak: przezycie,
réznicowanie, proliferacja czy programowana $§mier¢. Oprocz ceramidu, ktory w stanach
patologicznych ma dziatanie pro-apoptotyczne, do rodziny bioaktywnych sfingolipidow
mozna zaliczy¢ pro-zyciowy ceramido-1-fosforan (C1P) oraz sfingozyno-1-fosforan (S1P).
Podczas przebiegu ChA w modzgach chorych obserwuje si¢ wzrost poziomu niektorych
ceramidéw wraz z towarzyszacym mu obnizeniem si¢ poziomu S1P. Sytuacja ta moze
doprowadzi¢ do zaburzenia rownowagi pomiedzy ceramidem a S1P, majacej istotne

znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania komorki.

Pomimo wieloletnich badan nad znaczeniem peptydéw AP oraz sekwencja proceséw
molekularnych w patologii ChA, patogeneza choroby nie jest do konca wyjasniona,
a dotychczas stosowana terapia nie przynosi satysfakcjonujacych efektow.
Wobec powyzszego, niezwykle waznym jest prowadzenie badan zmierzajacych
do lepszego zrozumienia zaburzen molekularnych lezacych u podstaw tej choroby
oraz weryfikacja dziatania wybranych zwiazkéw neuroprotekcyjnych. Dlatego tez,
celem ninejszej pracy bylo zbadanie poziomu mRNA gendéw kodujacych enzymy
metabolizmu APP, enzymy NAD'-zalezne (PARPy i SIRTy), enzymy metabolizmu
bioaktywnych sfingolipidow oraz wybrane bialka pro- 1 anty-apoptotyczne
w doswiadczalnych modelach choroby Alzheimera. Ponadto, uwzgledniono dziatanie
inhibitora polimerazy poli(ADP-rybozy) 1 (PARPI) oraz modulatora receptorow
sfingozyno-1-fosforanu (S1P).

W niniejszych badaniach zastosowano komérkowy model toksycznosci peptydow
AP (linia guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy szczura (Pheochromocytoma, PC12))
wywolany poprzez podanie zewnatrzkomoérkowe oligomerow AB1-42, jak rdwniez uzyto
komoérek PC12 transfekowanych genem APP, ktore charakteryzowaly si¢ zwigkszong
produkcja peptydu AB. Dodatkowo, w komodrkach traktowanych APol-42 sprawdzono
dziatanie inhibitora polimerazy poli(ADP-rybozy) — PJ-34 na poziom mRNA genow
kodujacych enzymy metabolizmu APP oraz PARPy i SIRTy. Komérki PC12 traktowano



réwniez egzogennymi oligomerami ASN. Wyniki dotyczace poziomu mRNA genow
kodujacych enzymy metabolizmu APP, PARPy i SIRTy, kinazy sfingozyny,
kinaze¢ ceramidu, receptory S1P oraz biatko anty-apoptotyczne Bcl-2 po dziataniu AP, Ao
i ASNo poréwnywano z danymi uzyskanymi w modelu zwierzecym — myszy FVB/APP*"
z mutacjg londynska genu APPY#7!7le ktére stanowity model rodzinnej postaci choroby
Alzheimera. Zwierzetom z mutacjg genu APP podawany byt rowniez modulator receptorow
dla S1P — fingolimod/FTY720. Badania prowadzono w oparciu o wybrane metody biologii

molekularnej, spektrofotometryczne, spektrofluorymetryczne oraz mikroskopowe.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze egzogenny AP spowodowatl istotny wzrost
poziomu mRNA sekretaz zaangazowanych w amyloidogenng $ciezke metabolizmu APP
(Bacel, Psenl, 2). Wzrosty te (Bacel, Psenl 1 2), zostaly rowniez zaobserwowane
w transfekowanych komoérkach PC12 zawierajacych gen APP typu dzikiego (APPwt).
Natomiast w komorkach zawierajagcych mutacje genu APP typu szwedzkiego (APPsw)
wykazano wzrost poziomu mRNA Psen2. Ponadto, w komorkach traktowanych ASNo
zaobserwowano obnizenie poziomu mRNA Adami10. W modelu tym zaobserwowano tez

zmiany w poziomie mRNA genow kodujacych metaloproteinazy - 2,10,11.

