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Wykaz wazniejszych skrotow stosowanych w tej pracy

Wykaz wazniejszych skrotow stosowanych w tej pracy

AC — kwasna ceramidaza, ang. acidic ceramidase

ACER - zasadowa ceramidaza, ang. alkaline ceramidase

AIF — czynnik indukujacy apoptoze, ang. apoptosis inducing factor

ANT - translokaza nukleotydow adeninowych , ang. adenine nucleotide translocator
AP-1 — czynnik transkrypcyjny, ang. activating protein-1

AP-2 — czynnik transkrypcyjny, ang. activating enhancer-binding protein 2

Apaf-1 — ang. apoptosis protease-activating factor 1

AB —amyloid beta

BACE — B-sekretaza

BDNF — czynnik wzrostu nerwu pochodzenia mézgowego

C1P — ceramido-1-fosforan

cAMP — cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan

CERK - kinaza ceramidu, ang. ceramide kinase

CERT - ang. ceramide transfer protein

CerS — syntazy ceramidu, ang. ceramide synthase

cPLA, — cytozolowa izoforma fosfolipazy A,

CREB — ang. cAMP response element-binding protein

CsA — cyklosporyna A

DCF — 2°,7-dichlorofluoresceina

DPPH - 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl

DTT — ditiotreitol

EDTA — s6l disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

EGTA — kwas etylenoglikol-O-O*-bis(2-aminoetyl)-N,N,N,N ‘tetraoctowy

ERK — kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomoérkowym, ang. extracellular signal regulated kinase
FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy

FLIP — biatkowy inhibitor podobny do FLICE, ang. FLICE-like inhibitory protein
GAPDH - dehydrogenaza fosforanu aldehydu glicerynowego, ang. glyceraldehyde 3-phosphodehydrogenase
GSK-3 —kinaza 3 syntazy glikogenu

H2DCF-DA — dwuoctan 2°,7-dichlorodihydrofluoresceiny

MPTP — megakanat mitochondrialny, ang. mitochondrial permeability transition pore
HEPES — kwas 2-[4-(2-hydroksetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy

IAPS — ang. inhibitors of apoptotic proteases

IFNy — interferon y

IL1B — interleukina 1beta

iNOS — indukowana izoforma syntazy tlenku azotu

JNK — kinaza N-koncowa c-JUN, ang. c-Jun NH2-terminal kinase

LDH - dehydrogenaza mleczanowa, ang. lactate dehydrogenase

LPS — lipopolisacharyd

MAM - ang. mitochondria associated membranes

MAPK - kinazy aktywowane mitogenami, ang. mitogen activated protein kinases
MTT - biekit tiazolu, bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolylo)-2,5-difenylotetrazolowy
NAD — dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, posta¢ zredukowana
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Wykaz wazniejszych skrotow stosowanych w tej pracy

NADPH — forma zredukowana NADP*

NC — obojetna ceramidaza, ang. neutral ceramidase

NES — sekwencja odpowiedzialna za eksport z jadra do cytoplazmy, ang. nuclear export signal
NF-kB — czynnik jadrowy kappa B, ang. nuclear factor kappa B

NGF — czynnik wzrostu neurondéw, ang. neuronal growth factor

NLS — sekwencja lokalizacji jadrowej, ang. nulear localization signal
p75NTR — ang. p75 neurotrophin receptor

PAR — poli(ADP-ryboza)

PARP — polimeraza poli(ADP-rybozy)

PBS — bufor fosforanowy — buforowany roztwor soli fizjologicznej
PJ-43 — chlorowodorek N-(6-o0kso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl) (N,Ndimetylamino)acetamidu
PKB/AKkt — kinaza biatkowa B

PKC — kinaza biatkowa C izofromy: a, B, {

PKC & — kinaza biatkowa C delta

PLC — fosfolipaza C

PP2A — fosfatza biatek

PtdIns(3,4)P, — fosfatydyloinozytolo-3,4 bisfosforan

PtdIns(3,4,5)P; — fosfatydyloinozytolo -3,4,5 trisfosforan

P13-K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

InsP; — inozytolo-(1,4,5)-trisfosforan

DAG - diacyloglicerol

aSMasa — sfingomielinaza kwasna

nSMasa — sfingomielinaza obojetna

bSMasa — sfingomielinaza alkaliczna

PVDF - polifluorek winylidenu

Raf — serynowo-treoninowa kinaza

Ras — mate biatko G

S1P — sfingozyno-1-fosforan

SDS — dodecylosiarczan sodowy

Sphk1/2 — kinazy sfingozyny typu 1i 2

SPT — palmitylotransferaza serynowa

SSP1, SPP2 — fosfatazy dla S1P

TNF-0— czynnik martwicy nowotworu o

FBS — cielgca surowica ptodowa, ang. fetal bovine serum

TRAIL — zwigzany z TNF ligand indukujacy apoptoze, ang. TNF related apoptosis inducing ligand
Tris — tris(hydroksymetylo)aminometan

VDAC - kanat anionowy zalezny od napiecia, ang. voltage dependent anion channel



Wprowadzenie

Wprowadzenie

Sfingolipidy

Lipidy wchodzace w sktad bton komérkowych ssakow mozna podzieli¢ na 3 grupy:
fosfolipidy, sfingolipidy oraz sterole (Berg i wsp., 2011). Lipidy petnig funkcje strukturalne,
odgrywaja tez wazna rol¢ jako czgsteczki sygnalizacyjne i regulacyjne. Pierwsze dane na
temat lipidow jako wtornych przekaznikow informacji datuje si¢ od pionierskich badan Hokin
I Hokin (Hokin i Hokin 1953 a, b). Wyniki ich prac opublikowane w 1953 r. wykazaty, ze
acetylocholina powoduje rozpad, a nastgpnie resyntezg fosfatydyloinozytolu (Hokin i Hokin,
1953 a, b). Pézniejsze badania wykazaty, ze fosfolipaza C (PLC) jest kluczowym enzymem w
zaleznej od agonistow degradacji fosfoinozytydow i mobilizacji wewnatrzkomorkowych
jonow wapnia (Michell 1975). Lipidy dziatajg za posrednictwem dwoch mechanizméow:
bezposrednich interakcji m.in. z odpowiednimi receptorami, kinazami biatkowymi lub
fosfatazami oraz tworzenia lipidowych mikrodomen i tratw. Tratwy lipidowe, stanowiace
domeny sfingolipidowo-cholesterolowe uczestniczg w wielu waznych procesach
komorkowych (Pike 2003).

Do grupy bioaktywnych lipidow, ktore sa przedmiotem zainteresowan badaczy w
ciggu ostatnich dwoch dekad zalicza sie: eikozanoidy 1 sfingolipidy.
Centralng czasteczka w strukturze sfingolipidow stanowig alifatyczne aminoalkohole —
sfingozyna lub dihydrosfingozyna. Lipidy, w ktorych czasteczka sfingozyny tworzy wigzanie
amidowe z nasyconym lub nienasyconym kwasem thluszczowym o dlugosci tancucha gtéwnie
14-32 atomow wegla to ceramidy (np., mirystynowy C14, palmitynowy C16, stearynowy
C18, lignocerynowy C24). Charakterystyczng cecha ceramidu jest obecno$¢ w jego
czasteczce reaktywnej grupy hydroksylowej przy weglu C1 sfingozyny. Grupa ta moze ulegac
estryfikacji, co w zaleznosci od podstawnika prowadzi do powstania dalszych klas
sfingolipidéw. Jesli tym podstawnikiem jest fosfocholina, powstaty produkt nosi nazwe
sfingomieliny i jest najczes$ciej] wystepujacym sfingolipidem w tkankach ssakow.
Ceramidy stanowig centralne miejsce w metabolizmie sfingolipidow i biorg udziat w regulacji
takich procesow komorkowych jak: proliferacja i réznicowanie, wzrost, starzenie si¢ oraz
$mier¢ komorki (Taha i wsp., 2006, Jana i wsp., 2009, Mencarelli i Martinez-Martinez 2012).
Ceramidy mogga ulega¢ fosforylacji z wytworzeniem ceramido-1-fosforanu (C1P) lub tez
moga byc¢ przeksztatcane przy udziale ceramidaz do sfingozyny, ktora ulega fosforylacji przez
kinazy sfingozyny typu 1 i 2 do sfingozyno-1-fosforanu (S1P) (Okada i wsp., 2009).
Fosforylowane pochodne S1P i C1P wykazuja dziatanie proliferacyjne i anty-apoptotyczne.
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Wprowadzenie

W przedstawionej pracy swojg uwage skoncentrowatam na dwoch bioaktywnych

sfingolipidach: ceramidzie i sfingozyno-1-fosforanie.
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Wprowadzenie

Ceramidy
Ceramidy powstaja w wyniku: syntezy de novo, hydrolizy sfingomieliny i w tzw.

szlaku ratunkowym (Hannun i Obeid 2008) (Schemat 1- objasnienia w tek$cie ponize;j).

Szlak ratunkowy Synteza de novo

Endosomy/Lizosomy Stateczka
y y $rodplazmatyczna

/ Glilfosﬁagolipidy \

Seryna+Palmitylo-CoA

{ SPT
v

Glakazyloceramid 3-ketosfinganina

v
Galaktozyloceramid
v
Sfinganina

Ceramid CerS
ceramidazy ‘ . Hydroliza
Sfingozyna p—— sfingomieliny
Sfingozyna .
N aSMasa
Sphkl2 > Ceramid Sfingomielina ]

Sfingozyno-1-fosforan

Schemat 1. Schemat syntezy de novo ceramidu, hydrolizy sfingomieliny i szlaku ratunkowego
z uwzglednieniem odpowiednich kompartmentow w komorce wg Morales i wsp., 2007.
Objasnienia skrotow: Sphk1/2 — kinazy sfingozyny typu 1 i 2, CerS — syntazy ceramidu,

SPT — palmitylotransferaza serynowa, aSMasa — kwasna sfingomielinaza, nSMasa — obojetna
sfingomielinaza.
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Wprowadzenie

Synteza de novo

Synteza de novo ceramidow odbywa si¢ w siateczce srodplazmatycznej. Pierwszym
etapem jest synteza 3-ketosfinganiny polegajaca na kondensacji L-seryny i palmitylo-CoA,
katalizowana przez palmitylotransferazg¢ serynowa (SPT). Jest to kluczowy enzym w regulacji
syntezy tego zwigzku. W kolejnym etapie 3-ketosfinganina jest redukowana do sfinganiny,
ktora jest nastepnie acylowana do dihydroceramidu przez odpowiednie syntazy ceramidu
(CerS). Ostatnim etapem syntezy jest utlenienie dihydroceramidu do ceramidu katalizowane
przez desaturaz¢ dihydroceramidu (Schemat 1). Znanych jest 6 réznych syntaz ceramidu,
ktore roznig si¢ powinowactwem do kwasow ttuszczowych w zaleznos$ci od dtugosci tancucha
oraz dystrybucja tkankowa (Schemat 2) (Stiban i wsp., 2010, Mullen i wsp., 2012, Park i
wsp., 2014).

- €18/C20

Schemat 2. Specyficznosé syntaz ceramidu co do diugosci tanicucha kwasu tuszczowego Wg
Grosch i wsp., 2012 oraz przyktadowe wzory chemiczne ceramidow.

W stanie homeostazy komorkowej ceramid nie jest akumulowany, lecz przemieszczany do
aparatu Golgiego, gdzie staje si¢ prekursorem innych sfingolipidow, takich jak sfingomielina i
glikosfingolipidy. Ceramid transportowany jest z siateczki srodplazmatycznej do aparatu
Golgiego przez specjalne biatko transportowe CERT. Jest to biatko cytozolowe, ktore
wykazuje specyficzno$¢ substratowg co do dtugosci tancucha weglowego ceramidow, jak

rowniez Stereospecyficznos¢. Biatko to najefektywniej transportuje ceramidy o nastepujacych
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dhugosciach tancucha weglowego: C14, C16, C18 i C20 (Kumagai i wsp., 2005, Perry i
Ridgway 2005, Hanada i wsp., 2007). Biatko CERT posiada wiele miejsc fosforylacji dla
kinaz biatkowych (np. kinazy biatkowej D), co wptywa na regulacje jego aktywnoSci
(Kumagai i wsp., 2007).

Aktywacja sfingomielinaz i synteza ceramidu
Ceramidy syntetyzowane sg rowniez w wyniku hydrolizy sfingomieliny (Schemat 1).

Szereg niekorzystnie dziatajgcych bodzcoéw na komorke powoduje hydrolize sfingomieliny w
wyniku aktywacji sfingomielinaz (Taniguchi i Okazaki 2014). Podziat sfingomielinaz opiera
si¢ na roznicach optimum pH katalizowanej reakcji i w zwigzku z tym wyro6znia si¢
nastepujace izoformy: sfingomielinaza kwasna (aSMasa), sfingomielinaza oboje¢tna (nSMasa)
oraz sfingomielinaza alkaliczna (bSMasa) (Marchesini i Hannun 2004). Kwasna
sfingomielinaza wystepuje w komorkach w dwoch izoformach: lizosomalnej/endosomalne;j i
sekrecyjnej (Jenkins i wsp., 2009). Kwasna sfingomielinaza aktywowana jest przez szereg
czynnikow takich jak: ligandy dla receptorow $mierci (TNF-a, CD95 (Fas), TRAIL/DRY),
promieniowanie UV, v, infekcje wirusowe 1 bakteryjne, stres oksydacyjny, cytokiny

(np. IL-1P) oraz cytostatyki (Schiitze i wsp., 1992, Mathias i wsp., 1993, Cifone i wsp., 1994,
Gulbins i wsp., 1995, Brenner i wsp., 1998, Grassmé i wsp., 1997, Zeidan i Hannun 2010).
Obojetna sfingomielinaza wystepuje w trzech izoformach: nSMasal, nSMasa2, nSMasa3.
Aktywno$¢ enzymatyczna obojetnych sfingomielinaz 1 1 2 jest zalezna od jonéw magnezu.
Obojetna sfingomielinaza podobnie jak kwasna sfingomielinaza aktywowana jest m.in. przez
cytostatyki, cytokiny (TNF-a, IL-1B), peptydy amyloidu beta (Wu i wsp., 2010, 2011, Clarke
i wsp., 2011, Horres i Hannun 2012). Obojetna sfingomielinaza odpowiedzialna jest za
produkcje ceramidow w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) w odpowiedzi na dziatanie
neurotrofin. Neurotrofina NGF, ktora wiaze si¢ z receptorem p75NTR, stymuluje wzrost
hodowli neurondéw hipokampa poprzez produkcje ceramidow w wyniku aktywacji obojetnej
sfingomielinazy (Brann i wsp., 1999). W dalszych badaniach wykazano, ze wraz ze wzrostem
ekspresji receptora p75SNTR i stezenia ceramidu dochodzi do indukcji apoptozy. W procesie
tym nie bierze udziatu kwasna sfingomielinaza (Brann i wsp., 2002). Badania wykazaty, ze do
produkcji ceramidu w wyniku aktywacji kwasnej i obojetnej sfingomielinazy dochodzi w
czasie sekund i minut w poréwnaniu do syntezy de novo ceramidoéw, ktora nastepuje w ciggu

godzin (Wiegmann i wsp., 1994).
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Szlak ratunkowy
Szlak ratunkowy zachodzi w p6znych endosomach i w lizosomach, gdzie

katabolizmowi ulegajg ztozone glikosfingolipidy, co prowadzi do powstania ceramidu.
Ceramidy nastepnie przy udziale kwasnej ceramidazy przeksztatcane sg do sfingozyny
(Kitatani i wsp., 2008). Z badan wynika, ze sfingozyna opuszcza lizosomy i moze by¢
metabolizowana do ceramidow lub ulega¢ fosforylacji do sfingozyno-1-fosforanu (Schemat 1)
(Riboni i wsp., 1998, Chatelut i wsp., 1998).

Istnieje niewiele badan na temat regulacji i warunkéw w jakich dochodzi do aktywacji szlaku
ratunkowego. Wydaje sig, ze wazng role W jego regulacji odgrywa kinaza biatkowa C (PKC)
(Becker i wsp., 2005, Kitatani i wsp., 2006).

Fosforylacja ceramidu
Ceramido-1-fosforan (C1P) syntetyzowany jest w wyniku fosforylacji wolnej grupy

hydroksylowej przy pierwszym atomie wegla fancucha sfingozyny w czasteczce ceramidu
przez kinaze¢ ceramidu (CERK). Reakcja odwrotna jest katalizowana przez fosfataze
ceramido-1-fosforanu. Aktywnos¢ kinazy CERK jest zalezna od jonow wapnia i moze by¢
regulowana poprzez procesy fosforylacji/defosforylacji (Van Overloop i wsp., 2006, Tada i
wsp., 2010). Badania pokazuja, ze substratami dla CERK sg gtéwnie ceramidy posiadajace
minimum 12 atoméw wegla w tancuchu (Wijesinghe i wsp., 2005). Jednakze, ceramidy o
krotkich tancuchach weglowych C<8 moga rowniez ulega¢ fosforylacji katalizowanej przez
CERK (Van Overloop i wsp., 2007). C1P bierze udziat w regulacji takich proceséw
komorkowych jak: proliferacja, apoptoza, uwalnianie czynnikow prozapalnych, migracja i
fagocytoza makrofagow (Arana i wsp., 2012, Ouro i wsp., 2012). Mechanizm dziatania C1P
zwigzany jest z indukcja fosforylacji kinaz w szlakach MAPK, ERK1/2, JNK oraz PI3-K/Akt
(Gomez-Muiioz i wsp., 2005, Gangoiti i wsp., 2008, Ouro i wsp., 2012).
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Degradacja ceramidu
Degradacja ceramidu do sfingozyny i kwasu tluszczowego odbywa si¢ za

posrednictwem ceramidaz. Do tej pory zostato zidentyfikowanych pig¢ réoznych enzymow
katalizujacych te reakcje: kwasna ceramidaza (AC), obojetna ceramidaza (NC) i trzy
izoformy zasadowej ceramidazy (ACERL1, 2 i 3) (Mao i Obeid 2008). Podobnie jak syntazy
ceramidu, ceramidazy r6znig si¢ powinowactwem do kwasow tluszczowych w zalezno$ci od
dhugosci tancucha i miejscem wystgpowania w komorce. Dla kwasnej ceramidazy lepszymi
substratami od krotko (C<6) i dlugotancuchowych (C>16) ceramidow sg ceramidy o $rednich
dhugosciach tancucha weglowego (Momoi i wsp., 1982). Obojetna ceramidaza natomiast
preferencyjnie katalizuje reakcje z udziatem dlugotancuchowych ceramidow

(El Bawab i wsp., 1999). Gwaltowny wzrost aktywnosci zasadowych ceramidaz in vitro
powodujg jony wapnia (Sun i wsp., 2008). Ceramidazy te katalizujg reakcje z udziatem
ceramidow o dhugich i bardzo dtugich (C>24) tancuchach weglowych (Mao i wsp., 2001, Xu i
wsp., 2006). Ceramidazy mogg by¢ aktywowane przez cytokiny (TNF-a, IL-1p), cytostatyki,

promieniowanie UV iy (Ferlinz i wsp., 2001).

