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Stres oksydacyjny uwazany jest za jeden z gtdwnych elementéw patogenezy
chorébneurodegeneracyjnych, 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
komérek spowodowane aktywacjg stresu oksydacyjnego i genotoksycznego, nie s3
w petni wyjasnione. W wyniku dziatania wolnych rodnikéw moze dochodzi¢ do zmian
wewnatrzkomdrkowej transdukcji sygnatu, ekspresji gendw oraz zmian strukturalnych,
w tym do zaburzenia funkcji mitochondriow i enzymoéw naprawy DNA.
W konsekwencji zmiany te moga prowadzi¢ do aktywacji szlakéw Smierci komorki.
Poznanie mechanizméw warunkujacych przezycie lub doprowadzajacych do $mierci jest

istotne w odniesieniu do nowych dziatan neuroprotekcyjnych.

Zaburzenia funkcji mitochondriéw zaliczane sg do grona kluczowych zjawisk
zwigzanych z patomechanizmem wielu choréb neurodegeneracyjnych. Jednym
z gtownych biatek zaangazowanych w prawidtowg funkcje mitochondriéw jest czynnik
indukujacy apoptoze (AIF), a jadrowym odbiorcg licznych szlakéw przekaZnictwa
i kaskady  wolnorodnikowej  jest syntaza  poli(ADP-rybozy) (PARS-1).
AIF to flawoproteina zwigzana z przestrzenia miedzybtonowa mitochondriow, ktdra
razem z biatkami AMID i AIFL wspo6ttworzy rodzine biatek. Ich funkcje fizjo-patologiczne
nie sa w jeszcze w petni poznane. W warunkach fizjologicznych AIF posiada wiasciwosci
oksydoreduktazy NADH i odgrywa istotng role w fosforylacji oksydacyjnej i 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 oksydoredukcyjnag funkcje biatka i w warunkach fizjologicznych
biorg udzial w transporcie elektronéow jako elementy sktadowe kompleksu I i III
tanicucha transportu elektronéw (Miramar i wsp., 2001; Vashen i wsp., 2004; Modjtahedi
i wsp., 2006; Hangen i wsp. 2010). Wiadomo rdéwniez, ze domena C-koncowa
odpowiedzialna jest za wtasSciwosci apototyczne AIF i w odpowiedzi na sygnat
proapoptotyczny biatko to transportowane jest z mitochondrium do jadra komorki,
gdzie wraz z cyklofiling A indukuje kondensacje chromatyny i fragmentacje DNA na

drodze niezaleznej od kaspaz (Hong i wsp., 2004; Yu i wsp., 2006; Krantic i wsp., 2007).
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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$ni szkieletowych
i kardiomiopatii (Klein i wsp., 2002). A ponadto, jego niska ekspresja wptywa na
upo$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 powoduja aktywacje jadrowego
enzymu syntazy poli(ADP-rybozy) (PARS), okreslanej poprzednio mianem polimerazy
(PARP) (Yu i wsp., 2002; Strosznajder i wsp., 2005, 2011; Moroni i wsp 2011). PARS-1
bierze udziat w wyKkryciu oraz naprawie uszkodzen DNA, modyfikacji chromatyny oraz
w regulacji transkrypcji. Jest on kluczowy dla przebiegu wielu patofizjologicznych
i patologicznych proceséw takich jak: utrzymanie stabilno$ci genomu, starzenie, stan
zapalny, czy karcenogeneza (Strosznajder i wsp., 2003; Beneke i Burkle, 2007, Moroni,
2008; AbdElmageed i wsp., 2011; Moronii wsp. 2011). W warunkach stresu
oksydacyjnego i genotoksycznego dochodzi do nadmiernej aktywacji PARS-1, zuzycia
BNAD* i w konsekwencji ATP. Ponadto produkt PARS-1, poli(ADP-ryboza) PAR jest
czastka sygnalizacyjna, ktorej zwigzanie sie z btong mitochondrialng moze prowadzi¢ do
wyptywu AIF z mitochondriéw i jego translokacji do jadra (Yu i wsp. 2006).
W konsekwencji prowadzi to do $mierci komérki na drodze apoptozy niezaleznej od

kaspaz.

Podjete w niniejszej pracy zagadnienia miaty na celu zbadanie ekspresji genu,
poziomu biatka i wudziatu AIF w procesach przezycia i Smierci komorek
w warunkach dziatania peptydéw amyloidu . W badaniach uwzgledniono czynniki
zaangazowane w aktywacje stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego i genotoksycznego.
Zbadano zalezno$ci pomiedzy poziomem AIF w mitochondriach a aktywnoS$cia
PARS-1/poziomem PAR i przezywalnoScia komdrek. Oceniano dziatanie
cytoprotekcyjne inhibitoréw wybranych enzymoéw oraz licznych zwigzkéw czynnych

farmakologicznie.

