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Stres oksydacyjny odgrywa istotne znaczenie w patogenezie chorob
neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera i Parkinsona. Pomimo intensywnych
badan doktadny mechanizm prowadzacy do stresu oksydacyjnego w tych schorzeniach
nie jest doktadnie poznany, a zjawiska molekularne i szlaki obumierania komorek
spowodowane aktywacjg stresu oksydacyjnego i genotoksycznego, nie s3
w petni wyjasnione. W wyniku dziatania wolnych rodnikéw moze dochodzi¢ do zmian
wewnatrzkomdérkowej transdukcji sygnatu, ekspresji genéw oraz zmian strukturalnych
i funkcjonalnych, w tym do zaburzenia funkcji mitochondriéw i enzymoéw naprawy DNA.
W konsekwencji zmiany te mogg prowadzi¢ do aktywacji szlakow $mierci komorki.
Poznanie mechanizméw warunkujacych przezycie lub doprowadzajacych do Smierci jest
istotne w odniesieniu do nowych dziatan neuroprotekcyjnych.

Zaburzenia funkcji mitochondriéw zaliczane sa do Kkluczowych zjawisk
w patomechanizmie wielu chor6b neurodegeneracyjnych. Jednym z gtéwnych biatek
zaangazowanych w prawidlowa funkcje mitochondriéow jest czynnik indukujgcy
apoptoze (AIF). Natomiast odbiorca licznych szlakéw przekazZnictwa i kaskady
wolnorodnikowej jest jadrowy enzym synteza poli(ADP-rybozy) (PARS-1), ktéra
w znaczacy sposOb wptywa na stan energetyczny komoérki i potencjat btony
mitochondrialnej oraz dodatkowo moze regulowac poziom AIF.

Biatko AIF to flawoproteina zwigzana z przestrzenia miedzybtonowa
mitochondriow, ktdéra razem z biatkami AMID i AIFL wspéttworzy jedna rodzine, ktorej
funkcje fizjo-patologiczne nie sg jeszcze w pelni poznane. W warunkach fizjologicznych
AIF posiada wtasciwosci oksydoreduktazy NADH i odgrywa istotng role w fosforylacji
oksydacyjnej oraz w obronie wolnorodnikowej (Susin i wsp., 1999; Miramar i wsp.,
2001; Hangen i wsp., 2010). Zawiera trzy funkcjonalne domeny: wigzaca FAD, wigzaca
NADH i domene C-koncowa (Otera i wsp. 2005; Modjtahedi i wsp., 2006). Dwie
pierwsze domeny AIF odpowiedzialne s3 za oksydoredukcyjna funkcje biatka.
W warunkach fizjologicznych biorg one udziat w transporcie elektronéw jako elementy
sktadowe kompleksu I i III tancucha transportu elektronéw (Modjtahedi i wsp., 2006;
Hangen i wsp., 2010). Wiadomo réwniez, Ze domena C-konicowa odpowiedzialna jest za
wilasciwosci apototyczne AIF. W odpowiedzi na sygnat proapoptotyczny biatko to

transportowane jest z mitochondrium do jadra komorki, gdzie wraz z cyklofiling A
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indukuje kondensacje chromatyny i fragmentacje DNA, na drodze niezaleznej od kaspaz
(Yuiwsp., 2006; Krantic i wsp., 2007).