Rola kinaz sfingozyny w syntezie sfingozyno-1-fosforanu

Powstajagca w wyniku dziatania ceramidaz, sfingozyna moze by¢ fosforylowana przez
kinazy sfingozyny do sfingozyno-1-fosforanu (S1P). Sciezka sygnalizacji
sfingozyno-1-fosforanu jest jednym z kluczowych regulatoréw przezycia, proliferacji i
réznicowania komorek (Hait i wsp., 2006, Strub i wsp., 2010, Maceyka i wsp., 2012). Tym
samym kinazy sfingozyny sa waznymi enzymami bioragcymi udzial w utrzymaniu réwnowagi
pomigdzy bioaktywnymi sfingolipidami takimi jak: S1P, ceramid i sfingozyna (Cuvillier i
wsp., 1996, Fyrst i Saba 2010, Pitson 2011, Van Brocklyn i Williams 2012). Wyrdznia sie¢
dwie izoformy kinaz sfingozyny (Sphk1 i Sphk2), ktore charakteryzuja si¢ r6zng lokalizacja
wewnatrzkomorkowa (Wattenberg 2010). Kinaza sfingozyny 1 zlokalizowana jest gtdéwnie w
cytozolu. Istnieje szereg czynnikow aktywujacych Sphk1, do ktorych naleza m. in. czynniki
wzrostu, agonisci receptoréw sprzezonych z biatkami G, cytokiny, estry forbolu (Pitson 2011,
Van Brocklyn i Williams 2012). W wyniku ich dziatania Sphk1 jest fosforylowana przez
ERK1/2 co powoduje 14-krotny wzrost jej aktywnosci i translokacj¢ do blony komoérkowe;j
(Pitson i wsp., 2003). Translokacja Sphk1 do btony komérkowej moze odbywac sig takze w
wyniku wzajemnego oddzialywania Sphk1 z biatkami np. z biatkiem wigzacym wapn i

integryne 1 (CIB1) (Jarman i wsp., 2010).
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Sphk2, w zaleznosci od typu komoérek, moze wystgpowac w siateczce srodplazmatycznej, w
jadrze komérkowym i mitochondriach. Sphk2 posiada w swej strukturze sekwencje
lokalizacji jadrowej (ang. nulear localization signal, NLS) oraz sekwencj¢ odpowiedzialng za
eksport z jadra do cytoplazmy (ang. nuclear export signal, NES) (Neubauer i Pitson 2013).
Kinaza biatkowa D fosforyluje Sphk2 powodujac jej translokacje z jadra komérkowego do
cytoplazmy (Ding i wsp., 2007). Aktywnos$¢ Sphk2 podobnie jak Sphk1 wzrasta pod
wpltywem m.in. czynnikdw Wzrostu, cytokin czy estrow forbolu (Hait i wsp., 2005,
Mastrandrea i wsp., 2005, Olivera i wsp., 2006, Neubauer i Pitson 2013). Sphk2 rowniez
moze by¢ fosforylowana przez kinazy ERK1/2 co powoduje wzrost jej aktywnosci od 2 do 6
razy (Hait i wsp., 2007).

Wewnatrzkomorkowy poziom S1P jest wynikiem réwnowagi miedzy jego syntezg i
degradacja katalizowang przez fosfatazy S1P i liazg S1P. Liaza S1P i fosfatazy S1P sg
zlokalizowane w siateczce srodplazmatycznej. Liaza S1P katalizuje rozktad S1P do fosforanu
etanoloaminy i heksadecenalu. Reakcja defosforylacji S1P katalizowana jest przez
specyficzne dla S1P fosfatazy (SPP1 i SPP2) oraz przez fosfohydrolazy o szerokiej
specyficznosci substratowej (LPP1, LPP2 i LPP3) (Spiegel i Milstien 2003).

17



Wprowadzenie

Rola ceramidu w smierci komorek

Wyniki badan przeprowadzonych w warunkach in vitro wskazujg na istnienie wielu
mechanizmow odpowiedzialnych za toksycznos¢ krotko (C2, C6, C8) i dtugotancuchowych
ceramidow (C16, C18, C24). Naleza do nich migdzy innymi indukcja apoptozy zaleznej
zaréwno od pobudzenia receptorow $mierci jak i dysfunkcji mitochondriéw, zaburzenia
siateczki srodplazmatycznej oraz aktywacja procesu autofagii (Tavarini 1 wsp., 2000,
Movsesyan i wsp., 2002, Toman i wsp., 2002, Darios i wsp., 2003, Stoica i wsp., 2003, Kim i
wsp., 2007, Zhang i wsp., 2009, Gong i wsp., 2012, Jiang i Ogretmen 2014).

Wewnetrzny szlak apoptozy

W warunkach fizjologicznych w poprzek wewng¢trznej blony mitochondrialnej tworzy
si¢ elektrochemiczny gradient protondw-sila protonomotoryczna (stezenie jonow H' po
stronie cytoplazmatycznej jest znacznie wyzsze niz po stronie macierzy mitochondrialnej).
Sktadnikami tej sily jest potencjal transbtonowy 1 gradient chemiczny. Spadek potencjatu
transbtonowego ponizej krytycznej wartosci tzw. potencjatu bramkujacego sprzyja otwieraniu
megakanatow mitochondrialnych (MPTP, ang. mitochondria permeability transition pore)
znajdujacych si¢ na styku bton wewngetrznej i zewngtrznej. Gtownym elementem struktury
megakanatu jest translokaza nukleotydow adeninowych (ANT, ang. adenine nucleotide
translocator) umiejscowiona w btonie wewnetrznej. ANT tworzy kompleksy z biatkami
zewngtrznej btony: poryng i obwodowym receptorem benzodiazepiny. Inne wystepujace w
tym kompleksie biatka pelnig funkcje regulacyjne. Do bialek oddziatywujacych z poryna
naleza: kinazy kreatynowe, heksokinazy oraz kinazy glicerolowe. Od strony
cytoplazmatycznej z kanalem mogg wigza¢ si¢ takze biatka z rodziny Bcl-2 np.: Bcl-2 i Bax
(Beutner i wsp., 1998, Wei i wsp., 2001, Shosan-Barmatz i Gincel 2003, Vyssokikh i
Brdiczka 2003, Chandra i wsp., 2005, Gillies i Kuwana 2014). Otwarcie megakanatow
mitochondrialnych powoduje wyptyw z macierzy mitochondrialnej do cytozolu jonéw wapnia
oraz biatek pro-apoptotycznych takich jak: cytochrom ¢, Smac/Diablo, HTRA2/OMI oraz
czynnik indukujacy apoptoze (AIF ang. apoptosis inducing factor) (Du i wsp., 2000,
Verhagen i wsp., 2000, Martins i wsp., 2002, Cilenti i wsp., 2003). Uwolniony cytochrom ¢
oddziatuje z biatkiem Apaf-1 (ang. apoptosis protease-activating factor 1), zlokalizowanym
przy btonie mitochondrialnej, zmieniajac jego konformacj¢ co pozwala na zwigzanie
prokaspazy-9, a nastepnie jej aktywacje. Proces ten odbywa si¢ w kompleksie zwanym
apoptosomem, ktorego zadaniem jest aktywacja kaspazy-9 inicjujacej szlak mitochondrialny
apoptozy, oraz na dalszym etapie kaspaz wykonawczych-3, -6 i -7 (Shi 2002, Reubold 2009,
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Malladi i wsp., 2009, Bratton i Salvesen 2010, Yuan i Akey 2013). Aktywna kaspaza-3
doprowadza do degradacji polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1). Nastepuje wowczas
zmniejszenie proceséw naprawczych uszkodzonych nici DNA i poli(ADP-rybozylacja) biatek
docelowych. Produkty degradacji PARP-1 moga réwniez aktywowac apoptoze (D’ Amours i
wsp., 2001). Z przeprowadzonych badan wynika, ze w wyniku dziatania krotkotancuchowego
C2-ceramidu w warunkach in vitro dochodzi do aktywacji kaspaz wykonawczych i degradacji
PARP-1 (Ito i wsp., 1999, Movsesyan i wsp., 2002, Stoica i wsp., 2003, Ardestani i wsp.,
2013). Istnieja rowniez doniesienia literaturowe stwierdzajace brak skutecznos$ci dziatania
inhibitoréw kaspaz w warunkach inkubacji z C2-ceramidem (Willaime i wsp., 2001, Kim i
wsp., 2007).

Do czynnikéw regulujacych proces apoptozy poprzez wptyw na przepuszczalno$ée
zewnetrznej btony mitochondrialnej naleza biatka z rodziny Bcl-2.

W komorkach prawidtowych biatka te znajduja si¢ w zewngtrznej blonie mitochondrialnej,
siateczce §rodplazmatycznej oraz w cytozolu. Bialka te stanowig grupe onkogenow
posiadajacych wspélny region, co najmniej jeden z czterech, ktore nazywane sg domenami
homologii z Bcl-2 (ang. Bcl-2 homology-BH): BH1, BH2, BH3, BH4. Dziela si¢ one na dwie
podrodziny: biatka anty-apoptotyczne (Bcl-2, Bcl-X., Mcl-1) oraz biatka pro-apoptotyczne:
Bax i Bak wykazujace homologi¢ domen BH1, BH2 i BH3 oraz biatka Bik, Bad, Bid, Bim,
Hrk/DRS5, Noxa, Puma, Bmf posiadajace homologie tylko domeny BH3 (tzw. ang. BH3 only
proteins). Biatka Bcl-2 i Bcl-X| tworzg heterodimery z biatkami pro-apoptotycznymi poprzez
wigzanie domen BH3. Biatka pro-apoptotyczne Bax i Bak indukuja apoptoze poprzez
tworzenie kanatow w zewngtrznej btonie mitochondrialnej (Kuwana i Newmeyer 2003,
Danial i Korsmeyer 2004, Brunelle i Letai 2009, Czabotar i wsp., 2011, 2013). Niezbednym
warunkiem do uformowania takiego kanatu jest oligomeryzacja tych biatek oraz translokacja
z cytoplazmy do blony mitochondrialnej z udziatem biatka Bid. Biatko Bid powoduje zmiany
konformacyjne biatek Bax i1 Bak, co powoduje ich wbudowanie si¢ do zewngtrznej btony
mitochondrialnej (Lovell i wsp., 2008). Uwaza si¢, ze biatka Bax i Bak mogg tworzy¢ kanaty
ztozone z homomultimerow lub wspotdziata¢ z megakanatem mitochondrialnym poprzez
oddziatywanie z kanatem anionowym zaleznym od napigcia (ang. voltage dependent anion
channel-VDAC) oraz z translokaza nukleotydéw adeninowych (Shamas-Din i wsp., 2011,
Dewson i wsp., 2008 i 2012, Happo i wsp., 2012, Roy i wsp., 2014).

Ekspresja bialek z rodziny Bcel-2 w przebiegu apoptozy moze by¢ kontrolowana przez biatko
p53. Biatko p53 w warunkach fizjologicznych wystgpuje w formie nieaktywnej i jego stezenie

w komorce utrzymywane jest na niskim poziomie. Pod wptywem czynnikow uszkadzajacych
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DNA dochodzi do jego aktywacji przez oligomeryzacje i fosforylacj¢ oraz do wzrostu
poziomu biatka p53. Biatko p53 zatrzymuje wowczas cykl komorkowy na granicy przejscia z
fazy G1 do S oraz w fazie G2, umozliwiajac uruchomienie procesow naprawczych DNA. Jesli
naprawa DNA jest niemozliwa lub nieskuteczna biatko p53 indukuje proces apoptozy (Pietsch
i wsp., 2008). Aktywne biatko p53 jako czynnik transkrypcyjny odpowiedzialne jest za wzrost
ekspresji czynnikéw pro-apoptotycznych zwigzanych z mitochondrialng $ciezka apoptozy
(np. biatka z rodziny Bcl-2 takie jak: Bax, Bak, Noxa, Puma) (Miyashita i Reed 1995, Chipuk
i wsp., 2005), jak rowniez z receptorami $mierci (np. CD95, TRAIL-R1 i TRAIL-R2) (Haupt
i wsp., 2003).

Biatko p53 hamuje ekspresje bialek anty-apoptotycznych takich jak: Bcl-2, Bcl-X, FLIP i
surwiwina (Miyashita i wsp., 1994, Hoffman i wsp., 2002, Chi i wsp., 2014). Biatko p53
wykazuje dziatanie apoptogenne per se, niezaleznie od aktywnosci jako czynnika
transkrypcyjnego (Chi i wsp., 2014). Akumulacja endogennego biatka p53 w cytoplazmie
prowadzi do aktywacji biatka Bax, wzrostu przepuszczalno$ci zewnetrznej btony
mitochondrialnej i apoptozy (Chipuk i wsp., 2004). Wykazano takze, ze biatko p53 moze
tworzy¢ kompleksy z anty-apoptotycznymi biatkami Bcl-2, Bcl-X|, hamujac w ten sposob ich
dziatanie (Mihara i wsp., 2003).

Istnieje szereg biatek sygnalowych, ktore ulegaja aktywacji w wyniku oddziatywania z
ceramidem. Mogg one inicjowac¢ kilka réznych niezaleznych od siebie szlakow sygnatowych,
ktore prowadzg do apoptozy. Akumulacja ceramidu w wyniku syntezy de novo lub hydrolizy
sfingomieliny przy udziale obojetnej sfingomielinazy, jak rowniez dodawane egzogennie
ceramidy, powoduja obnizenie lub zahamowanie aktywnosci kinazy biatkowej Akt. Proces
ten, jak pokazatly liczne prace moze by¢ zalezny od aktywacji kinazy biatkowej C typu zeta
(PKC, atypowej niezaleznej od Ca?* lub diacyloglicerolu). Wykazano, ze C6-ceramid
powoduje aktywacj¢ PKCC, co w dalszej kolejnosci powoduje defosforylacje Akt na Serd73 i
Thr308 (fosforylacja obu tych miejsc jest konieczna do aktywacji Akt) (Powell i wsp., 2003).
Kinaza biatkowa PKC( hamuje rowniez przytaczenie PtdIns(3,4,5)P; do domeny PH Akt, co
jest warunkiem koniecznym do translokacji Akt z cytozolu do btony komdrkowej poprzez
fosforylacje¢ PtdIns(3,4,5)P3 na Thr34 (Bourbon i wsp., 2000, 2002, Powell i wsp., 2003, Fox i
wsp., 2007). Inne kinazy biatkowe aktywowane przez ceramid to Kinazy z grupy kinaz MAPK
takie jak: JNK oraz p38 (Maziére i wsp., 2001, Kong i wsp., 2005, Kim i wsp., 2008).
Ceramid wplywa na obnizenie fosforylacji kinazy Akt rowniez poprzez aktywacje fosfatazy
biatek PP2A (Dobrowsky i wsp., 1993). Aktywna fosfataza PP2A powoduje rowniez
defosforylacje biatek Bax i Bad, ktore staja si¢ wowczas aktywnymi pro-apoptotycznymi

20



Wprowadzenie

biatkami. Towarzyszy temu defosforylacja biatka Bcl-2, ktore traci swoje anty-apoptotyczne
wilasciwosci (Ruvolo i wsp., 1999, Xin i Deng 2006).

Wiele badan wskazuje, ze ceramid i biatko p53 wspotdziataja wzajemnie w indukcji apoptozy
(Heffernan-Stroud i Obeid 2011, Hage-Sleiman i wsp., 2013). Wykazano, ze ceramid
przyczynia si¢ do wzrostu poziomu biatka p53. Rowniez czynniki stresogenne powodujace
wzrost poziomu p53 moga, poprzez aktywacje syntaz ceramidu i obojetnej sfingomieliznazy,
przyczynia¢ si¢ do wzrostu poziomu ceramidu (Jaffrezou i wsp., 1996, Kolettas i wsp., 2006,
Panjarian i wsp., 2008, Deng i wsp., 2009). Jednakze istniejg rowniez doniesienia, ktore
pokazuja, ze ceramid nie powoduje wzrostu ekspresji biatka p53 1, ze biatko to nie jest
konieczne do indukcji apoptozy wywotanej przez ceramid (Yang i Duerksen-Hughes 2001,
Hage-Sleiman i wsp., 2013).

Istnienie oddziatywan miedzy mitochondriami, siateczka $rédplazmatyczng i btong
plazmatyczng odgrywa istotng role w regulacji przekaznictwa sygnalu w komodrkach. Badania
Stiban i wsp., (2007) wykazaty, ze ceramid powstajacy w siateczce srodplazmatycznej
poprzez MAM (ang. mitochondria associated membranes) moze translokowac si¢ do
mitochondridw, powodujac wzrost przepuszczalno$ci zewnetrznej blony mitochondrialne;.
Jednakze, w wyizolowanych mitochondriach stwierdzono obecnos$¢ dihydroceramidu w
zewnetrznej 1 wewnetrznej btonie mitochondrialnej (Ardail i wsp., 2001). W zwigzku z tym
mozliwa jest synteza de novo ceramidu w mitochondriach, co w konsekwencji powoduje
indukcje apoptozy. Dalsze badania potwierdzilty obecno$¢ syntaz ceramidu, jak rowniez
obojetnej sfingomielinazy i ceramidaz w mitochondriach (Shimeno i wsp., 1998, EI Bawab i
wsp., 2000, Birbes i wsp., 2001, Bionda i wsp., 2004, Yu i wsp., 2007, Wu i wsp., 2010).
Ceramidy powodujg zaburzenie homeostazy wapniowej (Pinton i wsp., 2001, Muriel i wsp.,
2000), hamowanie komplekséw tancucha transportu elektrondéw, zaburzenie potencjatu obu
bton mitochondrialnych (Arora i wsp., 1997, Ghafourifar i wsp., 1999), wzrost poziomu
reaktywnych form tlenu (Garcia-Ruiz i wsp., 1997, Quillet-Mary i wsp., 1997, France-Lanord
i wsp., 1997, Di Paola i wsp., 2000) i w konsekwencji wyplyw z przestrzeni migdzybtonowej
mitochondrium biatek indukujacych apoptoze (Siskind i wsp., 2002, Di Paola i wsp., 2000 i
2004).

Jak wczesniej wspomniano, badania in vitro oraz in vivo pokazuja, ze ceramidy hamuja
tancuch transportu elektronow. Eksperymenty Gudz i wsp., (1997) i Di Paola i wsp., (2000)
pokazaty, ze C2-ceramid powoduje hamowanie kompleksu I, III 1 IV fancucha oddechowego.

Z kolei dlugotancuchowe ceramidy takie jak C16 powoduja hamowanie kompleksu V.

21



Wprowadzenie

Ze wzgledu na swojg hydrofobowos¢ ceramid moze wpltywaé na wlasciwosci bton
komorkowych, powodujac zmniejszenie ich ptynnosci oraz szczelnosci. Ma to znaczenie w
indukowanej przez ceramid apoptozie. Zarowno krétko jak i dlugotancuchowe ceramidy
powodujg wzrost przepuszczalno$ci zewnetrznej btony mitochondrialnej poprzez formowanie
kanatow, ktore sg przepuszczalne dla np. cytochromu c (Siskind i Colombini 2000, Siskind i
wsp., 2002, Siskind i wsp., 2006, Colombini 2010). W formowanie tych kanatow
zaangazowane jest pro-apoptotyczne biatko Bax (Kim i wsp., 2001, von Haefen i wsp., 2002).
Ceramid i biatko Bax dziataja ze sobg synergistycznie, powodujac wzrost przepuszczalnosci
btony (Ganesan i wsp., 2010). Zjawisku temu zapobiega nadekspresja w komoérkach biatek
anty-apoptotycznych Bcl-2 i Bcl-X_ (Zhang i wsp., 1996, Siskind i wsp., 2008, Perera i wsp.,
2012). Translokacja biatka Bax z cytozolu do mitochondrium wymaga aktywnosci kinazy
JNK (Tsuruta i wsp., 2004). Krétko i dlugotancuchowe ceramidy, poprzez aktywacje szlaku
kinaz MAPK oraz zahamowanie aktywnosci kinazy Akt, przyczyniaja si¢ do translokacji
biatka Bax (Kim i wsp., 2008).
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Polimeraza poli(ADP-rybozy)

Polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP-1) (EC.2.4.2.30) jest enzymem jagdrowym
bioragcym udzial w naprawie uszkodzen DNA i regulacji proceséw transkrypcji
(Krishnakumar i Kraus 2010, Virag i wsp., 2013). Jest to biatko monomeryczne o masie
czasteczkowej w granicach 110-130kDa, u ssakow wynosi 113kDa. PARP-1 jest najlepiej
poznanym czlonkiem rodziny PARP , w sktad ktorej wchodzg rowniez m.in.: SPARP-1,
PARP-2, PARP-3, tankyraza. PARP-1 zawiera trzy istotne dla swej funkcji domeny
strukturalne: domen¢ N-koncowa wigzaca DNA, zawierajaca dwa palce cynkowe i
umozliwiajaca wigzanie do pojedynczej lub podwojnej nici DNA, a takze sekwencje
lokalizacji jadrowej (NLS — ang. nuclear localization sequence), domeng centralng
automodyfikujaca, ktora zawiera motyw BRCT, odpowiedzialny za interakcje na poziomie
biatko-biatko oraz C-koncowa domeng katalityczna, przeprowadzajaca proces
ADP-rybozylacji (Kameshita i wsp., 1984, Desmarais i wsp., 1991, D’ Amours i wsp., 1999,
Altmeyer i wsp., 2009). W komoérkach prawidlowych podstawowa aktywnos¢ PARP-1 jest na
niskim poziomie i ulega gwattownemu, nawet 500-krotnemu wzrostowi, w warunkach stresu
gentoksycznego i oksydacyjnego (de Murcia i de Murcia 1994). Enzym w wyniku aktywacji
syntetyzuje poli(ADP-ryboze) (PAR) i powoduje ADP-rybozylacje licznych biatek takich jak:
histony, polimerazy DNA 1 i 2, ligazy DNA, topoizomerazy, Ca®*, Mg?* zalezna
endonukleaza i sam PARP, ktory ulega autorybozylacji (D’ Amours i wsp., 1999, Luo i Kraus
2012). Przytaczenie PAR zmniejsza powinowactwo PARP-1 do DNA 1 hamuje aktywno$¢
katalityczng enzymu (D’ Amours 1 wsp., 1999). Biatka modyfikowane przez PARP-1
zawierajg motyw wigzacy PAR, ktory czgsto znajduje si¢ w obrebie ich domen
funkcjonalnych, odpowiedzialnych np. za wigzanie do DNA lub innych bialek. Przytaczenie
PAR moze zatem modulowa¢ aktywno$¢ biatek docelowych, ze wzgledu na silnie ujemny
tadunek i duzy rozmiar polimeru (Kraus 2008, Krishnakumar i Kraus 2010, Schreiber i wsp.,
2006).