W przypadku genéw kodujacych PARPy 1 SIRTy zauwazono co najwazniejsze
obnizenie poziomu mRNA Sirt]/ zarowno po traktowaniu APol-42, jak i w mézgach myszy
transgenicznych. Efekt ten zaobserwowano réwniez w komorkach PC12 traktowanych
egzogennymi ASNo. Ponadto, w modelu komoérkowym toksycznosci Afol-42
zaobserwowano istotny wzrost poziomu mRNA Sirt4 1 Sirt5 oraz wzrost Parpl.
Natomiast, endogenne peptydy AP powodowaly wzrost poziomu mRNA Sir¢3 w komorkach
APPwt 1 APPsw oraz wzrost poziomu mRNA Parpl 12 w linii APPsw. Wykazano rowniez,
ze egzogenne ASNo wplynely na wzrost poziomu mRNA Sirt3, 5 oraz Parp2? 1 3.
Badania z uzyciem inhibitora PARP (PJ-34) po raz pierwszy wykazaty jego znaczacy udzial
w regulacji/wzro$cie transkrypcji genow Sirtl 1 4, Parp3, jak rowniez gendow zwigzanych

7z metabolizmem APP.

Analiza poziomu mRNA dla gendéw zwigzanych z synteza S1P wykazata istotne
obnizenie poziomu mRNA dla kinazy sfingozyny 2 zar6wno w obu liniach komérkowych
transfekowanych genem APP, jak rowniez w komoérkach nietransfekowanych po podaniu
ASNo. Obnizenie to zaobserwowano rowniez w korze mozgowej i hipokampie myszy APP*
12-miesigcznych. Ponadto, zauwazono istotne obnizenie si¢ aktywnosci SPHK1/2

w warunkach toksycznosci oligomeréw ASN. Kolejng istotng zmiang byto zaobserwowane



w przypadku komoérek PC12 transfekowanych genem APP, jak i u zwierzat 12-miesigcznych
APP" obnizenie poziomu mRNA Slpri, kodujacego receptor 1 dla SI1P oraz
co istotne obnizenie poziomu mRNA dla genu Cerk, kodujgcego kinaze ceramidu (ktora
bierze udziat w przeksztalcaniu ceramidu do jego pro-zyciowej formy CIP).
W badaniach zaobserwowano rowniez istotne obnizenie poziomu mRNA genu kodujacego
pro-zyciowe biatko Bcl-2, zar6wno w liniach transfekowanych genem APP, komoérkach
traktowanych ASNo, jak rowniez u zwierzat transgenicznych. Podanie modulatora
receptorow S1P - FTY720 myszom APP" wptyneto na wzrost poziomu mRNA Parpl, Sirtl,
3, 5 w korze moézgowej myszy 6- i 12-miesiecznych oraz na zalezny od wieku wzrost
poziomu mRNA Sphk. W niniejszej rozprawie wykazano po raz pierwszy wzrost poziomu
mRNA genu kodujacego kinaze ceramidu zaobserwowany po podaniu FTY720.
Istotng zmiang byt roéwniez wzrost poziomu mRNA genu kodujacego pro-zyciowa forme

biatka Bcl-2 po podaniu FTY720 myszom FVB/APP".

Zaobserwowane zmiany w poziomie ekspresji gendéw kodujacych enzymy
metabolizmu APP, PARPy i SIRTYy, kinazy sfingozyny, kinaz¢ ceramidu, receptory S1P oraz
wybrane biatka pro- i anty-apoptotyczne wskazuja na istotng role AP, APo i ASNo
w ich regulacji. Farmakologiczne zahamowanie aktywnos$ci PARP1, jak rowniez modulacja
receptorow dla S1P moze wykazywac dzialanie neuroprotekcyjne, poprzez regulacje
poziomu mRNA w/w bialek 1 receptorow. Zastosowanie inhibitorow PARP

lub modulatoréw receptorow S1P moze stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu w terapii ChA.