Dotychczasowe badania pokazuja, Ze biatko AIF jest bardzo konserwowane
ewolucyjnie i niezbedne dla rozwoju embrionalnego (juz od dziewigtego dnia) (Brown
i wsp., 2006). Jego brak prowadzi do neurodegeneracji, zaniku mie$ni szkieletowych
i kardiomiopatii (Klein i wsp., 2002). Ponadto, jego niska ekspresja wplywa na
upo$ledzenie homeostazy wolnych rodnikéw (Apostolova i wsp., 2006), co
w konsekwencji prowadzi do stresu oksydacyjnego i uszkodzenia makromolekut.
Oksydacja DNA i jedno lub dwuniciowe jego pekniecie powodujga aktywacje jadrowego
enzymu PARS, okreslanego rowniez mianem polimerazy (PARP) (Strosznajder i wsp.,
2005a, 2011; Moroni i wsp., 2011). PARS-1 bierze udziat w wykryciu oraz naprawie
uszkodzenn DNA, w modyfikacji chromatyny oraz w regulacji transkrypcji. Jest on
kluczowy dla utrzymania stabilno$ci genomu i zaangazowany w przebieg
patofizjologicznych i patologicznych proceséw takich jak: starzenie, niedokrwienie
mozgu i serca, stan zapalny (Strosznajder i wsp., 2005a, b, 2011; Moronii wsp., 2011).
W warunkach stresu oksydacyjnego i genotoksycznego dochodzi do nadmiernej
aktywacji PARS-1, zuzycia BNAD*, a w konsekwencji i ATP. Ponadto produkt PARS-1,
poli(ADP-ryboza) PAR jest czastka sygnalizacyjng, ktora bierze udziat w regulacji funkcji
czynnikéw transkrypcyjnych (np. p53), a dodatkowo moze wigza¢ sie z btonag
mitochondrialng i prowadzi¢ do wyptywu AIF z mitochondridéw oraz jego translokacji do
jadra (Yu i wsp., 2006). W konsekwencji prowadzi to do $mierci komoérki na drodze
apoptozy niezaleznej od kaspaz okre$lanej mianem partanatos (Andrabi

i wsp., 2008).

Celem pracy byto zbadanie ekspresji genu i poziomu biatka czynnika
indukujacego apoptoze (AIF) oraz jego udzialu w procesach przezycia i Smierci
komérek w warunkach dzialania peptydow amyloidu f, stresu
oksydacyjnego/nitrozacyjnego oraz genotoksycznego. Ponadto, zbadano
zalezno$¢ pomiedzy poziomem AIF w mitochondriach a aktywnoscia
PARS-1/poziomem PAR i przezywalnos$ciag komorek.

Cel zostat zrealizowany przez wykonanie nastepujacych zadan szczegétowych:

e Zbadanie poziomu i lokalizacji biatka AIF w komoérkach PC12,

transfekowanych ludzkim genem APP typu dzikiego (APPwt) oraz z mutacja
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szwedzka (APPsw), charakteryzujacych sie réznym poziomem sekrecji
peptydow Af1-40, a takze poddanych dziataniu egzogennych peptydow Af1-42.
Poréwnanie uzyskanych wynikoéw in vitro z badaniami w zwierzecym modelu
choroby Alzheimera, myszach transgenicznych APP+/+.

e OkreSlenie poziomu i aktywnosci PARS-1 we frakcji jagdrowej trzech typow
komorek PC12, charakteryzujacych sie r6znym poziomem sekrecji peptydéw
AB.

e Zbadanie i poré6wnanie wptywu stresu nitrozacyjnego wywotanego donorem
tlenku azotu, nitroprusydkiem sodu (SNP), na poziom biatka AIF, poziom
i aktywnos$¢ PARS oraz przezywalno$¢ komérek PC12.

e Zbadanie znaczenia AIF i PAR w obumieraniu neuronéw hipokampa, komorek
HT22 w odpowiedzi na stres genotoksyczny wywotany czynnikiem
alkilujgcym DNA, MNNG. Ocena dziatania inhibitoré6w PARS-1 i innych
wyselekcjonowanych  zwigzkéw  protekcyjnych na  poziom  AIF

w mitochondriach i przezywalno$¢ komoérek.