PARP-1 odgrywa istotng role w regulacji aktywnosci licznych czynnikow transkrypcyjnych
(np.: AP-1, AP-2) poprzez interakcje na poziomie biatko-biatko lub poprzez
poli(ADP-rybozylacj¢) czynnika transkrypcyjnego (np.: p53, NF-kB) (Kraus 2008,
Krishnakumar i Kraus 2010). W ten sposob PARP-1 moze wptywac na ekspresje biatek
pro- i antyoksydacyjnych.

Modyfikacje potranslacyjne stanowig wazny mechanizm kontroli funkcji PARP-1 (Biirkle 1
Virag 2013). Badacze z zespolu Swansona (Kauppinen i wsp., 2006) stwierdzili korelacje

migdzy szlakiem kinaz ERK1/2, a $§miercig neurondw 1 astrocytow zalezng od PARP-1.
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Zaobserwowali, ze farmakologiczna inhibicja kinaz ERK1/2 zapobiegata aktywacji PARP-1
poprzez spadek poziomu PAR. Badania wykazaty, ze aktywacja PARP-1 indukowana przez
ERK1/2 zachodzi poprzez fosforylacje. PARP-1 moze by¢ fosforylowany réwniez m.in. przez
kinaze¢ biatkowg C (PKCa i B) 1 kinaze¢ JNK1 (Cohen-Armon 2007, Biirkle i Virag 2013).
Oproécz fosforylacji, PARP-1 w warunkach stresu ulega acetylacji, a ta modyfikacja wzmaga
jej aktywno$¢ katalityczng. PARP-1 ulega modyfikacji przez acetylazy p300 i CBP (ang.
CAMP-response element binding protein), co zwigksza zdolnos¢ tego enzymu do regulacji
transkrypcji genow zaleznych od NF-xB (Biirkle i Virag 2013).

Badania wskazujg, ze nadmierna aktywacja enzymu PARP-1 powodowana wystgpowaniem
stresu oksydacyjnego ma udziat w patomechanizmie wielu choréb w tym
neurodegeneracyjnych, nowotworowych, niedokrwieniu, hipoglikemii (Suh i wsp., 2003,
Strosznajder i wsp., 2003, 2005a, b, 2010, Kauppinen 2007, Strosznajder i wsp., 2012,
Weaver i Yang 2013, Morales i wsp., 2014).

Dotychczas niezbadana jest jednak rola PARP oraz PAR w mechanizmach dziatania

bioaktywnych sfingolipidow w procesach neurodegeneracji i neuroprotekcji.
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Udziat biatka AIF i polimerazy poli(ADP-rybozy) w smierci komorek

Oprocz $ciezki apoptozy zwigzanej z aktywacjg kaspazy-3, wazna role odgrywaja
rowniez procesy kaspazo niezalezne. Do czynnikdéw bioracych udzial w apoptozie niezaleznej
od aktywacji kaspaz nalezy biatko AIF zidentyfikowane przez grupe Guido Kroemera (Susin i
wsp., 1999). Biatko AIF jest mitochondrialng flawoproteing, ktéra zaangazowana jest
zarOwno w procesy przezycia jak i $mierci komorek. W warunkach fizjologicznych AlF
odgrywa istotng rolg w fosforylacji oksydacyjnej, a w sytuacjach patologicznych moze
prowadzi¢ do $mierci komodrek niezaleznej od kaspaz poprzez translokacje do jadra
komorkowego, kondensacje chromatyny i fragmentacje DNA. Nastepnie AIF wraz z innymi
czynnikami, takimi jak cyklofilina A i endonukleaza G tworzy degradosom, ktory bierze
udziatl w procesie fragmentacji DNA na charakterystyczne odcinki wielko$ci okoto 50 kpz
(kilo par zasad) (Daugas i wsp., 2000, Modjtahedi i wsp., 2006), co prowadzi do
apoptotycznej $mierci komorki (Yu i wsp., 2002, 2003, Cregan i wsp., 2004). AlF
zakotwiczony jest w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. W budowie biatka AIF wyroznia
si¢ trzy funkcjonalne domeny: domene wiazacg FAD, domeng wigzacg NADH oraz domen¢
C-koncowsg. Dwie pierwsze z nich wykazuja wtasciwosci oksydoreduktazy NADH, natomiast
domena C-koncowa wykazuje wlasciwosci pro-apopotyczne (Susin i wsp., 1999). Na
powierzchni biatka AIF znajduja si¢ dodatnio naladowane aminokwasy, ktore oddziatuja
elektrostatycznie z DNA (Ye i wsp., 2002). Badania wykazaty, ze AIF ma wigksze
powinowactwo do nici pojedynczej niz podwojnej i ze wiele czasteczek AIF wiaze si¢ z
kilkoma czasteczkami DNA (ang. clustered fashion) (Vahsen i wsp., 2006).
Zaproponowane zostaty dwa hipotetyczne modele dziatania AIF w tancuchu transportu
elektronow. Pierwszy model zaktada, ze AIF jest czynnikiem ,,integrujacym”
zaangazowanym w przenoszenie lub gromadzenie podjednostek biatkowych kompleksu I, a
takze prawdopodobnie kompleksu I11. Druga hipoteza przedstawia AlIF jako czynnik
utrzymujacy, niezbedny do utrzymania oraz stabilnosci kompleksu 11 III (Modjtahedi 1 wsp.,
2006).
AIF jest gtéwnym czynnikiem prowadzacym do $mierci komorki w szlaku przekaZznictwa
zwigzanego z polimerazg poli(ADP-rybozy). Badania dowodzg, ze AIF (62kDa) umieszczony
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej ulega proteolizie do rozpuszczalnej postaci (57kDa),
ktora moze opusci¢ mitochondrium (Otera i wsp., 2005, VVosler i wsp., 2009). Stwierdzono, ze
za proteolizg biatka AIF odpowiada wystepujaca w przestrzeni migdzybtonowej
mitochondriéw (Heeres i Hergenrother 2007), zalezna od Ca®* proteaza — p- kalpaina, do
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ktorej aktywnosci wymagana jest podjednostka capn4 oraz pro-apoptotyczne biatko Bax
(Moubarak i wsp., 2007). Biatko Bax w postaci oligomeréw formuje pory w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej, przez ktére moze by¢ uwalniane biatko AIF.

Przeprowadzone badania pokazujg rowniez, ze endogenny AIF w komoérkach mozgu
zlokalizowany jest nie tylko w przestrzeni mi¢dzybtonowej mitochondrium lecz takze pewna
jego ilos¢ (okoto 30%) znajduje si¢ po cytozolowej stronie mitochondriow i luzno oddziatuje
z zewngtrzng blong mitochondrialng (Yu i wsp., 2009). W zwiazku z tym mozliwe jest, ze to
ta pula AlF, ktora nie ulega proteolizie, translokuje sie do jadra komorkowego pod wpltywem
sygnatu $mierci. Potwierdzaja to dane, ktore sugerujg brak koniecznosci aktywacji kalpainy w
komorkach ulegajacych apoptozie z udziatem biatka AIF (Yu i wsp., 2002, Joshi i wsp., 20009,
Wang i wsp., 2009).

Istotne znaczenie w uwalnianiu biatka AIF przypisuje si¢ poli(ADP-rybozie) (PAR). PARP-1
katalizuje reakcje z BNAD" (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) i syntetyzuje polimery
ADP-rybozy. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA, komorka rozpoczyna procesy naprawcze.
Nastepuje aktywacja PARP-1 i ADP-rybozylacja histonow, co prowadzi do ich uwolnienia z
uszkodzonego DNA. Jednakze, kiedy dochodzi do masywnego uszkodzenia DNA, nast¢puje
nadmierna aktywacja PARP-1, co moze prowadzi¢ do wyczerpania BNAD" i ATP oraz
$mierci komorek (Alano i wsp., 2010). Wykazano, ze PAR przenosi informacj¢ miedzy
jadrem a mitochondrium i wptywa na uwalnianie biatka AIF (Andrabi i wsp., 2006; Yu i
wsp.,2006, Moubarak i wsp., 2007). Stwierdzono, ze AIF posiada trzy domeny wigzace PAR,
ktore sg niezbedne do indukcji translokacji AIF do jadra komorkowego (Wang i wsp., 2011).
Jednak doktadny mechanizm uwalniania AIF w odpowiedzi na zwigzanie PAR nie jest do

konca poznany.
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Dzialanie sfingozyno-1-fosforanu za posrednictwem blonowych receptorow
sprzezonych 7 biatkami G

Sfingozyno-1-fosforan moze dziata¢ jako przekaznik pierwszego rzedu za
posrednictwem blonowych receptorow (GPCR) sprzezonych z biatkami G oznaczonych
S1PR1 do S1PR5 w sposob autokrynny lub parakrynny oraz jako wewnatrzkomoérkowy
przekaznik drugiego rz¢du (Schemat 3) (Blaho i Hla 2014, Takabe i Spiegel 2014). Gtéwnym
ligandem jest dla nich S1P oraz wykazujacy mniejsze powinowactwo dihydro-S1P (Pyne i
Pyne, 2002, 2011). S1P syntetyzowany wewnatrz komorek moze dotrze¢ do receptorow na
powierzchni blony za pomocg bialek transportowych zawierajacych kasete wiazaca ATP z
rodziny ABC (ABC1, ABCG2, ABCA1) (van Meer i Lisman 2002) oraz biatka Spinster 2
(SPNS2), ktore nalezy do super-rodziny transporteréw btonowych (ang. major facilitator
superfamily, MFS) (Osborne i wsp., 2008, Hisano i wsp., 2012, Nagahashi i wsp., 2013).

Przestrzen

wewnatrzkomorkowa Przestrzen

zewnatrzkomorkowa
Przestrzen
Ceramid - - wewnatrzkomorkowa

A

CerS ceramidazy

v

Sfingozyna
4

N

LPPs, SPPs Sphkl

v

SIP’-\
Y-

Liaza SIP

Heksadecenal + Fosforan etanoloaminy

L

Schemat 3. Synteza i mechanizm dzialania sfingozyno-1-fosforanu wg. Obinata i Hla 2012.
Objasnienia skrotow: Cer-syntazy ceramidu, LPPs- fosfohydrolazy o szerokiej specyficznosci
substratowej, SPPs-fosfatazy dla S1P, Sphkl1-kinaza sfingozyny typu 1, Rho, Ras-biatka
nalezgce do rodziny matych biatek G, MAPK-kinazy aktywnowane mitogenami, Akt-kinaza
biatkowa B, PI3-K-kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, PKC-kinaza biatkowa C, PLC-fosfolipaza
C.
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Receptor SIPR1 sprzgzony jest z biatkiem Gy, , receptor SIPR2 1 SIPR3 z biatkami
Gilo, Gy, 0raz Gio/13, natomiast receptor SIPR4 i S1PRS5 z biatkami Gj,, oraz Giz13. Receptor
bedac zwigzany z biatkiem Gij, hamuje aktywno$¢ cyklazy adenylanowej i zmniejsza stezenie
cAMP w komorce, aktywuje biatko Ras, ktore stymuluje serynowo-treoninowg kinaze Raf, a
nastepnie kaskade tzw. kinaz MAPK. Kinazy MAPK posrednicza w przekazywaniu sygnatow
zwigzanych z procesami, takimi jak: proliferacja, roznicowanie, przezycie, Smier¢ i
transformacja nowotworowa (Walker i wsp., 2013, Tournier 2013, Koul i wsp., 2013). Przez
podjednostke B/y biatka Gj,, aktywowana jest fosfolipaza C typu B, ktora jest rowniez
aktywowana przez podjednostke o biatka Gq. Zaktywowany enzym dziata hydrolitycznie na
fosfolipid PtdIns(3,4)P,. W wyniku hydrolizy powstaja dwa wtorne przekazniki informacji:
InsP3 i 1,2-diacyloglicerol (DAG) oraz nastepuje zwigkszenie poziomu wolnych jonow
wapnia w komorce. PtdIns(3,4)P, moze ulegac takze fosforylacji pod wptywem kinazy PI3-K.
Powstaje wowczas PtdIns(3,4,5)Ps, ktory rekrutuje z cytoplazmy do btony plazmatycznej
nieaktywna kinaz¢ Akt i wigzac si¢ z nig umozliwia jej fosforylacje a przez to aktywacje.
Szlak sygnatowy wlaczajacy PI3-K/Akt pelni istotne funkcje w procesach pro-zyciowych
(Polivka i Janku 2014). Biatko Gij, 0raz Giz13 aktywuja mate biatka G-Rho (Schemat 3)
(Nowak i wsp., 2008, Klimaszewska i wsp., 2011).
Receptory SIPR1-S1PRS5 sg obecne w wielu komorkach organizmu. Obecnos¢ S1PR1,
S1PR 2 i S1PR3 stwierdzono w mozgu, sercu, ptucach, §ledzionie i watrobie. W mniejszym
stopniu receptory te zlokalizowane sa w nerkach, migéniach i grasicy. SIPR4 wystepuje
glownie w tkankach limfatycznych (grasicy, $ledzionie, weztach chtonnych) oraz w ptucach.
S1RPS jest obecny glownie w uktadzie nerwowym (Sanchez i Hla 2004).
W neuronach i mikrogleju zlokalizowane sg receptory: SIPR1, SIPR2 SIPR3, w
oligodendrocytach znajduja si¢ SIPR1, SIPR3 oraz S1PRS, a w astrocytach wystepuja
S1PR1 i S1IPR3 (Mehling i wsp., 2011). S1P poprzez zalezne od pobudzenia receptorow
szlaki przekaZznictwa informacji zaangazowany jest w procesy przezycia, proliferacji,
réznicowania komorek, organizacje cytoszkieletu oraz komunikacji migdzy komorkami (Hait
1 wsp., 2006, Chalfant 1 wsp., 2005, Strub i wsp., 2010). S1P wplywa na morfologi¢
neurytow, reguluje podstawowe funkcje neuronéw oraz sekrecje neuroprzekaznikow m. in.

glutaminianu (Kajimoto i wsp., 2007, Okada i wsp., 2009).
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Znaczenie ceramidu/S1P w wybranych stanach patologicznych

Istnienie Sciezki, ktorej kolejne metabolity majg przeciwstawne pro- i
anty-apoptotyczne dziatanie (ceramid/S1P) sugeruje, iz zachwianie jej regulacji moze mie¢
niezwykle istotne znaczenie w wielu procesach patologicznych. Stwierdzono, ze zaburzenie
biostatu ceramid/S1P obserwowane jest m.in. w niedotlenieniu/niedokrwieniu mozgu (Tian i
wsp., 2009), w chorobach neurodegeneracyjnych (Katsel i wsp., 2007, Haughey i wsp., 2010,
Filippov i wsp. 2012, Ceccom i wsp., 2014, Couttas i wsp., 2014), w procesie nowotworzenia
(Ogretmen i Hannun 2004, Ponnusamy i wsp., 2010, Oskouian i Saba 2010, Kunkel i wsp.,
2013), w stwardnieniu rozsianym (Jana i Pahan 2010, van Doorn i wsp., 2012, Podbielska i
wsp., 2012, Davies i wsp., 2013) oraz w hiperglikemii (Car i wsp., 2012, Larsen i Tennagels
2014).

Choroba Alzheimera
Z przeprowadzonych badan wynika, ze zrodtem ceramidéw w patologii choroby

Alzheimera (ChA) jest hydroliza sfingomieliny i synteza de novo. Zaobserwowano, ze
peptydy amyloidu beta (AB) indukuja apoptoze poprzez aktywacje kwasnej i oboj¢tne;j
sfingomielinazy przyczyniajac si¢ w ten sposob do wzrostu poziomu ceramidow (Ayasolla i
wsp., 2004, Lee i wsp., 2004, Zeng i wsp., 2005, Malaplate-Armand i wsp., 2006, Gomez-
Brouchet i wsp., 2007). Badania pokazuja rowniez mozliwos¢ aktywacji palmitylotransferazy
serynowej przez peptydy AP, w wyniku czego dochodzi do wzrostu poziomu ceramidow na
drodze syntezy de novo (Cutler i wsp., 2004, Geekiyanage i wsp., 2013).

Wzrost stezenia ceramidow 1 spadek poziomu S1P obserwowano w mozgach post
mortem pacjentéw chorych na ChA (Cutler i wsp., 2004, He i wsp., 2010, Filippov i wsp.
2012, Ceccom i1 wsp., 2014, Couttas i wsp., 2014). Stezenie ceramidow badane w plynie
mozgowo-rdzeniowym osob z ChA bylo prawie dwukrotnie wyzsze w porownaniu z grupg
kontrolg (Satoi i wsp., 2005). He i wsp., (2010) wykazali podwyzszony poziom kwasnej
sfingomielinazy w mézgach post mortem pacjentéw z ChA w poréwnaniu ze zdrowymi
moézgami 0sob starszych. Prowadzito to do wzrostu ilo$ci ceramidow. Ponadto
zaobserwowano wzrost aktywnosci kwasnej ceramidazy, co skutkowato wzrostem poziomu
sfingozyny, jednak ilo$¢ protekcyjnego sfingozyno-1-fosforanu ulegata obnizeniu. Autorzy
postuluja, ze S1P jest rozktadany przez liazy lub defosforylowany przez fosfatazy. Badania
post mortem wykazaty takze zmiany w aktywnosci kinaz sfingozyny. Couttas i wsp., (2014)
pokazali spadek poziomu S1P w probkach pobranych z rejonu CA 1 hipokampa oraz z
dolnego zakretu skroniowego istoty szarej i biatej post mortem od ludzi chorych na ChA.
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Stwierdzono réwniez wzrost poziomu ceramidow gtownie C16, spadek aktywnosci kinaz
sfingozyny 1 i1 2 oraz wzrost aktywnosci fosfataz SPP1 i SPP2. Badania Ceccom i wsp.,
(2014) pokazaty spadek immunoreaktywnosci kinazy sfingozyny 1, receptora 1 dla S1P oraz
wzrost dla liazy S1P w probkach pobranych z kory czotowej oraz srdédwechowej post mortem
od ludzi chorych na ChA.

Stwardnienie rozsiane
Fingolimod (Gilenya) jest lekiem stosowanym w monoterapii do modyfikacji

przebiegu postaci rzutowo-remisyjnej stwardnienia rozsianego. Fingolimod ulega fosforylacji
przez kinaze sfingozyny typu 2 do aktywnego metabolitu fosforanu fingolimodu, ktory jest
modulatorem receptoréw dla S1P. Fingolimod powoduje zatrzymanie autoreaktywnych
limfocytow T w weztach chtonnych. Ponadto wykazuje rowniez bezposrednio
neuroprotekcyjne dzialanie na osrodkowy uktad nerwowy. Podany doustnie ma zdolnos$¢ do
przekraczania bariery krew-mozg i dziatania na receptory S1P w mozgu (Miron i wsp., 2008,
2009, Hla i Brinkmann 2011, Pinschewer i wsp., 2011).

W prébkach pobranych post mortem od pacjentow ze stwardnieniem rozsianym stwierdzono
wzrost poziomu ceramidow. Zaobserwowano wzrost proporcji ceramidéw C16/C24 oraz
C18/C24 w poroéwnaniu do probek pobranych od zdrowych pacjentow (van Doorn i wsp.,
2012). Stwierdzono rowniez wzrost ekspresji kwasnej sfingomielinazy w astrocytach. W
mikrogleju wykazano wzrost ekspresji kwasnej ceramidazy, kinazy sfingozyny 2 — enzymow
bioracych udziat w degradacji ceramidu oraz fosfatazy S1P (SPP2) — enzymu rozktadajacego
protekcyjny S1P.