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 Af3

typu dzikiego APPwt i genem z mutacjg szwedzka APPsw, ktére endogennie uwalniaja
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peptydy AB. Ponadto komoérki PC12 poddano zewngtrzkomérkowemu dziataniu
egzogennych peptydow AP i dodatkowemu stresowi nitrozacyjnemu. Wyniki dotyczace
poziomu i ekspresji AIF po dziataniu peptydéw A poré6wnywano z danymi uzyskanymi
w badaniach na zwierzetach transgenicznych - myszach z mutacjg londynska w genie dla
APP (FVBTg(Thy1;APP)Val717lle)  ktore stanowig model rodzinnej choroby Alzheimera.
W badaniach molekularnych zjawisk wptywajacych na poziom AIF w mitochondriach
i jego translokacje do jadra, szczegdlng uwage zwrécono na aktywnos¢ i integralnos¢
jadrowego enzymu PARS-1. W badaniach oceniano takze wewnatrzkomérkowy poziom
wolnych rodnikéw za pomocg fluorymetrycznego testu 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.
Zwiazki genotoksyczne sg szeroko rozpowszechnione w srodowisku naturalnym. Naleza
do nich sktadowe dymu papierosowego, produkty uboczne proceséw przemystowych
czy leki stosowane w terapii antynowotworowe;j. Ich mechanizm dziatania i skutki, jakie
wywotuja w organizmach zywych, a w szczeg6lnosci w komoérkach nerwowych, nie sg
wystarczajgco dobrze poznane. Szczeg6lng uwage w prowadzonych doswiadczeniach
zwrocono na znaczenie PARS-1 i pod tym wzgledem przetestowano liczne zwigzki

o charakterze neuroprotekcyjnym.

W prezentowanych przez nas badaniach zalezny od stezenia A[ stres
oksydacyjny w mitochondriach trzech linii komdérek PC12 transfekowanych genem
biatka dla APP oraz w komorkach PC12 poddanych dziataniu egzogennego peptydu Af3
1-42, powodowal wzrost poziomu biatka AIF. Dziatanie stresu nitrozacyjnego
wywotanego donorem NO takze wplywalo na wzrost poziomu biatka AIF
w  mitochondriach. W warunkach tych obserwowano nieznaczny odsetek
obumierajagcych komorek. Podwyzszony poziom biatka AIF obserwowano réwniez
w korze mézgu i prazkowiu w zwierzecym modelu choroby Alzheimera (AD) u myszy
transgenicznych APP+/*z mutacja londynska. Powyzszym zamianom towarzyszyto
znaczace obnizenie aktywnosci PARS-1 zaréwno w komorkach APPsw, jak i po

zastosowaniu donora NO (SNP).

W doswiadczeniach prowadzonych w warunkach stresu genotoksycznego

wywotanego czynnikiem alkilujgcym DNA, MNNG, stwierdzono wzrost uwalniania AIF
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z mitochondriéw, ktéremu towarzyszyto obumieranie znaczacej puli komorek. Efekt ten
byt niwelowany przez zastosowanie inhibitoréw PARS-1 (P] 34 i 3AB), a takze
tetracyklin trzeciej generacji (mino- i doksycykliny) oraz wielonienasyconego kwasu
ttuszczowego DHA. Korzystne dodatkowe dziatanie wykazywato zahamowanie kalpainy
(biatka prawdopodobnie zaangazowanego w uwalnianie AIF), a takze kinazy

regulowanej sygnatem zewnatrzkomérkowym ERK1/2.

Dodatkowo zaobserwowano, Ze stres genotoksyczny wywotany alkilacja DNA
powoduje obnizenie ekspresji bialek antyapoptotycznych BclXl i Bcl2 oraz wzrost
ekspresji genu dla biatka proapoptotycznego Bax (mogacego przyczynia¢ sie do

wyptywu AIF z mitochondrium).

Podsumowujac, uzyskane dane w przedstawionej pracy wskazuja na istotny
udzial biatka AIF w procesach obronnych/adaptacyjnych (umozliwiajac przezycie
komérkom) w warunkach toksycznosci peptydéw A dziatajacych endogennie
i egzogennie, a takze po zadzialaniu donora NO, SNP. Obserwowana obnizona
aktywnos$ci enzymatyczna PARS-1 moze by¢ zwigzana z udziatem uwalnianego przez A
NO i z automodyfikacja enzymu. Moze réwniez mie¢ miejsce degradacja PARS-1
w wyniku aktywacji kaspazy 3. Natomiast obnizenie to wyklucza udzial PARS-1
w mechanizmie $mierci, ale moze mie¢ istotne znaczenie w zaburzeniu procesow

naprawy DNA.

W badaniach dotyczacych mechanizmu $mierci komérek w stresie
genotoksycznym wykazano, ze Sciezka sygnatowa zalezna od AIF oraz PARS-1/PAR
odgrywa fundamentalng role w mechanizmie $mierci neuronéw HT22 w wyniku
dziatania zwigzku alkilujgcego DNA, MNNG. W warunkach tych inhibitory PARS-1 (P] 34
i 3-AB), tetracykliny trzeciej generacji (mino- i doksycyklina) oraz wielonienasycony
kwas ttuszczowy DHA chronity komoérki HT22 przed stresem genotoksycznym
i $Smiercig. Korzystne dodatkowe dzialanie wykazuje rowniez zahamowanie kalpainy
(biatka prawdopodobnie zaangazowanego w uwalnianie AIF), a takze kinazy
regulowanej  sygnatem = zewngtrzkomérkowym  ERK1/2. W  mechanizmie
cytoprotekcyjnego dziatania inhibitoréw PARS-1 stwierdza sie udziat PI-3 kinazy,
a w $mier¢ komorek zalezng od MNNG nie sg zaangazowane: PKC i PKG, biatko p53 jak

roéwniez kaspaza-3.
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Uzyskane wyniki badan mogg by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu mechanizmu
$mierci komdrek w wyniku dziatania stresu oksydacyjnego i genotoksycznego, ktory
towarzyszy chorobom neurodegeneracyjnym oraz dziataniu licznych toksyn
srodowiskowych. Ponadto moga utatwi¢ wskazanie punktow uchwytu dla skutecznej

cytoprotekgiji.