Badania prowadzono na szczurzych komorkach pochodzenia nerwowego PC12
oraz na mysich neuronach hipokampa HT22. Do badan uzyto komorki PC12
transfekowane pustym wektorem oraz ludzkim genem dla biatka prekursorowego A
typu dzikiego APPwt i z mutacjg szwedzkg APPsw. Wymienione komoérki endogennie
uwalniajg rézne iloSci peptydéw Afi-40. Ponadto komorki PC12 kontrolne poddano
zewnatrzkomorkowemu dziataniu egzogennych peptydéow ABi42 i dodatkowemu
stresowi nitrozacyjnemu. Wyniki dotyczace poziomu i ekspresji AIF po dziataniu
peptydéw AB poréwnywano z danymi uzyskanymi w badaniach na zwierzetach
transgenicznych - myszach z mutacja londynska w genie dla APP
(FVBTg(Thy1;APP)Val717lle) - ktére stanowig model rodzinnej choroby Alzheimera.
W badaniach molekularnych zjawisk wptywajacych na poziom AIF w mitochondriach
i jego translokacje do jadra, szczegdlng uwage zwrocono na aktywnos$c¢ i integralno$¢
jadrowego enzymu PARS-1. W badaniach oceniano takze wewnatrzkomoérkowy poziom
wolnych rodnikéw za pomoca testu fluorymetrycznego DCF oraz wrazliwo$¢ komérek
na stres oksydacyjny i ich przezycie za pomocg testu MTT. Udziat AIF w molekularnych
mechanizmach przezycia i $Smierci komoérek badano réwniez w warunkach stresu

genotoksycznego, wywotanego alkilacja DNA przez zwigzek genotoksyczny - MNNG.
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Zwiazki genotoksyczne sg szeroko rozpowszechnione w srodowisku naturalnym. Naleza
do nich sktadowe dymu papierosowego, produkty uboczne proceséw przemystowych
oraz np. leki stosowane w terapii antynowotworowej. Ich mechanizm dziatania i skutki,
jakie wywotujg w organizmach zywych, a w szczeg6lnosci w komoérkach nerwowych, nie
sg wystarczajaco dobrze poznane. Szczegdlng uwage w prowadzonych doswiadczeniach
zwrocono na znaczenie PARS-1 i pod tym wzgledem przetestowano liczne zwigzki
o charakterze neuroprotekcyjnym.

W prezentowanych badaniach stwierdzono zalezny od stezenia AP i stresu
oksydacyjnego wzrost poziomu biatka AIF w mitochondriach komoérek PC12
transfekowanych genem dla APP oraz w komédrkach PC12 kontrolnych, poddanych
dzialaniu egzogennego peptydu Afi.42. Dziatanie stresu nitrozacyjnego wywotanego
donorem NO takze powodowato wzrost poziomu biatka AIF w mitochondriach.
W warunkach tych obserwowano nieznaczny odsetek obumierajacych komorek.
Podwyzszony poziom biatka AIF obserwowano réwniez w korze mézgu i prazkowiu
w zwierzecym modelu choroby Alzheimera (AD) u myszy transgenicznych APP+/+
z mutacjg londynska. PowyZzszym zmianom towarzyszytlo znaczace obnizenie
aktywnos$ci PARS-1 zar6wno w komoérkach APPsw, jak i po zastosowaniu donora NO
(nitroprusydku sodu, SNP).

W doswiadczeniach prowadzonych w warunkach stresu genotoksycznego
wywotanego czynnikiem alkilujgcym DNA, MNNG, stwierdzono wzrost uwalniania AIF
z mitochondridéw i jego translokacje do jadra. ROwnoczes$nie zaobserwowano wzrost
poziomu PAR ($wiadczacy o aktywacji PARS-1) oraz obumieranie znaczacej puli
komorek. Efekt ten byl niwelowany przez zastosowanie inhibitorow PARS-1 (P] 34
i 3-AB), a takze tetracyklin trzeciej generacji (mino- i doksycykliny) oraz
wielonienasyconego kwasu tluszczowego dokozaheksaenowego (DHA). Korzystne
dodatkowe dziatanie wykazywato zahamowanie kalpainy, a takze kinazy regulowanej
sygnatem zewngtrzkomorkowym ERK1/2.