Proces nowotworzenia

Czynniki stresogenne np. TNF-a, chemioterapeutyki, hipo-i hiperglikemia wpltywaja
na poziom ceramidu, co sugerowatoby, ze w komorkach nowotworowych moze dochodzi¢ do
wzmozonej produkcji ceramidéw (Nikolova-Karakashian i Rozenova 2010). Ceramid
powinien jako czasteczka pro-apoptotyczna przyczyniac¢ si¢ do indukcji proceséw §mierci
komorek, jednak komorki nowotworowe charakteryzujg si¢ znaczng opornos$cig na apoptozg.
Biorac ten fakt pod uwage nalezy przypuszczac¢, ze w komorkach nowotworowych istnieja
mechanizmy, ktére powoduja zmniejszenie poziomu ceramidu lub umozliwiajg im przezycie
w warunkach wysokiego stezenia tego sfingolipidu. Jednym z mechanizméw wplywajacych
na zmniejszenie poziomu ceramidu jest jego glikozylacja i galaktozylacja. Wzrost poziomu
glukozyloceramidu i galaktozyloceramidu zwigzany jest z wystgpieniem zjawiska opornosci
wielolekowej (Liu i wsp., 2001, Ogretmen i Hannun 2004, Gouaze-Andersson i Cabot 2006,
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Giussani i wsp., 2012, Owczarek i wsp., 2013). W komorkach nowotworowych dochodzi
réwniez do wzrostu ekspresji kinazy sfingozyny 1, ktéra uwazana jest za onkogen, a tym
samym do wzmozonej syntezy anty-apoptotycznego S1P (Pitson i wsp., 2005, Vadas i wsp.,
2008, Pyne i Pyne 2010, Kunkel i wsp., 2013). Reasumujgc podawane egzogennie ceramidy i
zwiekszanie puli endogennych ceramidow oraz hamowanie metabolizmu ceramidéw stwarza

mozliwo$ci rozwinigcia skutecznej strategii przeciwnowotworowej (Barth 1 wsp., 2011).
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Zalozenia i cel pracy

Nalezy zwroci¢ uwage, ze w ostatnim dziesi¢cioleciu dokonat si¢ ogromny postep w
zrozumieniu funkcji bioaktywnych sfingolipidoéw takich jak: ceramid i sfingozyno-1-fosforan
oraz enzymow biorgcych udziat w ich metabolizmie w regulacji wielu procesow
komorkowych. Dotychczasowe prace wykazaly, ze ceramid i sfingozyna odgrywaja wazng
rolg W procesach hamowania wzrostu i indukcji $mierci komorki, natomiast ich aktywny
metabolit SIP peini w komorce funkcje pro-zyciowa, stymulujac wzrost komoérki i hamujac

jej apoptoze (Schemat 4).

OHOH o
o OH
W\/\/\/\/\/\/\ CH. — — f N
HNyAAAAAAA- CH, Q CerS > NH;
© ceramid <+ ~ . Sph *

— ., Sp
Geramidazz) ;_' *_\

Dzialanie pro-zyciowe

Apoptoza

Schemat 4. Model biostatu ceramid/S1P wg Van Brocklyn i wsp., 2012.
Objasnienia skrotow: CerS-syntazy ceramidu, SPP-fosfataza dla S1P, Sphk-kinaza
sfingozyny, Sph-sfingozyna, S1P-sfingozyno-1-fosforan.

Mimo intensywnych badan w tym zakresie, wiele zagadnien pozostaje nadal nie do konca
wyjasnionych. Uzasadnione jest wiec podjecie prac badawczych dotyczacych roli ceramidu
oraz S1P w molekularnych mechanizmach przezycia i $mierci komoérek. Udziat polimerazy
poli(ADP-rybozy) w mechanizmie $mierci komorek indukowanej ceramidem jest tematem
dotychczas nie poruszanym w bogatym pismiennictwie dotyczacym ceramidu.

W zwigzku z tym celem pracy byto: zbadanie jakie procesy molekularne oraz szlaki
przekaznictwa wewnatrzkomorkowego biorg udziat w $mierci komorek ludzkiej
neuroblastoma SH-SY5Y wywotanej dziataniem ceramidu, z uwzglednieniem udziatu
enzymu jadrowego polimerazy poli(ADP-rybozy). Ponadto zbadanie mechanizmu
protekcyjnego dziatania S1P oraz agonistow receptorow dla S1P w stresie oksydacyjnym

wywotanym dziataniem ceramidu.
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Realizacja projektu przebiegala z uwzglednieniem nastepujacych zadan szczegdlowych:

e  Wplyw egzogennego C2-ceramidu na przezywalnos¢ komoérek SH-SYSY 1 indukcje
stresu oksydacyjnego.

e Zbadanie roli polimerazy poli(ADP-rybozy) oraz udziatu kinaz ERK1/2, PKC, JNK i
biatka p53 w mechanizmie $mierci komorek SH-SY5Y.

e Okreslenie roli szlaku przekaznictwa sygnatu PI3-K/Akt/GSK3 w zaleznej od
PARP-1/PAR/AIF $mierci komoérek SH-SY5Y.

e Analiza wptywu zahamowania aktywnosci PARP-1 na ekspresje
genow/immunoreaktywno$¢ dla pro-i anty-apoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 oraz
na $mier¢ komorek SH-SYS5Y.

e Analiza wptywu ceramidu na enzymy metabolizujace S1P oraz zbadanie roli
egzogennego sfingozyno-1-fosforanu (S1P) w stresie oksydacyjnym wywotanym
ceramidem.

e Badanie wptywu S1P na szlak przekaznictwa sygnatu zaleznego od P13-K/Akt.

e Analiza wptywu S1P na ekspresje genéw/immunoreaktywnos¢ dla pro- i

anty-apoptotycznych bialek z rodziny Bcel-2 oraz na przezywalno$¢ komorek
SH-SY5Y.

33



Materialy i Metody

Materialy i Metody

Komorkowy model badawczy

Komorki neuroblastoma SH-SY5Y

Badania dotyczace mechanizmow przezycia i $mierci komoérek prowadzono z
wykorzystaniem linii komorek ludzkich neuroblastoma (nerwiak ptodowy wspotczulny,
nowotwor wywodzacy si¢ z komorek cewy nerwowej) SH-SYSY. Linia komorek SH-SYS5Y
jest trzykrotnym klonem linii komorkowej neuroblastoma SK-N-SH, ktéra zostata
wyizolowana z materiatu biopsyjnego pochodzacego ze szpiku kostnego pacjenta z
nerwiakiem ptodowym we wczesnych latach 70 XX wieku (Biedler i wsp., 1973).

Komorki SH-SY5Y to stosunkowo jednorodna linia komorek o neuronalnym fenotypie
(Ciccarone i wsp., 1989, Tieu i wsp., 1999, Xie i wsp., 2010). Komorki te wykazuja
aktywnos$¢ enzymow takich jak: hydroksylaza tyrozynowa, 3-hydroksylaza dopaminy i
charakteryzujg si¢ mozliwoscig syntezy amin katecholowych (dopaminy, noradrenaliny)
(Oyarce i Fleming 1991). Wykazuja réwniez ekspresje receptorow opioidowych i
muskarynowych oraz receptoréw dla neuronalnych czynnikdw wzrostu.

Komoérki SH-SYSY sg szeroko stosowanym modelem badawczym w doswiadczeniach in
vitro nad molekularnymi mechanizmami prowadzgcymi do przezycia lub $mierci ze
szczegolnym uwzglednieniem proceséw neurotoksycznos$ci i neuroprotekcji (Bir 1 wsp., 2014,
Banerjee i wsp., 2014, Law i wsp., 2014, Petroni i wsp., 2013, Wong i wsp., 2012, Rhein i
wsp., 2009).

Komorki SH-SY5Y hodowane byly w pozywce MEM/F12 Ham (1:1) (Minimum Essential
Medium Eagle/Nutrient Mixtures) (Sigma — Aldrich) z dodatkiem 15% ptodowej surowicy
bydlecej (FBS, ang. fetal bovine serum) inaktywowanej w 56°C, 2 mM glutaminy i
antybiotykow (50 jednostek/ml penicyliny, 50 ug/ml streptomycyny). Hodowle prowadzono
w sterylnych jednorazowych plastikowych szalkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, w
atmosferze nasyconej parg wodna i zawierajacej 5% CO,. Morfologi¢ komoérek w trakcie
hodowli, a nastepnie po podaniu wybranych zwiazkéw chemicznych w tym farmakologicznie

czynnych obserwowano w mikroskopie §wietlnym Olympus CKX41.
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Zastosowane warunki doswiadczalne

Do eksperymentoéw stosowano komorki migdzy 5 a 12 pasazem. Po 24 godzinach od wysiania
komorek na odpowiednie szalki, pozywki hodowlane wymieniano na pozywki zawierajace
2% FBS oraz 2 mM glutaming i antybiotyki w stezeniach takich jak w mediach hodowlanych.
Nastepnie komorki traktowano C2-ceramidem (N-acetylo-D-erytro-sfingozyna),
sfingolipidem majgcym witasciwos$ci przechodzenia przez btony komérkowe oraz badanymi
zwigzkami i inkubowano w czasie 0-24 godz. w temperaturze 37°C. Odpowiednie inhibitory,
sfingozynol-fosforan i agonisci/antagonisci receptoréw dla S1P, dodawano 1 godz. przed
podaniem C2-ceramidu.
Kontrolami w prowadzonych do$wiadczeniach byty komoérki SH-SY5Y:

¢ nie poddane dziataniu C2-ceramidu.

e poddane dziataniu nieaktywnego C2-dihydroceramidu (D-erytro-N-acetylosfinganina).

e traktowane stosowanymi w do$wiadczeniach zwigzkami bez udziatu C2-ceramidu.

e poddane dziataniu odpowiednich rozpuszczalnikéw takich jak: DMSO i etanol.
Nie stwierdzono wptywu stosowanych rozpuszczalnikéw na przezywalnos¢ komoérek
SH-SYS5Y i poziom wolnych rodnikow.
Do zaplanowanych doswiadczen komodrki wysiewano z gestoscia 1-1,5x10° komorek na

szalke o $rednicy 10cm lub 1x10* do dotka na ptytce 96-dotkowej pokrytej kolagenem.

35



Materialy i Metody

Charakterystyka i wzory chemiczne stosowanych zwigzkow
W prowadzonych badaniach stosowano nastepujace zwiazki, ktorych stg¢zenia zostaty

wybrane na podstawie dostepnej literatury:

1) C2-ceramid (N-acetylo-D-erytro-sfingozyna), Enzo Life Sciences. Stosowany w

stezeniu 25uM i rozpuszczony w DMSO.

2) C2-dihydroceramid (D-erytro-N-acetylosfinganina), Enzo Life Sciences. Stosowany w

stezeniu 25uM 1 rozpuszczony w DMSO.

C2-ceramid
H OH

/\/\/\/\/\/\/\\\/%(\OH

\H/NH

O

C2-dihydroceramid

/\/\/\/\/\/\/\'/%(\OH

\H/NH H

O

Schemat 5. Wzory chemiczne C2-ceramidu i C2-dihydroceramidu.

3) Staurosporyna (STS, Sigma — Aldrich). Stosowana in vitro w celu aktywacji procesu
apoptozy zaleznej od kaspaz. Rozpuszczona w wodzie i stosowana w stezeniu 100nM

4) Inhibitor PARP-1 - PJ-34, Sigma — Aldrich. Stosowany w stezeniu 20uM i
rozpuszczony w wodzie.

+HCl  *XH0
Schemat 6. Wzor chemiczny inhibitora PJ-34.
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5) Inhibitor megakanatu mitochondrialnego — cyklosporyna A, R&D Systems. Stosowana
W stezeniu 2uM i rozpuszczona w etanolu

6) Inhibitor biatka p53 — pifinitryna-a, Sigma — Aldrich. Stosowana w stezeniu 20uM i
rozpuszczona w DMSO.

7) Inhibitor pan kaspaz — Z-VAD-FMK, R&D Systems. Stosowany w st¢zeniu 20uM i
rozpuszczony w DMSO.

8) Inhibitor P13-K/Akt — LY294002, Sigma — Aldrich. Stosowany w stezeniu S0uM i
rozpuszczony w DMSO.

9) Sfingozyno-1-fosforan, Enzo Life Sciences. Stosowany w stezeniu 1uM i

rozpuszczony w 4%BSA .

Schemat 7. Wzor chemiczny stosowanego w doswiadczeniach SIP.

10) Agonista receptorow dla S1P — pFTY720 (S1PR1, S1PR3, S1PR4 i SIPR5), Cayman
Biochemicals. Stosowany w stezeniu 100pM i rozpuszczony w DMSO.

11) Agonista receptora SIPR1 — SEW2871, Cayman Biochemicals. Stosowany w ste¢zeniu
10uM i rozpuszczony w DMSO.

12) Antagonista receptora SIPR1 — W123, Cayman Biochemicals. Stosowany w st¢zeniu
20uM 1 rozpuszczony w DMSO.

13) Antagonista receptora SIPR1 i SIPR3 — VPC 23019. Stosowany w stezeniu 1uM i
rozpuszczony w DMSO.

14) Inhibitor kinazy ERK1/2 — UO126, Sigma — Aldrich. Stosowany w stezeniu 1uM i
rozpuszczony w DMSO.

15) Inhibitor kinazy JNK — SP600125, Sigma — Aldrich. Stosowany w stezeniu SuM i
rozpuszczony w DMSO.

16) Inhibitor kinazy biatkowej C (PKC) — GF109203x, Sigma — Aldrich. Stosowany w
stezeniu 1uM 1 rozpuszczony w DMSO.
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Przygotowanie materiatu do doswiadczen i analiz

Komorki na szalkach ptukano dwukrotnie za pomocg PBS, zawieszano w komercyjnym
buforze do lizy komorek firmy Cell Signalling Technology (#9803) zeskrobywano z szalek i
sonifikowano. Tak przygotowany materiat przechowywano w temperaturze -20°C i uzywano

do oznaczen immunochemicznych (western blot).

Otrzymywanie frakcji podkomorkowych

Przygotowanie frakcji podkomérkowych odbywato si¢ wg metody opisanej przez Wang i
wsp., (2004). Komorki hodowane na szalkach o $rednicy 10cm ptukano dwukrotnie buforem
PBS, a nastepnie zawieszano w buforze hipotonicznym zawierajagcym 10mM

Tris-HCI pH 7,4, 10mM KCI, 1,5mM MgCl,, ImM EDTA, 1mM EGTA, ImM DTT i
mieszaning inhibitoréw proteaz Complete (Roche Diagnostics).

Po 5 minutowej inkubacji w temperaturze 4°C w w/w buforze, komorki homogenizowano za
pomocg strzykawki, przeciagajac tlok strzykawki 12 razy, co ustalono kontrolujac jakosé
homogenizacji pod mikroskopem. Homogenat wirowano 10 min. z przyspieszeniem 500 X g
w temperaturze 4°C. Osad (P1) zawierajacy zgrubng frakcje jadrowa zawieszano w 25mM
buforze Tris-HCI o pH 7,4 z inhibitorami proteaz Complete. Supernatant (S1) wirowano przez
15 min. z przyspieszeniem 15000 x g w temperaturze 4°C, do otrzymania frakcji
mitochondrialnej (P2) i cytozolowej (S2). Uzyskany w ten sposob material przechowywano w

w temperaturze -20°C 1 uzywano do oznaczania biatek metodg western blot.

Metody spektrofotometryczne

Oznaczanie zawartosci biatka
Zawartos$¢ biatka w preparacie oznaczano metoda Lowry’ego przy uzyciu fenolowego

odczynnika Folina (Lowry i wsp.,1951).

Analiza przeiywalnosci komorek za pomocg testu MTT

Test MTT jest ilosciowym kolorymetrycznym testem. Aktywne metabolicznie komorki mogg
przeksztatca¢ w mitochondriach sole tetrazolowe o zabarwieniu zottym do
nierozpuszczalnego w wodzie formazanu o zabarwieniu fioletowym. Powstale krysztaty
rozpuszczane sg w DMSO. Sole tetrazolowe sg redukowane do formazanu dzieki dziataniu
dehydrogenazy bursztynianowe;j.

Komérki SH-SY5Y wysiewano na szalki 96-dotkowe pokryte kolagenem. Nastepnego dnia

pozywke wymieniano na takg z niskg zawartoscig surowicy (2% FBS) i dodawano
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C2-ceramid oraz odpowiednie zwigzki. Po 24 godz. medium hodowlane wymieniano
ponownie na pozbawione surowicy, dodawano MTT (0,25mg/ml) i inkubowano przez 2 godz.
w temperaturze 37°C. Nastepnie pozywke usuwano, a komorki rozpuszczano w DMSO i
mierzono spektrofotometrycznie ich absorbancje przy dtugosci fali 595nm za pomoca
czytnika do mikroptytek BioRad.

Analiza poziomu wolnych rodnikoéw w cytozolu komdorek przy uiyciu sondy
fluorescencyjnej DCF

Poziom wolnych rodnikow w komorkach SH-SY5Y badano na podstawie reakcji
przeksztatcenia dwuoctanu 2°,7-dichlorofluoresceiny (H2DCF-DA), na skutek
wewnatrzkomorkowej deacetylacji, do 2°,7-dichlorofluorescyny (DCFH), ktora nastgpnie jest
utleniana przez wolne rodniki do fluorescencyjnej 2’,7-dichlorofluoresceiny (DCF) (Royall i
Ischiropoulos 1993). Komoérki SH-SY5Y wysiewano na szalki 96-dotkowe pokryte
kolagenem. Nastepnego dnia pozywke wymieniano na pozywke z niskg zawarto$cia surowicy
(2% FBS) i dodawano C2-ceramid oraz odpowiednie zwigzki. Po 24 godz. pozywke¢ usuwano
i dodawano bufor Hank’s (Sigma — Aldrich), a nastepnie 10uM H2DCF-DA (Sigma —
Aldrich) i inkubowano przez 50 min. w temperaturze 37°C. Fluorescencje mierzono przy

uzyciu czytnika FLUOstar Omega przy dtugosci fali pobudzenia 488nm i emisji 525nm.

Sktad buforu Hank’s: CaCl, x 2H,0 — 0.185¢g/l, MgSO, (bezwodny) — 0.09767g/I,
KCI - 0.4g/l, KH,PQO, (bezwodny) — 0.06g/l, NaHCO3; — 0.35¢/l, NaCl — 8.0g/l, Na,HPO,
(bezwodny) — 0.04788 g/l, D-Glukoza — 1.0g/I.

Oznaczanie stopnia cytotoksycznosci C2-ceramidu za pomocq testu LDH

Test LDH stuzy do oceny stopnia toksycznos$ci badanej substancji wzgledem komorek
przylegajacych do podtoza. Do przeprowadzenia testu uzyto komercyjnego zestawu
odczynnikow firmy BioVision. Metoda ta oparta jest na reakcjach enzymatycznych, w
wyniku ktorych powstaje barwny produkt oznaczany spektrofotometrycznie. Dehydrogenaza
mleczanowa (LDH) jest enzymem cytozolowym, ktory w warunkach fizjologicznych nie jest
uwalniany do srodowiska. Uszkodzenie mechaniczne blony plazmatycznej oraz $mier¢
komorki powoduje uwolnienie LDH z komérek. Komorki SH-SY5Y wysiewano na szalki
96-dotkowe pokryte kolagenem. Nastgpnego dnia pozywke wymieniano na pozywke z niska
zawartoscig surowicy (2% FBS) i dodawano C2-ceramid. Po 24 godz. inkubacji z
C2-ceramidem, komorki wirowano przy 600 X g przez 10 min. Nastepnie klarowny roztwor

pozywki przeniesiono do 96-dotkowej ptytki i dodawano po 100ul mieszaniny reakcyjnej
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LDH. Po 30 min. inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono absorbancj¢ przy
450nm.

Oznaczanie aktywnosci kinazy sfingozyny 1

Oznaczanie aktywnosci kinazy sfingozyny 1 przeprowadzono zgodnie z metodg opisang przez
Billich i Ettmayer (2004) oraz Takasugi i wsp., (2011). Komadrki SH-SY5Y wysiewano na
szalki o $rednicy 10cm. Nastepnego dnia pozywke wymieniano na pozywke z niska
zawartoscig surowicy (2% FBS) i dodawano C2-ceramid. Po odpowiednio 3 godz. i

24 godz. inkubacji, komoérki przemywano PBS i zawieszano w buforze o sktadzie: 50mM
HEPES, pH 7,4, 10mM KCI, 15mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 20% glicerol, 2mM
ortowanadian, 2mM DTT, 10mM NaF, 1mM deoksypirydoksyna i inhibitory proteaz
Complete. Nastepnie komorki poddano lizie w cyklu zamrazania-rozmrazania i dodatkowo
homogenizowano strzykawka, przeciagajac ttok strzykawki 12 razy. W dalszej kolejnosci
komorki wirowano przy 15000 obr/min przez 5 min. Osad odrzucano, a w nadsagczu
oznaczono biatko metoda Lowry’ego. Do reakcji pobierano rowng ilos¢ biatka (80-100ug) z
nadsaczu i dodano NBD-sfingozyne (10uM w mieszaninie reakcyjnej, Avanti Polar Lipids).
Pozostaty sktad buforu reakcyjnego to: 50mM HEPES pH 7,4, 15mM MgCl,, 0,5mM KCl,
10% glicerol i 2mM ATP. Inkubacj¢ prowadzono przez 30 minut w temperaturze 30°C (100ul
objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej). Reakcje zatrzymano przez dodanie 100ul 1M fosforanu
potasu pH 8,5, a nastgpnie przez dodanie 2,5 raza wigcej mieszaniny chloroform / metanol
(2:1). Nastepnie mieszaning wirowano przy 15000 obr/min przez 1 minutg. Po
przeprowadzonej ekstrakcji pobierano gorng faze wodna, gdyz w niej znajduje si¢ NBD-S1P.
Po dodaniu rownej objetosci dimetyloformamidu fluorescencj¢ mierzono przy uzyciu

czytnika FLUOstar Omega przy dtugosci fali pobudzenia 485nm i emisji 538nm

Metody radiochemiczne oznaczania aktywnosci enzymow

Oznaczanie aktywnosci polimerazy poli (ADP-rybozy)

Aktywnosci PARP-1 badano w homogenacie komorek SH-SYS5Y zgodnie z metoda opisang
przez Strosznajder i wsp., 2011. Homogenat inkubowano przez 30 min. w tazni wodnej w
temperaturze 37°C. Po inkubacji oznaczano aktywnos¢ PARP-1 przy uzyciu radioaktywnego
substratu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego ([**C] NAD). Mieszanina reakcyjna w
koficowej objetosci 100l zawierata 200pM (4x10° dpm) [Ade-U **C] NAD (Amersham
Biosciences), 100mM Tris-HCI pH 8,0, 10mM MgCl,, 5mM DTT oraz 50-100ug biatka

homogenatu. Reakcje przeprowadzano przez 1 min. w temperaturze 37°C. Reakcje
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zatrzymywano poprzez dodanie 0,8ml 25% zimnego kwasu trojchlorooctowego (TCA).
Nastgpnie proby przesaczano pod cisnieniem stosujac filtry Whatman GF/B i pigciokrotnie
przeptukiwano 3ml 5% TCA. Radioaktywnos¢ poli(ADP-rybozy) oznaczano w scyntylatorze
Braya w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosujac czas zliczania 5 min.

Metody immunochemiczne

Immunodetekcja biatek metodg western blot
Immunochemiczng metodg western blot oznaczano poziom AlF, Akt (pSer473), Akt, Bad

(pSer136), Bad, GSK3p, Bcl-2, PAR, GAPDH oraz 3-aktyny. Homogenat (40-60ug biatka)
mieszano z buforem denaturujgcym Laemmli o sktadzie: 62,5mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS,
100 mM DTT, 20% glicerol i 0,2% bi¢kit bromofenolowy. Probki nastepnie ogrzewano przez
5 min. w temp. 95°C. Bialka rozdzielano na zelu poliakrylamidowym i przenoszono na btong
PVDF (Amersham Biosciences). Po wykonaniu barwienia biatek za pomocg roztworu
Ponceau S, membran¢ ptukano w odpowiednim buforze (Tabela nr. 1), a nastepnie
inkubowano w roztworze odttuszczonego mleka lub BSA (Sigma — Aldrich) w temperaturze
pokojowej przez 60 min., w celu zablokowania niespecyficznego wigzania si¢ przeciwciat
(szczegbtowe warunki reakcji dla poszczegolnych biatek podano w tabeli 1). Nastepnie btong
inkubowano przez noc w temperarturze 4°C w roztworze zawierajagcym odpowiednie
przeciwciato pierwszorzedowe. Nadmiar przeciwciata odptukiwano 3-krotnie przez 10 minut
w odpowiednim buforze, a nastgpnie btong inkubowano 1 godz. w roztworze drugorzedowego
przeciwciala sprzezonego z peroksydazg chrzanowa. Niezwigzane specyficznie przeciwciala
usuwano phuczac btony 3-krotnie przez 10 min w odpowiednim buforze. Nastgpnie btong
poddawano reakcji chemiluminescencyjnej przy uzyciu zestawu firmowego ECL (Western
Blotting Substrate, Thermo Scientific) i obrazowano naswietlajac $wiattoczuty film (Roche
Diagnostics). Klisze poddawano analizie densytometrycznej przy pomocy oprogramowania
TotalLab v1.11. Btony wykorzystane uprzednio inkubowano 30 min. w roztworze 1% SDS i
50mM glicyny-HCI, pH 2,0 w celu odmycia zwigzanych przeciwciat i ptukano 3 x 15 min w

TBS-Tween, po czym uzywano do kolejnych oznaczen immunochemicznych.
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Oznaczane Gestosé | Bufor Blokowanie | Przeciwcialo Przeciwcialo 11-
bialko zelu I-rzedowe rzedowe
AlF-frakcja 10% TBS- 1 godz. w Mysie, monoklonalne, 1:4000 w 5% mleku w
mitochondrialna Tween temp. przeciw AlF, Santa Cruz TBS-T 1 godz. w temp.
(TBS-T) pokojowej w Biotechnology, Inc., 1:250 w | pokojowej. Wynik analizy
5% mieku w 5% mleku w TBS-T, noc w densytometrycznej
TBS-T 4C normalizowanej wzgledem
; B- aktyny.
Akt 10% TBS- 1 godz. w Krolicze poliklonalne, 1:4000 w 5% mleku w
Tween temp. przeciw Akt, Cell Signalling | TBS-T 1 godz. w temp.
(TBS-T) pokojowej w | Technology, 1:750 w 5% pokojowej. Wynik analizy
5% BSAw | BSAwWTBS-Tnocw4'c | densytometrycznej
S normalizowanej wzgledem
TBS-T GAPDH
pAkt 10% TBS- 1 godz. w Kroélicze poliklonalne, 1:4000 w 5% mleku w
Tween temp. przeciw Akt (pSer473), Cell | TBS-T 1 godz. w temp.
(TBS-T) pokojowej w | Signalling Technology, 1:750 | Pokojowej. Wynik analizy
5% BSAW | w5%BSAwTBS-Tnocw | densytometrycznej
TBS-T 4C normalizowanej wzgledem
: GAPDH
GSK3beta Ser9 10% TBS- 30 minw Mysie, monoklonalne, 1:4000 w 5% mleku w
Tween temp. przeciw GSK3beta Ser9, TBS-T 1 godz. w temp.
(TBS-T) pokojowej w | Santa Cruz Biotechnology, EOKOJOWEJ- Wynik analizy
5% mlekuw | Inc., 1:250 w TBS-Tnocw | densytometrycznej
L normalizowanej wzgledem
TBS-T temp. pokojowej GAPDH.
pBAD 15% TBS- 30 minw Mysie, monoklonalne, 1:4000 w 5% mleku w
Tween temp. przeciw pBAD, Santa Cruz TBS-T 1 godz. w temp.
(TBS-T) pokojowej w | Biotechnology, Inc., 1:250 w | Pokojowej. Wynik analizy
5% mlekuw | TBS-T noc w temp. densytqmetryc;nej
TBS-T Koiowe Kroli normalizowanej wzgledem
S- po -OJOWGJ oraz I'O-ICZG _ GAPDH.
poliklonalne Cell Signalling
Technology 1:250 w 5% BSA
w TBS-T noc w 4°C
BAD 15% TBS- 1 godz. w Krélicze, poliklonalne, 1:4000 w 5% mleku w
Tween temp. przeciw BAD, Santa Cruz TBS-T 1 godz. w temp..
(TBS-T) pokojowej w | Bio-technology, Inc., 1:250 w | Pokojowej. Wynik analizy
5% mlekuw | TBS-T noc w 4°C densytometrycznej
TBS-T normalizowanej wzgledem
; GAPDH.
Bcl-2 15% TBS- 30 min w Krélicze, poliklonalne, 1:4000 w 5% mleku w
Tween temp. przeciw Bcl-2 TBS-_T lg_odz. W_temp. _
(TBS-T) pokojowej w | Sigma-Aldrich 1:250-500 w | Pokojowej. Wynik analizy
5% mlekuw | TBS-T nocw 4°C densytqmetryc;nej
TBS-T normalizowanej wzgledem
) GAPDH.
Sphk1 10% TBS- 1 godz. w Krolicze, poliklonalne, 1:4000 w 5% mleku w
Tween temp. przeciw Sphk1, Cell TBS-T 1 godz. w temp.
(TBS-T) pokojowej w | Signalling Technology, 1:500 | Pokojowej. Wynik analizy
5%BSAw | w5% BSAw TBS-T nocw giﬁiﬁﬁ;ﬁiﬁé”\?zgw dorm
TBS-T 4C

GAPDH
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GAPDH 10%- TBS- 1 godz. w Krolicze, poliklonalne 1:4000 w 5% mleku w
15% Tween temp. przeciw GAPDH, Sigma- TBS-T 1 godz. w temp.
(TBS-T) | pokojowej w | Aldrich, 1:40000-10000 w pokojowej
5% mlekuw | 5% mleku w TBS-T noc w
TBS-T 4°C lub 3-4 godz. w temp.
pokojowej
Aktyna 10% TBS- 1 godz. w Mysie, monoklonalne, MP 1:4000 w 3% mleku w
Tween temp. Biomedicals, 1:500 w 3% TBS-T 1 godz. w temp.
(TBS-T) pokojowej w mleku w TBS-T noc w 4°C pokojowej
3% mleku w :)uobkgj-(z)lvg:jdz. w temp.
TBS-T

Tabela 1. Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczegdlnych oznaczen

TBS-Tween — bufor Tris o sktadzie 50mM Tris pH 7,6, 150mM NaCl, 0,1% Tween-20.
BSA - albumina z surowicy bydlgcej.

43




Materialy i Metody

Analiza ekspresji genow

Izolacja RNA

Catkowite RNA izolowano z komérek w warunkach sterylnych uzywajac odczynnika
TRI-reagent (Sigma — Aldrich). Komoérki rosnace na szalkach o $rednicy 10cm ptukano
dwukrotnie buforem PBS, a nast¢pnie zawieszano w 1ml odczynnika TRI-reagent i
odstawiano na 5 minut. Nastepnie, do 1ml homogenatu dodawano 200ul chloroformu,
energicznie mieszano przez 15 sekund i pozostawiano na 15 min. w temperaturze pokojowej i
wirowano przy obrotach 12000 x g przez 10 min. w temperaturze 4°C. Gorng faz¢ wodng
zawierajacg RNA przenoszono do nowej probéwki, dodawano 500ul zimnego izopropanolu,
delikatnie mieszano, pozostawiano na 5 min. w temperaturze pokojowej i wirowano przez 10
min. przy obrotach 12000 x g w temperaturze 4°C. Osad przemywano trzykrotnie 1ml 75%
etanolu. Po kilkuminutowym odparowaniu etanolu z probek, osad RNA zawieszano w 20ul
wody pozbawionej RNAz (RNaze-free, Ambion). Nastepnie mierzono ilo$¢ otrzymanego
RNA metoda spektrofotometryczng w aparacie NanoDrop (Thermo Scientific) przy dtugosci
fali 260nm, oraz zanieczyszczenie RNA biatkami i DNA przy dtugosci fali 280nm. Stosunek
0D260/0D280 wynosit od 1,7 do 2,0. W celu oczyszczenia wyizolowanego wczesniej
mRNA z pozostatosci DNA komorkowego do probowek 1,5ml przenoszono 1ug mRNA i
uzupetniano odczynnikami do trawienia DNA firmy Sigma — Aldrich do 10ul. Po
przygotowaniu mieszaning¢ reakcyjng inkubowano 15 min. w temperaturze 25°C. Nastepnie
dodano 1ul odczynnika zatrzymujgcego reakcje (Stop solution) i dalej prowadzono inkubacje

przez 10 min. w temperarurze 70°C. Po zakonczeniu reakcji probki przenoszono do lodu.

Reakcja odwrotnej transkrypcji

Catkowite wyizolowane RNA (1pg) bylo matryca dla dziatania odwrotnej transkryptazy. W
reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano DNA komplementarne (cDNA) do mRNA.
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano przy uzyciu zestawu odczynnikow firmy
Applied Biosystems w koncowej objetosci 20pl.
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Reakcja tanicuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real-time PCR)
Zmiany poziomu mRNA gendéw kodujacych biatka z rodziny Bcl-2 (Bax, Hrk, Bcl-2), kinazy
sfingozyny typu 1 i 2, liazy dla S1P i fosfatazy S1P (SPP1), receptorow dla S1P (S1PRI1 i
S1PR3), mt SOD i GPx-4 oraz (-aktyny analizowano za pomoca reakcji PCR w czasie
rzeczywistym. Na matrycy cDNA uzyskanej z 1ug RNA przeprowadzono reakcje PCR w
czasie rzeczywistym przy uzyciu odpowiednich sond Tag-Man (Applied Biosystems):

actb Hs99999903_m1, bax Hs00180269_m1, bcl-2 Hs00608023_m1, hrk Hs02621354 _ s1,
gpx4 Hs0098 9766 _ g1, sod 2 Hs00167309_m1, sphk1 Hs01116530_g1, sphk2
Hs01016543 g1, slprl Hs01922614 s1, s1pr3 Hs00245464 s1, sgpll Hs00187407_ml1,
sgppl Hs00229266_m1.

Poziom mRNA wyrazano jako wzgledny stosunek probki badanej do probki referencyjnej
(kalibratora), po uprzedniej normalizacji obydwu wzglgdem genu referencyjnego (ACTB).
Reakcje PCR wykonywano przy pomocy aparatu ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems).
Wzgledny poziom mRNA obliczono metodg AACH.

Oznaczanie apoptozy komoérek in vitro metoda mikroskopii
fluorescencyjnej

Apoptoze wykrywano przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33342 (Riedel-de-
Haén Germany). Barwienie jader komoérkowych za pomoca tego barwnika pozwala na
wizualizacj¢ kondensacji i agregacji DNA charakterystycznych dla apoptozy. Wybarwione
jadra analizowano w mikroskopie fluorescencyjnym Olympus IX71 i fotografowano z
uzyciem kamery cyfrowej Olympus U-CMAD3 zintegrowanej z mikroskopem przy dtugosci

fali pobudzajacej 340nm i emitowanej 510nm przy uzyciu 40-krotnego powigkszenia.

Statystyczne opracowanie wynikow

Kazde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtorzeniach. Za ostateczny wynik
przyjmowano warto$¢ $rednig + btad standardowy $redniej (SEM) obliczone z
indywidualnych pomiaréw ($rednich z powtdrzen). W celu ustalenia wiarygodnos$ci
zaistniatych réznic w badaniach poréwnawczych, wartosci z poszczegolnych eksperymentow
weryfikowano testem t-Studenta i jednoczynnikowa analizg wariancji (ANOVA) z uzyciem
testu poroéwnan wielokrotnych Newmana-Keuls’a. Wyniki uznawano za znamienne

statystycznie przy poziomie istotnosci p ponizej 0,05.
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Wplyw egzogennego C2-ceramidu na przeiywalnosé¢ komorek SH-SY5Y |
indukcje stresu oksydacyjnego

Badania rozpoczeto od analizy przezywalnosci komoérek SH-SY5Y w warunkach 24 godz.
inkubacji z C2-ceramidem w zakresie stezen od 10-50uM. Wykazano zalezne od st¢zenia
ceramidu obumieranie komoérek SH-SYSY, ktore w stezeniu 25uM wynosito 62% £2,34 SEM
w stosunku do kontroli (100%) (stezenie to zostato wybrane do kolejnych doswiadczen,
Rycina 1a). Komorki SH-SYSY poddane byly rowniez dziataniu nieaktywnego
C2-dihydroceramidu (Rycina 1b).
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Rycina 1. Wplyw C2-ceramidu (a) i C2-dihydroceramidu (b) na przeiywalnosé komorek SH-SY5Y

Komérki SH-SYS5Y inkubowano odpowiednio z 10,25 i 50uM C2-ceramidem i C2-dihydroceramidem przez

24 godz. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetyczng £SEM z trzech niezaleznych doswiadczen od czerech do
szesciu powtdrzen. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA, a
nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — réznica istotna statystycznie W
stosunku do komorek kontrolnych.

W celu zbadania zdolno$ci C2-ceramidu do indukcji stresu oksydacyjnego w komorkach
SH-SYS5Y badano wptyw tego zwigzku na poziom wolnych rodnikéw, poprzez pomiar
utleniania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). Stwierdzono zalezny od stezenia
C2-ceramidu wzrost poziomu wolnych rodnikow w komorkach SH-SY5Y, ktory w stezeniu
25uM wynosit 260% + 40,34 SEM w stosunku do kontroli (100%) (Rycina 2a). Nieaktywny
C2-dihydroceramid nie powodowat wzrostu poziomu wolnych rodnikéw (Rycina 2b). W
kolejnym doswiadczeniu stwierdzono, ze ceramid powoduje wzrost aktywnosci

dehydrogenazy mleczanowej, co jest miarg cytotoksycznosci tego zwiazku (Rycina 3).
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Rycina 2. Wptyw C2-ceramidu (a) i C2-dihydroceramidu (b) na indukcje stresu oksydacyjnego w komorkach
SH-SY5Y

Komérki SH-SY5Y inkubowano odpowiednio z 10,25 i 50uM C2-ceramidem i C2-dihydrocermiadem przez

24 godz. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetyczng +SEM z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech
powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a
nastgpnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001, **p<0,01 — réznica istotna statystycznie
w stosunku do komorek kontrolnych.
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Rycina 3. Oznaczanie stopnia cytotoksycznosci C2-ceramidu za pomocq testu LDH
Komérki SH-SY5Y inkubowano odpowiednio z 25uM C2-ceramidem przez 24 godz. Kazdy wynik stanowi
Sredniq arytmetyczng £SEM z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtérzeniach. Do oceny statystycznej

wynikow zastosowano test-t Studenta, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek
kontrolnych.
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Do gléwnych enzymow antyoksydacyjnych usuwajacych wolne rodniki nalezg dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.1), katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) i peroksydaza glutationowa
(GPx, EC 1.11.1.9). W dalszej kolejnosci zbadano wptyw C2-ceramidu na ekspresje
mitochondrialnej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (mtSOD) oraz peroksydazy
wodoronadtlenkéw fosfolipidowych (GPx-4) wystepujacej w mitochondriach i cytoplazmie.
Po 3 godz. inkubacji komoérek SH-SY5Y z C2-ceramidem zaobserwowano wzrost ekspresji

wyzej wymienionych enzymow antyoksydacyjnych (Rycina 4a, b).
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Rycina 4. Wplyw C2-ceramidu na ekspresje genéw dla mtSOD oraz GPx-4

Komoérki SH-SY5Y inkubowane byly przez 3 godz. 7 C2-ceramidem. Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji
genow badany metodg PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest wzgledem f-aktyny z trzech do
czerech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach £SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastoSowano
test-t Studenta, **p<0,01, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych.
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Zbadanie roli polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1) w mechanizmie smierci
komorek SH-SY5Y

Jak wspomniano we wstepie, nadmierna aktywacja PARP-1 w wyniku stresu oksydacyjnego
moze powodowac smier¢ komorki. Ponadto, PAR jest molekutg sygnalizacyjna, ktorej
zwigzanie si¢ z blong mitochondrialng moze prowadzi¢ do wyptywu AIF z mitochondriéw i
$mierci komorki na drodze niezaleznej od kaspaz. Wiadomo réwniez, ze PARP-1 jest
klasycznym substratem kaspazy-3. Aktywacja tego enzymu skutkuje pojawianiem si¢
produktoéw degradacji PARP-1. W zwigzku z tym zbadano wplyw inhibitora kaspaz
(Z-VAD-FMK) na przezywalnos¢ komoérek SH-SY5Y traktowanych C2-ceramidem.
Stwierdzono, Ze inhibitor ten nie poprawiat zywotnosci komorek SH-SY5Y po inkubacji z
C2-ceramidem. W badaniach jako pozytywna kontrol¢ zastosowano staurosporyne, ktéra

aktywuje kaspaze-3 i prowadzi do ciecia PARP-1 (Rycina 5).
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Rycina 5. Wplyw inhibitora Z-\NVAD-FMK na przeiywalnosé komérek SH-SY5Y w warunkach stresu
oksydacyjnego wywolanego dzialaniem C2-ceramidu

Komérki SH-SYSY poddawane byly 2 godzinnej pre-inkubacji z 20uM inhibitorem Z-VNAD-FMK, a nastgpnie
traktowane C2-ceramidem i staurosporyng (100nM) przez 24 godz. Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng
+SEM z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastgpnie test poréwnan wielokrotnych Newmana-Keulsa,
**4n<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, *p<0,001 — réznica istotna
statystycznie w stosunku do komorek traktowanych staurosporyng.
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W zwigzku z powyzszym w dalszej kolejnosci zbadano wptyw zahamowania aktywnosci
PARP-1 na przezywalno$¢ komorek SH-SYSY i poziom wolnych rodnikéw w warunkach
inkubacji z C2-ceramidem. Stwierdzono, ze podanie samego inhibitora PARP-1 (PJ-34)
powodowato obnizenie przezywalno$ci komérek SH-SY5Y. Zastosowanie inhibitora PARP-1
w warunkach inkubacji z C2-ceramidem powodowato zmniejszenie poziomu wolnych

rodnikoéw oraz znamiennie zwigkszato przezywalnos¢ komorek (Rycina 6a, b).
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Rycina 6. Wplyw inhibitora PARP-1 (PJ-34) na przeiywalnosé komorek SH-SY5Y (a) oraz poziom wolnych
rodnikow (b) w warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dziataniem C2-ceramidu

Komérki SH-SY5Y poddawane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z 20uM inhibitorem PARP-1 (PJ-34), a nastepnie
traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Dia wykresu a kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng +SEM 7
trzech niezaleznych doswiadczen od czterech do szesciu powtorzen. Dla wykresu b kazdy wynik Stanowi srednig
arytmetyczng £SEM 7 trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtdrzeniach. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-
Keulsa, ***p<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komdérek kontrolnych, ##p<0,001, ##p<0,01 —
roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych C2-ceramidem.