Dodatkowo zaobserwowano, Ze stres genotoksyczny wywotany alkilacja DNA
powoduje obnizenie ekspresji biatek antyapoptotycznych BclXl i Bcl2 oraz wzrost
ekspresji genu dla biatka proapoptotycznego Bax, ktére moze przyczynia¢ sie do
wyptywu AIF z mitochondrium.

Uzyskane dane pozwolity na ponizsze podsumowanie i wysuniecie nastepujacych

wnioskéw:
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¢ Stwierdzono podwyzszony poziom biatka AIF w mitochondriach komérek PC12
transfekowanych genem APP z mutacjg szwedzka (APPsw) oraz w zwierzecym
modelu AD u myszy transgenicznych z mutacja londynska APP+/*. Te same
zmiany wykazano w komoérkach PC12 kontrolnych poddanych dziataniu
egzogennego Afi142 1 stresu nitrozacyjnego. W opisanych warunkach
stwierdzono obumieranie niewielkiej puli komorek.
Wyniki te mogg wskazywa¢ na udzial biatka AIF w procesach
obronnych/adaptacyjnych umozliwiajacych przezycie duzej populacji komoérek.

¢ Obnizenie aktywnosci PARS-1 w komoérkach APPsw moze by¢ spowodowane
dziataniem NO uwalnianego przez A3 lub automodyfikacjg enzymu. Stwierdzona
modyfikacja enzymu wyklucza jego aktywny udziat w mechanizmie $mierci
komorek, ale w istotny spos6b moze zaburzac proces naprawy DNA.

¢ Uzyskane wyniki wskazuja na fundamentalne znaczenie S$ciezki sygnatowej
zaleznej od AIF i PARS-1/PAR w mechanizmie $mierci komérek HT22 w wyniku
dziatania czynnika genotoksycznego MNNG. W $mier¢ komdrek zalezng od MNNG
nie sg zaangazowane: PKC i PKG, megakanal mitochondrialny, biatko p53 ani tez
kaspaza-3.

¢ Stres genotoksyczny wywotany alkilacja DNA powoduje obniZenie ekspresji
biatek antyapoptotycznych Bcl-Xl i Bcl-2 oraz wzrost ekspresji genu dla biatka
proapoptotycznego Bax.
Zaburzenie ekspresji wymienionych biatek i ich wzajemnych relacji moze
przyczynia¢ sie do zmiany funkcji mitochondriow i wyptywu AIF w badanych
warunkach.

¢ W warunkach stresu genotoksycznego wywotanego zalezng od MNNG alkilacja
DNA inhibitory PARS-1 chronig komorki przed synteza PAR, uwalnianiem AIF
z mitochondrioéw i jego translokacja do jadra. W efekcie zwiekszajg one znaczaco
przezycie neuronalnych komorek HT22. Tetracykliny trzeciej generacji oraz
wielonienasycony kwas tluszczowy DHA wykazuja réwniez istotne

cytoprotekcyjne dziatanie.
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Rycina 1. Podsumowanie

Stres oksydacyjny i genotoksyczny wptywaja na uszkodzenie mitochondriow i nici DNA.
Obserwowany podwyzszony poziom biatka AIF w mitochondriach komérek PC12 transfekowanych
genem APP z mutacjg szwedzka (APPsw) oraz w zwierzecym modelu AD u myszy transgenicznych
z mutacjg londynskg APP+/+, jak rowniez w komérkach PC12 poddanych dziataniu egzogennego Af1.42
i stresu nitrozacyjnego, wskazuje na udziat biatka AIF w procesach obronnych/adaptacyjnych
umozliwiajacych przezycie komérek w tych warunkach.

W mechanizmie $mierci komérek w warunkach stresu genotoksycznego wywotanego zalezng od
MNNG alkilacjig DNA fundamentalng role odgrywa $ciezka sygnalizacyjna zaleznej od AIF
i PARS-1/PAR.