Nastepnie uzyskane wyniki pokazaly, ze inkubacja komorek z C2-ceramidem przez 24 godz.
powoduje prawie dwukrotny wzrost aktywnosci PARP-1 (Rycina 6c¢). Badanie
immunoreaktywnosci PAR metoda western blot, po wcze$niejszym przeprowadzeniu reakcji
z BNAD", wykazalo wyraznie zwiekszong zdolno$¢ do syntezy PAR pod wptywem stresu
oksydacyjnego wywotanego ceramidem. Po 12 godz. inkubacji komorek z C2-ceramidem
immunoreaktywno$¢ PAR wynosita 170% w stosunku do kontroli (100%) (Rycina 6d).
Wyniki pokazujg spadek immunoreaktywnosci biatka AIF we frakcji mitochondrialnej po 12
godz. inkubacji z C2-ceramidem (Rycina 6e). W dalszej kolejnosci w zwiazku z
zaobserwowanym spadkiem poziomu biatka AIF we frakcji mitochondrialnej oraz wzrostem
immunoreaktywno$ci PAR w komoérkach SH-SY5Y, zbadano wptyw inhibicji PARP-1 na
poziom AIF w mitochondriach. Do doswiadczen uzyty zostat selektywny inhibitor PARP-1
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(PJ-34). Analiza western blot wykazata, ze podanie inhibitora PJ-34 zapobiega obnizeniu

poziomu biatka AIF we frakcji mitochondrialnej w komorkach SH-SY5Y (Rycina 6e).

250+

200+ *

1504

100

50—

aktywno$é PARP-1 [% kontroli]

K C2-ceramid

Rycina 6¢. Wplyw C2-ceramidu na aktywnosé PARP-1

Aktywnosé PARP-1 mierzono W homogenacie komoérkowym po 24 godz. inkubacji z C2-ceramidem metodq
radiochemiczng. Wyniki wyrazone w pmol/mg biatka/min w % kontroli stanowiq Sredniq arytmetyczng +SEM 7
trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t
Studenta, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych.
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Rycina 6d. Wplyw C2-ceramidu na immunoreaktywnos¢ PAR

Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem GAPDH, ktory stanowi Srednig
arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen =SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t
Studenta, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych. Obok wykresu
zamieszczono przyktadowy wynik western blot.
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Rycina 6e. Wplyw C2-ceramidu i zahamowania aktywnosci PARP-1 na immunoreaktywnos¢ biatka AIF we
frakcji mitochondrialnej

Komérki SH-SYSY poddawane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z 20uM inhibitorem PARP-1 (PJ-34), a nastgpnie
traktowane C2-ceramidem przez 12 godz. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej
wzgledem B-aktyny, ktory stanowi Sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen +SEM.

Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize¢ wariancji ANOVA, a nastepnie test
poréwnan wielokrotnych Newmana-Keulsa, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek
kontrolnych, #p<0,01 — réznica istotna statystycznie wzgledem komérek traktowanych C2-ceramidem. Obok
wykresu zamieszczono przyktadowy wynik western blot.

Dane literaturowe wskazuja, ze w Smier¢ komorek na drodze zaleznej od PARP-1
zaangazowane s3 rowniez kinazy biatkowe. Moga one bezposrednio wptywaé na fosforylacje
PARP-1 powodujac tym samym wzrost aktywnosci tego enzymu. Dlatego tez, w kolejnych
doswiadczeniach w warunkach stresu oksydacyjnego 1 wzmozonej aktywnosci PARP-1
przebadane zostaly inhibitory: kinaz regulowanych sygnatem zewnatrzkomorkowym
(ERK1/2, U0126) oraz kinazy biatkowej C (PKC, GF109203x). Badania wskazuja réwniez,
ze inhibicja PARP-1 wptywa na zahamowanie aktywnosci kinazy INK. W zwigzku z tym w
warunkach podwyzszonej aktywnos$ci PARP-1 moze dochodzi¢ do aktywacji kinazy JNK,
ktora moze by¢ wiaczona w transdukcje sygnatu apoptotycznego. Dlatego tez w warunkach
inkubacji komorek SH-SY5Y z C2-ceramidem zostat uzyty inhibitor kinazy JNK (SP600125).
Uzyskane wyniki wykazaty pozytywny wptyw inhibitoréw kinaz: ERK1/2 oraz JNK, ktore
dziataty protekcyjnie zwigkszajgc przezywalno$¢ komoérek SH-SY5Y po inkubacji z
C2-ceramidem (Rycina 7).
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Rycina 7. Wplyw inhibitora kinazy ERK1/2, inhibitora kinazy PKC oraz inhibitora kinazy JNK na
przezywalnos¢ komorek SH-SY5Y w warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dziataniem C2-ceramidu
Komorki SH-SYS5Y poddawane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z 1uM inhibitorem kinazy ERK1/2 (U0126), 1uM
inhibitorem kinazy PKC (GF 109203X) oraz SuM inhibitorem kinazy JNK (SP600125), a nastepnie traktowane
C2-ceramidem przez 24 godz. Kazdy wynik stanowi srednig arytmetyczng +SEM z trzech niezaleznych
doswiadczen w trzech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize
wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — réznica istotna
statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, *p<0.05 —réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek
traktowanych C2-ceramidem.
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Rola szlaku przekaZnictwa sygnatu PI3-K/Akt/GSK3f w zaleinej od
PARP-1/PAR/AIF smierci komorek SH-SY5Y

W celu zbadania zaangazowania $ciezki sygnalizacyjnej zwigzanej z kinaza
3-fosfatydyloinozytolu (P13-K) na przezycie komorek SH-SY5Y traktowanych
C2-ceramidem, zostal uzyty specyficzny inhibitor P13-K (LY294002). Do okre$lenia
zywotnos$ci komorek uzyto testu MTT, ktory wykazat, ze zahamowanie $ciezki PI3-K
powoduje znamienne obumieranie komorek, ale nie wplywa dodatkowo na obnizenie
przezywalnosci komorek w warunkach hodowli w obecno$ci C2-ceramidu. Zgodnie z
wczesniejszymi wynikami inhibitor PARP-1 wptywatl na poprawe przezywalnosci komorek
SH-SY5Y w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego przez C2-ceramid. Zahamowanie
PI3 kinazy w tych warunkach znosito ten pozytywny efekt wskazujac, ze szlak PI13-K/Akt
odgrywa istotne znaczenie w cytoprotekcyjnym dziataniu inhibitora PARP-1 (Rycina 8).
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Rycina 8. Wplyw inhibitoréw: PI3-K oraz PARP-1 na przeiywalnosé komorek SH-SY5Y w warunkach stresu
oksydacyjnego wywolanego dziataniem C2-ceramidu

Komorki SH-SY5Y poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z: LY294002 50uM i PJ-34 20uM, a nastepnie
traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq
analize wariancji ANOVA, a nastepnie test poréownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — réznica
istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, *p<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku
do komorek traktowanych C2-ceramidem, ns — nieistotne statystycznie w stosunku do komdrek traktowanych
C2-ceramidem, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych
C2-ceramidem+PJ-34 i PJ-34+LY294002+C2-ceramid.

Serynowo-treoninowa kinaza Akt, ktora jest gtownym efektorem PI3 kinazy odpowiada za
fosforylacje wielu bialek zwigzanych z regulacja takich proceséw komoérkowych jak:
transkrypcja, metabolizm, apoptoza czy proliferacja. Wszystkie izoformy kinazy Akt (Ak1,
Akt2 i Akt3) wymagaja aktywacji poprzez fosforylacje reszt seryny w pozycji 473 obecnej w
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C-terminalnej domenie regulatorowej i1 treoniny w pozycji 308 znajdujacej si¢ w domenie
kinazowej. W dalszej kolejnosci zbadano wiec wptyw C2-ceramidu na fosforylacje kinazy
Akt (Ser 473). Stwierdzono, ze C2-ceramid powoduje obnizenie fosforylacji kinazy Akt po
krotkotrwatej 3 godz. inkubacji, przyczyniajgc si¢ w ten sposob do zahamowania jej
aktywnosci (Rycina 9). Dane literaturowe wskazuja, ze zastosowanie inhibitorow PARP-1
wplywa na wzrost fosforylacji i tym samym aktywnosci kinazy Akt. Dlatego w kolejnych
doswiadczeniach zbadano wptyw zahamowania aktywno$ci PARP-1 poprzez zastosowanie
inhibitora PJ-34 na fosforylacje kinazy Akt. Inhibitor PARP-1 wykazuje dziatanie
protekcyjnie poprzez wzrost fosforylacji kinazy Akt w komorkach SH-SY5Y traktowanych
C2-ceramidem po 3 godz. (Rycina 9).
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Rycina 9. Wplyw C2-ceramidu i zahamowania aktywnosci PARP-1 na immunoreaktywnosé kinazy pAkt i Akt.
Komorki SH-SYS5Y poddawane byty I godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20uM, a nastgpnie traktowane
C2-ceramidem przez 3 godz. Immunoreaktywnos¢ wymienionych biatek badano metodg western blot w
homogenacie komorkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem
GAPDH, ktory stanowi Srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen +SEM.

Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA, a nastgpnie test
poréwnan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do komorek
kontrolnych, #p<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych C2-ceramidem.
Obok wykresu zamieszczono przyktadowy wynik western blot.

Jak wiadomo badania ostatnich lat wskazaty na udziat PI13-K/Akt w fosforylacji i w wyniku
tego procesu obnizeniu aktywnosci kinazy syntazy glikogenu 3 (GSK3p). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze C2-ceramid poprzez hamowanie PI13-K/Akt powoduje obnizenie fosforylacji

GSK3p na serynie 9 doprowadzajgc tym samym do wzrostu jej aktywnosci (Rycina 10).
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Rycina 10. Wplyw C2-ceramidu na immunoreaktywnosé¢ formy ufosforylowanej (Ser9) biatka GSK3f
Komérki SH-SY5Y inkubowano z C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywnos$é formy
ufosforylowanej(Ser9) biatka GSK3p badano metodg western blot w homogenacie komorkowym. Wykres
przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem GAPDH, ktory stanowi srednig
arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen 2SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t
Studenta, *p<0.05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych. Obok wykresu
zamieszczono przyktadowy wynik western blot.

Jednym z biatek efektorowych fosforylowanych przez Akt jest pro-apoptotyczne biatko Bad.
Fosforylacja bialka Bad na Ser 136 powoduje jego zwiazanie si¢ z biatkiem adaptorowym
14-3-3, sekwestracj¢ w cytoplazmie i zahamowanie pro-apoptotycznego dziatania. W wyniku
24 godz. inkubacji komoérek SH-SY5Y z C2-ceramidem zaobserwowano spadek fosforylacji
biatka Bad wynikajacy z zahamowania aktywnosci kinazy Akt. Protekcyjnie dziatanie

inhibitora PJ-34 obserwuje si¢ rowniez we wzro$cie fosforylacji biatka Bad (Rycina 11).
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Rycina 11. Wplyw C2-ceramidu i zahamowania aktywnosci PARP-1 na immunoreaktywnos¢ bialek pBad i
Bad.

Komérki SH-SYSY poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20uM, a nastgpnie traktowane
C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywnos¢ wymienionych biatek badano metodg western blot w
homogenacie komorkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem
GAPDH, ktory stanowi sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen +SEM.

Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA, a nastepnie test

porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek

kontrolnych, #p<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych C2-ceramidem.
Obok wykresu zamieszczono przyktadowy wynik western blot.
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Analiza wplywu zahamowania aktywnosci PARP-1 na ekspresje
genow/immunoreaktywnosé dla pro- | anty-apoptotycznych bialek z rodziny
Bcl-2

Biatka z rodziny Bcl-2 odgrywajg istotng rolg w szlaku apoptozy i s3 waznymi regulatorami
uwalniania z mitochondrium biatek pro-apoptotycznych. W kolejnych dos§wiadczeniach
badano wptyw C2-ceramidu na ekspresje gendw oraz immunoreaktywnos¢ dla biatek

pro- i anty-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. Analiza PCR w czasie rzeczywistym wykazata
wzrost ekspresji genu dla biatka Bax w odpowiedzi na krotkotrwata 3 godz. inkubacje
komoérek SH-SYS5Y z C2-ceramidem. Poziom mRNA dla biatka Bax po zastosowaniu PJ-34
nie ulegat istotnym zmianom w poréwnaniu do warto$ci obserwowanych po samym
C2-ceramidzie (Rycina 12a). Kolejnym badanym pro-apoptotycznym biatkiem byto Hrk
(DP5/harakiri). Po 3 godz. inkubacji komoérek SH-SY5Y z C2-ceramidem zaobserwowano
wzrost poziomu mRNA dla tego biatka. Zastosowanie PJ-34 w znaczacy sposob obnizato

ekspresje genu dla biatka Hrk (Rycina 12Db).
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Rycina 12. Wplyw zahamowania aktywnosci PARP-1 na ekspresje genow dla pro-apoptotycznych bialek 7
rodziny Bcl-2 (BAX i HRK) (a, b) w warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dziataniem C2-ceramidu
Komorki SH-SY5Y poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20uM, a nastepnie traktowane
C2-ceramidem przez 3godz. Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji genéw badany metodg PCR w czasie
rzeczywistym, a Wynik normalizowany jest wzgledem S-aktyny z trzech do czerech niezaleznych doswiadczen w
trzech powtorzeniach +SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji
ANOVA, a nastgpnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01, *p<0,05- rdznica istotna
statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, *p<0,01- réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek
traktowanych C2-ceramidem.
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Analiza metodg PCR w czasie rzeczywistym wykazata, ze w odpowiedzi na C2-ceramid
ekspresja genu dla anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 maleje po krotkotrwatej 3 godz.
inkubacji komorek SH-SY5Y. Po 24 godz. inkubacji komoérek SH-SY5Y z C2-ceramidem
stwierdzono spadek immunoreaktywnosci biatka Bcl-2. Badania wykazaty, ze inhibitor

PARP-1 znaczgco zwigkszat poziom mRNA i immunoreaktywnos$¢ anty-apoptotycznego
biatka Bcl-2 (Rycina 13a, b).
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Rycina 13. Wplyw C2-ceramidu, zahamowania aktywnosci PARP-1 na poziom mRNA (a) i
immunoreaktywnosé¢ biatka Bcl-2 (b).

a) Komorki SH-SY5Y poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20uM, a nastepnie traktowane
C2-ceramidem przez 3godz. Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji genéw badany metodg PCR w czasie
rzeczywistym, a wynik normalizowany jest wzgledem S-aktyny z trzech do czerech niezaleznych doswiadczen w
trzech powtorzeniach £+SEM

b) Komorki SH-SY5Y poddawane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20uM, a nastepnie traktowane
C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywnosé biatka Bcl-2 badano metodg western blot w homogenacie
komdrkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem GAPDH, ktory
stanowi Sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen £SEM.

Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test
porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do

komorek kontrolnych, ##p<0,01, #p<0,05 — roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych
C2-ceramidem.

Obok wykresu zamieszczono przyktadowy wynik western blot.
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Identyfikacja apoptozy w warunkach zahamowania aktywnosci PARP-1 i
stresu oksydacyjnego wywolanego dziataniem C2-ceramidu

Ocena zywotnosci komorek testem MTT nie pozwala wnioskowac, czy obserwowany spadek
liczby zywych komorek po podaniu C2-ceramidu, w poréwnaniu do kontroli jest
spowodowany obumieraniem na drodze apoptozy, czy innym rodzajem $mierci. Dlatego
przeprowadzono badania morfologii jader komdrkowych pod katem cech apoptotycznych.
Badania w mikroskopie fluorescencyjnym z uzyciem barwnika Hoechst 33342 wykazaty, ze
C2-ceramid powoduje wzrost liczby komorek apoptotycznych (Rycina 14b). Po 24 godz.
inkubacji komorek SH-SY5Y z C2-ceramidem zaobserwowano zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla procesu apoptozy (kondensacja chromatyny, jadra pyknotyczne,
fragmentacja chromatyny i tworzenie ciatek apoptotycznych) (Rycina 14a). Po zastosowaniu
inhibitora PJ-34 zaobserwowano zmniejszenie liczby komorek apoptotycznych (Rycina 14a,
b).

kontrola C2-ceramid PJ-34 + C2-ceramid

Rycina 14. Apoptoza wywolana C2-ceramidem i ochronne dziatanie inhibitora PARP-1 W Komérkach
SH-SY5Y po 24 godz. inkubacji

a) Komorki SH-SYSY poddawane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z PJ-34 20uM, a nastegpnie traktowane
C2-ceramidem przez 24 godz. Po 24 godz. ekspozycji komérek SH-SYS5Y wykonano barwienie sondg

fluorescencyjng Hoechst 33342. Przykladowe zdjecia komorek barwionych sondq fluorescencyjng Hoechst
33342.
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Rycina 14. Apoptoza wywoltana C2-ceramidem i ochronne dziatanie inhibitora PARP-1 w komdrkach
SH-SY5Y po 24 godz. inkubacji

b) Wartosci zostaty wyrazone w procentach komorek apoptotycznych. Przedstawione wyniki pochodzg z trzech
doswiadczer w trzech powtérzeniach. Zdjecia w mikroskopie fluorescencyjnym byty wykonywane z dwéch pol
widzenia, po czym policzono procent komérek apoptotycznych. Kazdy wynik stanowi Srednig arytmetyczng +
SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test
porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do komorek
kontrolnych, #p<0,01- réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych C2-ceramidem.
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Znaczenie megakanatu mitochondrialnego oraz udzial biatka p53 w smierci
komorek SH-SY5Y indukowanej C2-ceramidem

Do $mierci komorki moze przyczyni¢ si¢ wiele mechanizmé6w molekularnych. Wplyw
C2-ceramidu na zaburzenia funkcji mitochondriow oznaczano posrednio z uzyciem
specyficznego inhibitora megakanatow mitochondrialnych — cyklosporyny A (CsA) za
pomoca testu MTT. Zastosowanie CsA powodowato statystycznie znamienny wzrost
przezywalnosci komorek poddanych dziataniu C2-ceramidu (Rycina 15a).

Prezentowane wcze$niej dane wskazuja, ze C2-ceramid jest induktorem stresu
oksydacyjnego. Wysoki poziom wolnych rodnikéw moze prowadzi¢ do aktywacji $ciezki
sygnalizacyjnej zaleznej od biatka p53. Dane literaturowe pokazuja rowniez, ze ceramidy i
biatko p53 wspotdziataja wzajemnie w indukcji procesu apoptozy. Dlatego tez w dalsze;j
kolejnos$ci zbadano efekt zahamowania biatka p53 na przezywalnos¢ komorek SH-SY5Y pod
wptywem dzialania C2-ceramidu. Inhibitor biatka p53 (pifinitryna-a) w sposéb statystycznie
znamienny zwigkszal przezywalnos¢ komorek (Rycina 15a). Oba zwigzki obnizaly rowniez
poziom wolnych rodnikow w warunkach dziatania C2-ceramidu (Rycina 15b). Badane
zwigzki nie miaty wplywu na zywotnos$¢ komoérek SH-SYSY w warunkach bez udzialu

C2-ceramidu (dane nieprezentowane).
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Rycina 15. Wplyw inhibitora: megakanatu mitochondrialnego oraz biatka p53 na przeiywalnosé komorek
SH-SYS5Y (a) oraz poziom wolnych rodnikow (b) w warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dzialaniem
C2-ceramidu

Komorki SH-SY5Y poddawane bydy I godzinnej pre-inkubacji z: cyklosporyng 2uM, pifinitryng-a. 20uM,

a nastgpnie traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Dla wykresu a kazdy wyniki stanowi srednig arytmetyczng
+SEM z trzech niezaleznych doswiadczen od czerech do szesciu powtorzen. Dla wykresu b kazdy wyniki stanowi
sredniq arytmetyczng +SEM z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtérzeniach. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastgpnie test porownan wielokrotnych
Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych,

##0<0,001, #p<0,01, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych
C2-ceramidem.
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Wplyw C2-ceramidu na enzymy metabolizujgce S1P

Jak zaznaczono we wstepie pracy kinazy sfingozyny odgrywaja wazng rol¢ w utrzymaniu
rownowagi pomiedzy bioaktywnymi sfingolipidami takimi jak: ceramid i S1P. Dlatego tez w
kolejnym etapie zbadano wptyw C2-ceramidu na ekspresj¢, immunoreaktywnos¢ i aktywnos¢
kinaz sfingozyny. Wyniki wskazuja, ze C2-ceramid powoduje wzrost ekspresji kinazy
sfingozyny typu 1 w wyniku kréotkotrwalej 3 godz. inkubacji w komorkach SH-SY5Y (Rycina
16a). W komoérkach poddanych dziataniu C2-ceramidu nie stwierdzono zmian w ekspresji

kinazy sfingozyny typu 2 (Rycina 16b).
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Rycina 16. Wplyw C2-ceramidu na ekspresje genow dla kinazy sfingozyny 1 (a) i 2 (b)

Komorki SH-SY5Y inkubowane byly przez 3 godz. 7 C2-ceramidem. Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji
genow badany metodg PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest wzgledem f-aktyny z trzech do
czerech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach +SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
test-t Studenta, **p<0,001- réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych.
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W przedstawionej pracy nie stwierdzono wptywu C2-ceramidu na immunoreaktywnos$¢

Sphk1 w komorkach SH-SY5Y po 24 godz. inkubacji (Rycina 17).

T

g 150+

(@)

< [

S = 100- I

ar

.§ = Sphkl 45 kDa —— e
c e

é?_‘. 50~ GAPDH 37 kDa ‘ T
©

g K C2

o

E 0

£ K C2-ceramid

Rycina 17. Wplyw C2-ceramidu na immunoreaktywnosé¢ kinazy sfingozyny 1

Komarki SH-SY5Y inkubowano z C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywnosé kinazy sfingozyny 1 badano
metodg western blot w homogenacie komérkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej
normalizowanej wzgledem GAPDH, ktory stanowi srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen

+SEM. Do oceny statystycznej wynikoéw zastosowano test-t Studenta. Obok wykresu zamieszczono przyktadowy
wynik western blot.

W kolejnym etapie prac stwierdzono, ze krotkotrwata 3 godz. jak i 24 godz. inkubacja
komorek z C2-ceramidem powoduje spadek aktywnosci Sphk1. Wynik ten wskazuje, ze w
komorkach pod wptywem C2-ceramidu synteza endogennego pro-zyciowego metabolitu S1P
ulega najprawdopodobniej zmniejszeniu (Rycina 18). Wzrost poziomu mRNA dla Sphk1 po
3 godz. sugeruje uruchomienie mechanizméw obronnych w komorce majacych na celu

dazenie do zwiekszenia syntezy endogennego S1P.
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Rycina 18. Wplyw C2-ceramidu na aktywnosé kinaz sfingozyny

Komorki SH-SY5Y inkubowano z C2-ceramidem przez 3 godz. i 24 godz. Wykresy przedstawiajq pomiar
aktywnosci kinazy sfingozyny 1 wykonany metodq pomiaru fluorescencji z czerech niezaleznych doswiadczen w
dwoch powtdrzeniach +SEM. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano test-t Studenta, ***p<0,0001-
roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych.
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Jak wczesniej zaznaczono poziom S1P w komorce jest regulowany przez fosfatazy S1P oraz
liaze S1P. W przeprowadzonych doswiadczeniach zaobserwowano, ze C2-ceramid po 3 godz.
inkubacji nie wptywa na poziom mRNA dla fosfatazy SPP1 oraz liazy S1P (SPPL) w
komorkach SH-SY5Y (Rycina 19a, b).
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Rycina 19. Wplyw C2-ceramidu na ekspresj¢ genow dla liazy S1P (a) oraz fosfatazy SPPI (b)

Komorki SH-SYS5Y inkubowane byly przez 3 godz. 7 C2-ceramidem. Wykresy przedstawiajq poziom ekspresji
genow badany metodg PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest wzgledem p-aktyny z trzech
niezaleznych doswiadczen w trzech powtérzeniach £SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t
Studenta.
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Zbadanie roli egzogennego sfingozyno-1-fosforanu w stresie oksydacyjnym
wywolanym C2-ceramidem

W badanym modelu cytotoksycznego dziatania C2-ceramidu zastosowano
sfingozyno-1-fosforan, ktory petni funkcje pro-zyciowa. W przedstawionej pracy wykazano,
ze egzogenny sfinozyno-1-fosforan miat znamienne dzialanie protekcyjne, powodujac
zardwno zwigkszenie przezywalnosci komorek jak i zmniejszenie poziomu wolnych

rodnikéw w komoérkach SH-SY5Y poddanych dziataniu C2-ceramidu (Rycina 20a, b).
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Rycina 20. Wplyw S1P na przeiywalnos¢ komorek SH-SY5Y (a) oraz poziom wolnych rodnikow (b) w
warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego dziataniem C2-ceramidu

Komérki SH-SYSY poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z S1IP [uM, a nastgpnie traktowane
C2-ceramidem przez 24 godz. Dla wykresu a kazdy wyniki stanowi Sredniq arytmetyczng £SEM 7 trzech
niezaleznych doswiadczen od czerech do szesciu powtorzen. Dla wykresu b kazdy wyniki stanowi Srednig
arytmetyczng +SEM z trzech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analiz¢ wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-
Keulsa, ***p<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, **p<0,001 — réznica
istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych C2-ceramidem.

Sfingozyno-1-fosforan moze dziata¢ jako przekaznik pierwszego rzedu za posrednictwem
receptorow sprzezonych z biatkami G w sposob autokrynny lub parakrynny. W celu
zweryfikowania mechanizmu receptorowego dziatania S1P uzyto antagonistow receptoréw
S1PR1 1 S1PR3. Wyniki pokazuja, ze zastosowanie antagonistow receptoréw dla S1P
powodowato obnizenie protekcyjnego dziatania S1P, wskazujac na udziat szlakow

przekaznictwa aktywowanych przez te receptory (Rycina 21).
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Rycina 21. Wplyw S1P oraz antagonistow receptoréw dla S1P na przeiywalnosé komorek SH-SY5Y w
warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dziataniem C2-ceramidu

Komarki SH-SYS5Y poddawane byty I godzinnej pre-inkubacji z:SI1P 1uM, W123 20uM — antagonista receptora
S1PRI, VPC 23019 1uM — antagonista receptoréw SIPRI i SIPR3, a nastepnie traktowane C2-ceramidem przez
24 godz. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie
test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do
komérek kontrolnych, #*p<0,001 — réznica istota statystycznie w stosunku do komérek traktowanych
C2-ceramidem, **p<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych C2-ceramidem i
S1P.

W nastepnej kolejnosci w celu dalszego potwierdzenia pobudzenia przez egzogenny S1P
szlaku zaleznego od jego receptorow zbadano wplyw agonistow. Analiza przezywalnos$ci
wykazata, ze podobny do S1P protekcyjny efekt wykazujg agonista receptora S1PR1-
SEW2871 oraz analog S1P — ufosforylowany fingolimod, pFTY720, ktory wigze si¢ z
czterema receptorami dla S1P (S1PR1, S1PR3, S1PR4 i S1PR5) (Rycina 22).
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Rycina 22. Wplyw agonisty receptora SIPRI oraz analogu S1P na przeiywalnos¢ komérek SH-SY5Y w
warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dzialaniem C2-ceramidu

Komérki SH-SYSY poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z pFTY720 100pM oraz SEW2871 10uM, a
nastepnie traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Kazdy wyniki stanowi Srednig arytmetyczng +SEM 7 trzech
niezaleznych doswiadczen od trzech do czterech powtorzen. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
Jjednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test poréownan Wielokrotnych Newmana-Keulsa,
**40<0,001 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, *p<0,001, *p<0,05 — réznica
istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych C2-ceramidem.

Wyniki w przedstawionej pracy pokazuja, ze w warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego
C2-ceramidem dochodzi do spadku ekspresji genow dla receptorow S1PR1 i S1IPR3 po
krotkotrwatej 3 godz. inkubacji komorek SH-SYS5Y (Rycina 23a, b).
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Rycina 23. Wplyw C2-ceramidu na ekspresje genéw dla receptora SIPRI (a) oraz SIPR3 (b)

Komorki SH-SYS5Y inkubowane byly przez 3 godz. z C2-ceramidem. Wykresy przedstawiajq poziom ekspresji
genow badany metodg PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest wzgledem B-aktyny z trzech
niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach £SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t
Studenta, *p<0,05.
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Wplyw S1P na szlak przekaznictwa sygnatu zaleznego od PI3-K/Akt w

komorkach SH-SY5Y
Zahamowanie PI3 kinazy w warunkach inkubacji komoérek SH-SY5Y z S1P i C2-ceramidem

znosito pozytywny efekt dziatania S1P wskazujac, ze szlak PI3-K/Akt odgrywa istotne
znaczenie w cytoprotekcji S1P (Rycina 24).
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Rycina 24. Wplyw inhibitora PI3-K oraz S1P na przeiywalnosé komorek SH-SY5Y w warunkach stresu
oksydacyjnego wywolanego dziataniem C2-ceramidu.

Komérki SH-SY5Y poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z: LY294002 50uM i SIP 1uM, a nastepnie
traktowane C2-ceramidem przez 24 godz. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowgq
analize wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — réznica
istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, **p<0,001— réznica istotna statystycznie w stosunku
do komorek traktowanych C2-ceramidem, $0<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek
traktowanych C2-ceramidem+S1P i S1P+LY294002+C2-ceramid.
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W zwigzku z powyzszym w dalszej kolejnosci analizowano wpltyw S1P oraz agonistow
receptoréw dla S1P- SEW 2871 oraz pFTY720 na aktywno$¢ kinazy Akt oraz fosforylacje¢
biatka Bad. Stwierdzono wzrost aktywnosci tej kinazy oraz wzrost fosforylacji biatka Bad co

prawdopodobnie wynika z pobudzenia receptoréw S1PR1 i SIPR3 (Rycina 25, 26).
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Rycina 25. Wplyw C2-ceramidu, S1P, SEW2871 oraz pFTY720 na immunoreaktywnosé¢ kinazy pAkt i Akt.
Komérki SH-SYSY poddawane byty I godzinnej pre-inkubacji z: S1P 1uM, SEW2871 [0uM oraz pFTY720
100pM, a nastgpnie traktowane C2-ceramidem przez 3 godz. Immunoreaktywnos¢ wymienionych biatek badano
metodq western blot w homogenacie komérkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej
normalizowanej wzgledem GAPDH, ktory stanowi srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen
+SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analiz¢ wariancji ANOVA, a nastgpnie
test poréownan wielokrotnych Newmana-Keuls, ***p<0,001 — réznica istotna statystycznie W stosunku do
komérek kontrolnych, *p<0,001, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych
C2-ceramidem. Ponizej Wykresu zamieszczono przyktadowy wynik western blot.
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Rycina 26. Wplyw C2-ceramidu i S1P na immunoreaktywnosé¢ bialek pBad i Bad.
Komoérki SH-SY5Y poddawane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z SIP IuM, a nastepnie traktowane
C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywnosé wymienionych biatek badano metodg western blot w
homogenacie komorkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem
GAPDH, ktory stanowi Srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen =SEM. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych
Newmana-Keulsa, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek kontrolnych, p<0,05 —
rozZnica istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych C2-ceramidem. Obok wykresu zamieszczono
przykiadowy wynik western blot.
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Analiza wplywu S1P na ekspresje genow/immunoreaktywnos¢ dla pro-i anty-
apoptotycznych bialek 7 rodziny Bcl-2

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze S1P wywiera korzystne dziatanie powodujac
spadek ekspresji pro-apoptotycznego biatka Hrk, niec wywiera natomiast wptywu na ekspresje
biatka Bax w poréwnaniu do warto$ci obserwowanych po samym C2-ceramidzie (Rycina
27a, b).
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Rycina 27. Wplyw S1P na ekspresje genow dla pro-apoptotycznych bialek z rodziny Bel-2 (Hrk i Bax) (a, b) w
warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dzialaniem C2-ceramidu

Komorki SH-SYSY inkubowane byly przez 3 godz. z wyzej wymienionymi zwigzkami. Wykresy przedstawiajq
poziom ekspresji genow badany metodg PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest wzgledem
[-aktyny z trzech do czerech niezaleznych doswiadczen w trzech powtorzeniach £SEM. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastgpnie test porownan wielokrotnych
Newmana-Keulsa, **p<0,01, *p<0,05- rdznica istotna statystycznie w stosunku do komdrek kontrolnych,
#p<0,01- réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych C2-ceramidem.
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W nastegpnej kolejnosci w mechanizmie protekcyjnego dziatania S1P stwierdzono wzrost

ekspresji i immunoreaktywnosci anty-apoptotycznego biatka Bel-2 (Rycina 28a, b).

a
- = . b

o
<
o

2 e =

ﬂé 1.0 BE 100 —e——

a 0 §

S 8 <

< 5 <

N e

1 o

g 0.54 % — 50
o
[=]
o
=

0.0 E 0
K C2-ceramid s1P E K C2-ceramid s1P
C2-ceramid C2-ceramid

K C2 S1P
+C2

Rycina 28. Wplyw C2-ceramidu oraz S1P na poziom mRNA (a) i immunoreaktywnosé biatka Bcl-2 (b).

a) Komorki SH-SY5Y inkubowane byly przez 3 godz. z wyzej wymienionymi zwigzkami. Wykresy przedstawiajq
poziom ekspresji genow badany metodg PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest wzgledem
p-aktyny z trzech do czerech niezaleznych doswiadczen w trzech powtérzeniach +SEM

b) Komorki SH-SY5Y poddawane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z S1P [uM, a nastegpnie traktowane
C2-ceramidem przez 24 godz. Immunoreaktywnosé biatka Bcl-2 badano metodg western blot w homogenacie
komorkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem GAPDH, ktory
stanowi Sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen £SEM.

Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test
poréwnan wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do
komérek kontrolnych, *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komérek traktowanych
C2-ceramidem. Ponizej wykresu zamieszczono przyktadowy wynik western blot.
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Identyfikacja apoptozy w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego
dziataniem C2-ceramidu z zastosowaniem S1P

Badania w mikroskopie fluorescencyjnym z uzyciem barwnika Hoechst 33342 wykazaly, ze
S1P zmniejsza liczbe komorek apoptotycznych w warunkach inkubacji komorek SH-SYS5Y z
C2-ceramidem (Rycina 29a, b).
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Rycina 29. Apoptoza wywotana C2-ceramidem i ochronne dziatanie S1P w komérkach SH-SY5Y po 24 godz.
inkubacji

a) Komorki SH-SY5Y poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z SIP 1uM, a nastepnie traktowane
C2-ceramidem przez 24 godz. Po 24 godz. ekspozycji komérek SH-SY5Y wykonano barwienie sondg
fluorescencyjng Hoechst 33342. Przyktadowe zdjecia komorek barwionych sondg fluorescencyjng Hoechst
33342.

b) Wartosci zostaty wyrazone w procentach komorek apoptotycznych. Przedstawione wyniki pochodzq z trzech
doswiadczen w trzech powtorzeniach. Zdjecia w mikroskopie fluorescencyjnym byly wykonywane z dwoch pol
widzenia, po czym policzono procent komorek apoptotycznych. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetyczng +
SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test
poréwnan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do komérek
kontrolnych, #p<0,01 — réznica istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych C2-ceramidem.
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W prowadzonych przeze mnie badaniach koncentrowatam si¢ na poznaniu jakie szlaki
przekaznictwa wewnatrzkomoérkowego biorg udzial w $§mierci ludzkich komoérek
neuronalnych SH-SY5Y poddanych dziataniu C2-ceramidu.

Z dostepnych badan literaturowych wiadomo, ze w mechanizmie obumierania
komorek w wyniku dziatania krotko i dlugotancuchowych ceramidéw wazna role odgrywa
stres oksydacyjny (Nikolova-Karakashian i Rozenova 2010), definiowany jako stan braku
réwnowagi miedzy produkcja i usuwaniem wolnych rodnikéw (Sies 1985). Wolne rodniki w
tym reaktywne formy tlenu, powstaja w normalnym metabolizmie komorki. Ich stezenie
utrzymywane jest na niskim poziomie poprzez kompensacyjne dziatanie mechanizmow
antyoksydacyjnych (Gtod i Strosznajder 2001, Droge 2002). Jednak w sytuacjach
patologicznych réwnowaga pomiedzy produkcja i usuwaniem wolnych rodnikdéw zostaje
zachwiana i dochodzi do stresu oksydacyjnego, ktory powoduje uszkodzenia makromolekut i
prowadzi do zaburzen w funkcjonowaniu komorki (Czapski i Strosznajder 2008, Schieber i
Chandel 2014). Stres oksydacyjny obserwowany jest w ostrych (np., niedokrwienie, uraz), jak
i w przewlektych schorzeniach osrodkowego uktadu nerwowego (np., choroba Alzheimera,
Parkinsona) (Droge 2002, Strosznajder i wsp., 2005a, Adamczyk i wsp., 2008, Gaki i
Papavassiliou 2014). Wolne rodniki powstawa¢ moga m.in. w reakcjach enzymatycznych
katalizowanych przez syntazy tlenku azotu, oksydaz¢ NADPH i kompleksy tancucha
oddechowego (Gtod i Strosznajder 2001, Droge 2002, Ott i wsp., 2007, Dikalov 2011).
Zmiany wewnatrzkomorkowego stgzenia jonoOw wapnia mogg rowniez by¢ zrodtem
anionorodnika ponadtlenkowego poprzez aktywacje fosfolipazy A, (PLA2), co prowadzi w
konsekwencji do zwigkszonego uwalniania kwasu arachidonowego, ktory jest substratem dla
cyklooksygenaz (COXs) 1 lipokygenaz (LOXs) (Phillis i wsp., 2006, Cakata i Strosznajder
2008). W celu stwierdzenia czy w badanym modelu dochodzi do wzrostu produkcji wolnych
rodnikéw przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem wskaznika fluorescencyjnego
DCF. Zaobserwowano wzrost poziomu wolnych rodnikéw po 24 godz. inkubacji komorek
SH-SY5Y z C2-ceramidem. W przedstawionej pracy nie stwierdzono protekcyjnego dziatania
inhibitoréw: COXs (indometacyna), LOXs (zileuton, AA-861 oraz baikaleina) ani inhibitora
oksydazy NADPH (apocynina) na przezywalnos¢ komorek SH-SYS5Y w warunkach inkubacji
z C2-ceramidem (dane nie prezentowane). W zwiagzku z powyzszym zroédlem reaktywnych
form tlenu w badanym modelu moga by¢ mitochondria. Wynika to z danych literaturowych,

ktore pokazuja, ze C2-ceramid powoduje hamowanie kompleksoéw tancucha transportu
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elektronow I, I i IV (Gudz i wsp., 1997, Di Paola i wsp., 2000, Kogot-Levin i Saada 2014).
W systemie obrony komorek przed stresem oksydacyjnym waznag rolg odgrywaja enzymy
antyoksydacyjne takie jak dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationowa
(Valko i wsp., 2007). Wyniki pokazuja, ze C2-ceramid powoduje wzrost ekspresji enzymow
antyoksydacyjnych: mitochondrialnej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (mtSOD) oraz
peroksydazy wodoronadtlenkoéw fosfolipidowych (GPx-4) w komoérkach SH-SY5Y, co moze
$wiadczy¢ o uruchomieniu w komoérce mechanizmoéw obronnych przed stresem
oksydacyjnym. Mechanizm regulacji enzymow antyoksydacyjnych przez C2-ceramid nie jest
poznany. Z dostepnych danych literaturowych wynika, ze ceramidy moga powodowac¢ wzrost
ekspresji wyzej wymienionych enzymow poprzez aktywacje czynnikow transkrypcyjnych:
NF-«B lub AP-1, jednakze hipoteza ta w badanym modelu wymaga weryfikacji (Mattson i
wsp., 1997, Manna i wsp., 1998, Ayasolla i wsp., 2004, Won i Singh 2006).