AUTOREFERAT Magdalena Cieslik

LITERATURA

Apostolova N, Cervera AM, Victor VM, Cadenas S, Sanjuan-Pla A, AlvarezBarrientos A, Esplugues
JV, McCreath K] (2006) Loss of apoptosis-inducing factor leads to an increase in reactive oxygen
species, and an impairment of respiration that can be reversed by antioxidants.Cell Death Differ.
13; 354-357

Andrabi SA, Dawson TM, Dawson VL.(2008) Mitochondrial and nuclear cross talk in cell death:
parthanatos. Ann N Y Acad Sci. 1147; 233-41

Brown D, Yu BD, Joza N, Benit P, Meneses ], Firpo M, Rustin P, Penninger JM, Martin GR (2006)
Loss of Aif function causes cell death in the mouse embryo, but the temporal progression of
patterning is normal. PNAS, 103, 26; 9918-9923

Hangen E, Blomgren K, Bénit P, Kroemer G, Modjtahedi N (2010)Life with or without
AlF.TrendsBiochemSci. 35(5):278-287

Klein JA, Longo-Guess CM, Rossmann MP, Seburn KL, Hurd RE, Frankel =~WN, Bronson
RT, Ackerman SL (2002)The harlequin mouse mutation downregulates apoptosis-inducing
factor.Nature 419(6905): 367-374

Krantic S, Mechawar N, Reix S, Quirion E (2007) Apoptosis-inducing factor: a matter of neuron
life and death. Progress in Neurobiology, 81, 179-196

Miramar D, Constantini P, Ravagnan L, Saraiva LM, Haouzi D, Brothers G, Penninger JM, Peleato
ML, Kroemer G, Susin SA 2001. NADH oxidase activity 75 of mitochondrial apoptosis-inducing
factor.The Journal of Biological Chemistry, 276,19; 16391-16398

Modjtahedi N, Giordanetto F, Madeo F, Kroemer G (2006) Apoptosis-inducing factor: vital and
lethal. Trends in Cell Biology, 16; 264-272

Moroni F, Cozzi A, Chiarugi A, Formentini L, Camaioni E, Pellegrini-Giampietro DE, Chen Y, Liang
S, Zaleska MM, Gonzales C, Wood A, Pellicciari R (2011) Long-lasting neuroprotection and
neurological improvement in stroke models with new, potent and brain permeable poly(ADP-
ribose) polymerase inhibitors.Br JPharmacol. Sep 13. (online)

Otera H, Ohsakaya S, Nagaura Z, Ishihara N, Mihara K (2005) Export of mitochondrial AIF in

response to proapoptotic stimuli depends on processing at the intermembrane space. The EMBO
Journal, 24; 1375-1386

Strosznajder RP, Czubowicz K, Jesko H, Strosznajder ]B (2011) Poly(ADP-ribose) metabolism in
brain and its role in ischemia pathology. MolNeurobiol. 41(2-3); 187-96

Strosznajder RP, Jesko H, Adamczyk A (2005) Effect of aging and oxidative/genotoxic stress on
poly(ADP-ribose) polymerase-1 activity in rat brain. ActaBiochim Pol. 52(4); 909-914 a

Strosznajder RP, Jesko H, Zambrzycka A (2005)Poly(ADP-ribose) polymerase. The nuclear
target in signal transduction and its role in brain ischemia-reperfusion injury.MolNeurobiol, 31;
149-167b

Yu S-W, Andrabi SA, Wang H, Kim NS, Poirier GG, Dawson TM, Dawson VL (2006) Apoptosis-
inducing factor mediates poly(ADP-ribose) (PAR) polymer-induced cell death. PNAS, 103(48);
18314-18319



AUTOREFERAT Magdalena Cieslik

Susin SA, Lorenzo HK, Zamzami N, Marzo I, Snow BE, Brothers GM, Mangion ], Jacotot E,
Costantini P, Loeffler M, Larochette N, Goodlett DR, Aebersold R, Siderovski DP, Penninger M,
Kroemer G (1999) Molecular characterizationof mitochondrial apoptosis-inducing factor.
Nature, 397; 441-446