Jedna z hipotez nadajaca kierunek badan tej rozprawy bylo zatozenie, ze w
mechanizmie toksycznego dziatania C2-ceramidu bierze udziat enzym jadrowy PARP-1. Jak
powszechnie wiadomo, wzrost aktywnosci tego enzymu jest jednym z najwczesniejszych i
najczulszych wskaznikow wolnorodnikowego uszkodzenia DNA. Otrzymane w tej pracy
wyniki po raz pierwszy wskazuja, ze na skutek stresu oksydacyjnego indukowanego przez
C2-ceramid dochodzi do aktywacji PARP-1. Stwierdzono rowniez wzrost
immunoreaktywnosci poli(ADP-rybozy) (PAR) i spadek poziomu biatka AIF we frakcji
mitochondrialnej. Wynik ten koresponduje z praca Kim i wsp., (2007) w ktorej
zaobserwowano translokacje biatka AIF z mitochondrium do jadra komoérkowego w
warunkach inkubacji komorek SH-SY5Y z C2-ceramidem. W mojej pracy zostat przebadany
takze specyficzny inhibitor PARP-1 (PJ-34). Wykazano iz zastosowanie PJ-34 chronito
komorki SH-SYSY przed obumieraniem oraz zmniejszato poziom wolnych rodnikow w
warunkach stresu wywotanego C2-ceramidem. Wynik ten jest zgodny z innymi danymi
literaturowymi, gdzie wykazano, ze inhibitory PARP-1 w modelach niedokrwienia mézgu 1
serca zapobiegaja nie tylko obnizeniu stezenia B-NAD" i ATP, ale tez zmniejszaja
wolnorodnikowe uszkodzenia lipidow i biatek (Szabados 1 wsp., 2000, Halmosi 1 wsp., 2001).
W badaniach wtasnych przeprowadzonych bez materiatu biologicznego metoda redukcji
rodnika DPPH majacego na celu stwierdzenie lub wykluczenie istnienia komponenty
antyoksydacyjnej w dziataniu PJ-34 wykazano, ze stosowany zwigzek nie wykazuje per se

dziatania antyoksydacyjnego (dane niereprezentowane).
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W przedstawionej pracy stwierdzono, ze zahamowanie aktywnosci PARP-1 w znaczacy
sposob zapobiega spadkowi immunoreaktywnos$ci biatka AIF we frakcji mitochondrialne;.

Z badan literaturowych wynika, ze produkt enzymatycznej reakcji PARP-1, PAR jest bardzo
wazng molekutg sygnalizacyjng, ktora bierze udziat w przekazywaniu informacji pomiedzy
jadrem komoérkowym a mitochondrium (Dawson i Dawson 2004, Otera i wsp., 2005, Yu i
wsp., 2006, Wang i wsp., 2009, Fatokun i wsp., 2014). PAR, poprzez zmiany
przepuszczalnos$ci blony mitochondrialnej, moze by¢ odpowiedzialny za uwalnianie biatka
AIF, co w konsekwencji moze doprowadza¢ do apoptozy niezaleznej od kaspaz (Yu i wsp.,
2006, Wang i wsp., 2009, 2011).

Jak zostalo zaznaczone we wstepie pracy biatko AIF wydaje si¢ by¢ niezbgdne do
prawidlowej fosforylacji oksydacyjnej. Badania Vahsen i wsp., (2004) pokazujg, ze obnizona
fosforylacja oksydacyjna w siatkdéwce 1 mézgu myszy Harlequin (Hq) moze korelowac ze
spadkiem ekspresji biatek, ktoére wchodza w sktad podjednostek kompleksu I tancucha
oddechowego. Myszy Hq charakteryzuja si¢ postepujaca ataksja i §lepota spowodowang
degeneracja neurondw oraz obnizonym poziomem ekspresji biatka AIF do 10-20% w
poréwnaniu ze zwierz¢tami kontrolnymi (Vahsen i wsp., 2004). W badaniach prowadzonych
przez Klein i wsp., (2002) stwierdzono, ze niska ekspresja biatka AIF u myszy Hq powoduje
wzrost peroksydacji lipidow, aktywnosci katalazy i reduktazy glutationowej w badanych
regionach mozgu.

Zaobserwowano, ze cz¢$¢ komorek SH-SY5Y wykazuje zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla procesu apoptozy, takie jak kondensacja chromatyny, czy fragmentacja
jadra komorkowego. Ze wzgledu na brak ochronnego dzialania inhibitora pan kaspaz
Z-VAD-FMK i wzrost aktywnosci PARP-1 mozna wykluczy¢ smier¢ komorek SH-SYS5Y na
drodze zaleznej od kaspaz. Istnieje jednak mozliwo$¢, ze pozostate komorki moga obumieraé
na drodze autofagii, jak rowniez nekrozy.

Wyniki przedstawione przeze mnie pokazuja protekcyjne dziatanie inhibitora p53
(pifinitryna-a), co sugeruje udziat tego biatka w §mierci komérek SHSYSY indukowanej
przez C2-ceramid. Jak wczesniej wspomniano we wstepie rozprawy doktorskiej, szereg prac
pokazuje wspoldziatanie ceramidu i biatka p53 w programowanej $mierci komoérek
(Heffernan-Stroud i Obeid 2011, Hage-Sleiman i wsp., 2013). Zwickszenie aktywnosci p53
wywotane przez stres oksydacyjny prowadzi do aktywacji procesoOw apoptozy w neuronach i
innych typach komorek (Haupt i wsp., 2003, Wang i wsp., 2014). Uwaza si¢, ze PARP-1 jest
odpowiedzialny za kontrole poziomu biatka p53 i regulacj¢ jego stabilnosci w komorce
(Wesierska-Gadek i wsp., 1999). Biatko p53 ulega poli(ADP-rybozylacji) zarowno w
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warunkach in vitro jak i in vivo, co uniemozliwia wigzanie tego biatka ze specyficzng
sekwencjg DNA i hamuje jego aktywnos¢ transkrypcyjng (Simbulan-Rosenthal i wsp., 2001,
Mendoza-Alvarez i Alvarez-Gonzalez 2001).
Biatko p53 moze regulowac proces apoptozy wptywajac na ekspresje pro- i
anty-apoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 (Chipuk i wsp., 2004, Mihara i wsp., 2003, Chi i
wsp., 2014, Wang i wsp., 2014). W niniejszej pracy zaobserwowano spadek ekspresji i
immunoreaktywnos$ci anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 w warunkach inkubacji komoérek
SH-SY5Y z C2-ceramidem. Stwierdzono natomiast wzrost ekspresji pro-apoptotycznego
biatka Bax. Wynik ten koresponduje z wynikami pracy Kim i wsp., (2002) w ktorej
zaprezentowano, ze C2-ceramid powoduje wzrost immunoreaktywnos$ci biatka p53, ktéremu
towarzyszy spadek poziomu biatka Bcl-2 i wzrost poziomu pro-apoptotycznego biatka Bax.
Wykazano, ze aktywacja ekspres;ji biatka Bax wplywa na jego oligomeryzacje, co w
konsekwencji moze skutkowaé zmianami interakcji biatko-biatko i zmianami fosforylacji,
wptywajac na translokacj¢ tego biatka do mitochondriéw (Czabotar i wsp., 2011, 2013).
Biatko Bax moze wowczas tworzy¢ kanaty w zewngtrznej btonie mitochondrialnej, co moze
prowadzi¢ do uwolnienia m.in. biatka AIF (Cabon i wsp., 2011). Ponadto w badaniach
Siskind i wsp., (2003) stwierdzono, ze C2-ceramid moze tworzy¢ kanalty w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Wykazano, ze biatko Bax wspotdziata z ceramidem powodujac
wzrost przepuszczalno$ci btony mitochondrialnej (Kim i wsp., 2001, von Haefen i wsp., 2002,
Ganesan i wsp., 2010).
Reasumujac wyniki w niniejszej pracy sugeruja, ze zaburzenie funkcji mitochondriéw
wywotane przez C2-ceramid, biatko Bax 1 polimer PAR doprowadza do uwolnienia biatka
AIF z mitochondrium i apoptozy zaleznej od PARP-1. Zwtaszcza, ze podanie inhibitora
megakanatlu mitochondrialnego — cyklosporyny A wywotato dziatanie ochronne prowadzace
do zwigkszenia przezywalnosci komorek SH-SY5Y w warunkach inkubacji z C2-ceramidem.

Ceramid moze wptywac na anty-apoptotyczne biatko Bel-2 poprzez inny mechanizm.
Wykazano, ze aktywowana przez C2-ceramid fosfataza PP2A moze defosforylowac biatko
Bcl-2 na Ser 70, powodujac utrate jego anty-apoptotycznych wlasciwosci i zwiekszajac
powinowactwo do biatka p53 (Ruvolo i wsp., 1999, Deng i wsp., 2009). Liczne badania
pokazuja, ze nadekspresja genu dla biatka Bcl-2 w komodrkach chroni przed apoptoza
wywotywang przez egzogenne ceramidy (Zhang i wsp., 1996, Kim i wsp., 2007, Deng i wsp.,
2009).

Jedna z najwazniejszych kinaz przyczyniajacg si¢ do przezycia komorek jest
serynowo-treoninowa kinaza Akt zwana takze kinazg biatkowa B (PKB) . W przedstawionej
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pracy zastosowanie inhibitora P13 kinazy (LY-294002) posredniczacej w przekazywaniu
sygnatu do Akt wraz z C2-ceramidem nie powodowato dalszego obumierania komoérek w
stosunku do komoérek inkubowanych tylko z C2-ceramidem. Wynik ten wskazuje na udziat
PI3-K w procesie smierci komorek SH-SYS5Y. W kolejnych do§wiadczeniach wykazano, ze
C2-ceramid powoduje spadek fosforylacji kinazy Akt na Ser423, co sugeruje zahamowanie
aktywnosci tej kinazy. Do chwili obecnej zostalo zidentyfikowanych ponad 50 biatek
efektorowych dla kinazy Akt. Konsekwencja fosforylacji przez Akt tych bialek moze by¢ ich
inaktywacja, degradacja lub zmiana lokalizacji komoérkowej. Stwierdzono, ze zardwno pro-
jak i anty-apoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 sg fosforylowane przez Akt. Jednym z takich
biatek jest Bad. Biatko Bad taczy si¢ z biatkiem anty-apoptotycznym Bcl-X, i indukuje
$mier¢ komorki (Datta i wsp., 1997). Fosforylacja biatka Bad na Ser 136 powoduje jego
zwigzanie si¢ z biatkiem adaptorowym 14-3-3 1 sekwestracj¢ w cytoplazmie. W
przedstawionej pracy wykazano, ze C2-ceramid powoduje spadek fosforylacji biatka Bad i
uruchomienie jego pro-apoptotycznego dziatania, co jest konsekwencjg zahamowania
aktywnosci kinazy Akt. Jednym z bialek efektorowych fosforylowanych przez Akt jest kinaza
syntazy glikogenu 3 (GSK3p). Kinaza GSK3f posiada dwa miejsca fosforylacji, ktore
regulujg jej aktywnos¢ (seryna 9 i tyrozyna 216). Fosforylacja seryny 9 GSK3f przez Akt
blokuje jej aktywnos$¢ wzgledem substratow, ktore wymagaja wstepnej fosforylacji (Cohen i
Frame 2001). Z przeprowadzonych w mojej pracy badaniach wynika, ze C2-ceramid
powoduje obnizenie fosforylacji GSK3p (Ser9), przyczyniajac si¢ w ten sposodb do wzrostu
aktywnosci tego enzymu, co jest kolejnym dowodem zahamowania aktywno$ci kinazy Akt.
Wyniki te sg zgodne z pracami dostepnymi w pismiennictwie, ktore przedstawiaja
zahamowanie kinazy Akt, wzrost aktywnosci GSK3f oraz spadek fosforylacji biatka Bad w
warunkach inkubacji komorek z C2-ceramidem (Zhou i wsp., 1998, Stoica i wsp., 2003, Kim
i wsp., 2007, Lin i wsp., 2007, Arboleda i wsp., 2010).

Badania ostatnich kilku lat wykazaly istotng role¢ GSK3 w $mierci komorek (Linseman 1
wsp., 2004, Lin i wsp., 2007). GSK3p fosforyluje seryne 163 biatka pro-apoptotycznego Bax,
co skutkuje jego translokacja do mitochondrow (Linseman 1 wsp., 2004).

Wyniki przedstawione przeze mnie pokazuja, ze hamowanie aktywnosci PARP-1
powoduje wzrost fosforylacji kinazy Akt w komoérkach SH-SYSY poddanych dziataniu
C2-ceramidu. Towarzyszy temu wzrost fosforylacji biatka Bad i zahamowanie jego
pro-apoptotycznego dziatania. Wcze$niejsze prace rOwniez sugeruja, ze zastosowanie
inhibitorow PARP-1 wptywa na wzrost fosforylacji i tym samym aktywnosci kinazy Akt
(Tapodi i wsp., 2005, Noh i wsp., 2013, Song i wsp., 2013). Z badan przeprowadzonych przez
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Noh i wsp., (2013) wynika, ze w warunkach hipoksji w hodowli pierwotnych neuronéw
korowych dochodzi do wzrostu aktywnosci PARP-1 i do translokacji biatka AIF do jadra
komorkowego. Zastosowanie aktywatora PI13-K w cytowanych badaniach skutkowato
obnizeniem aktywnos$ci PARP-1 do poziomu kontrolnego i spadkiem poziomu biatka AIF we
frakcji cytozolowej i jadrowej. Autorzy sugeruja, ze moze to wynika¢ ze wzrostu aktywnosci
pro-zyciowej kinazy Akt (Noh i wsp., 2013). Hipoteza, ze Akt blokuje $mieré komorek
poprzez hamowanie translokacji biatka AIF z mitochondrium do jadra komoérkowego znajduje
potwierdzenie w innych badaniach (Kim i wsp., 2007, Yang i wsp., 2013). Kim i wsp., (2007)
stwierdzili, ze nadekspresja genu dla kinazy Akt przeciwdziata apoptozie 1 translokacji biatka
AIF w komorkach SH-SY5Y traktowanych C2-ceramidem. Natomiast, Yang i wsp., (2013)
pokazali, ze zahamowanie aktywnosci PARP-1 powoduje wzrost fosforylacji kinaz: Akt i
GSK3p, co przeciwdziata obnizeniu poziomu biatka AIF w mitochondriach w hodowli
pierwotnej neuronow hipokampa w modelu epilepsji in vitro. Wyniki przedstawione przeze
mnie rowniez pokazuja, ze zastosowanie inhibitora PJ-34 powoduje wzrost fosforylacji
kinazy Akt i przeciwdziala obnizeniu poziomu biatka AIF we frakcji mitochondrialnej w
komorkach SH-SY5Y traktowanych C2-ceramidem.

Istotne znaczenie w regulacji aktywnosci PARP-1 wydaje si¢ odgrywac kinaza
ERKZ1/2. Badania wlasne wykazaty protekcyjny wptyw zahamowania aktywnosci ERK1/2 w
komorkach SH-SY5Y. Zmiany aktywnosci ERK1/2 moga w istotny sposéb wptywac na
poziom PAR. Badania Kauppinen i wsp., (2006) pokazaty, ze zastosowanie inhibitora kinazy
ERK1/2 powoduje obnizenie aktywnosci PARP-1 i poziomu PAR, i tym samym chroni
komorki astrocytow i kokulture komorek astrocytow i neurondéw przed $miercig w warunkach
stresu genotoksycznego. W badaniach in vivo w szczurzym modelu hipoglikemii réwniez
stwierdzono protekcyjne dziatanie inhibitora ERK1/2, ktoéry zmniejszat poziom polimeru
PAR (Kauppinen i wsp., 2006). Z kolei Ethier i wsp., (2007) w badaniach przeprowadzonych
na komorkach HelLa w stresie genotoksycznym stwierdzili, ze wzrost aktywnosci PARP-1 i
nadmierna synteza polimeru PAR powoduje obnizenie fosforylacji kinazy ERK1/2,
translokacj¢ biatka Bax do blony mitochondrialnej i uwolnienie cytochromu c¢ oraz biatka AIF
z przestrzeni mi¢dzybtonowej mitochondrium. Zastosowanie inhibitora PARP-1 chronito
komorki HeLa przed $miercig poprzez wzrost fosforylacji kinazy ERK1/2. Natomiast
inhibitor kinazy ERK1/2 niwelowat ten protekcyjny efekt (Ethier i wsp., 2007).

Dane literaturowe wskazuja, ze ceramidy moga powodowa¢ zahamowanie lub aktywacje
kinazy ERK1/2 w zalezno$ci od typu badanych komorek. Badania Oh i wsp., (2006)

pokazuja, ze C2-ceramid powoduje wzrost fosforylacji kinaz ERK1/2 oraz JNK w hodowli
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pierwotnej mysich astrocytow po 24 godzinnej inkubacji. Zahamowanie aktywnosci tych
kinaz poprzez zastosowanie odpowiednich inhibitoréw miato znamienne dzialanie
protekcyjne. Z kolei Arboleda i wsp., (2010) wskazuja na spadek fosforylacji kinazy ERK1/2
oraz wzrost aktywnosci kinazy JNK w komorkach traktowanych C2-ceramidem. Badania
Willaime i wsp., (2001) pokazujg, ze C2-ceramid powoduje spadek fosforylacji kinazy
ERK1/2 i kinazy jg aktywujacej MEK1/2 oraz wzrost fosforylacji kinazy p38 MAPK w
hodowli pierwotnej mysich neuronéw korowych po 24 godz. inkubacji. Wyniki Stoica i wsp.,
(2005) przedstawiajg rowniez spadek aktywnos$ci kinazy ERK1/2 i towarzyszacy temu wzrost
fosforylacji kinazy p38 MAPK w hodowli pierwotnej szczurzych neuronéw korowych
poddanych dziataniu C2-ceramidu. Zmiany w fosforylacji obu kinaz wywotane przez
C2-ceramid nie sg jednak dtugotrwate, po 24 godz. wracajg do wartosci kontrolnej. W
publikacji Stoica i wsp., (2005) inkubacja neuronéw korowych z C2-ceramidem powodowata
zwigkszenie immunoreaktywnos$ci cytochormu c, biatka AIF oraz Smac/Diablo we frakcji
cytozolowej. Zastosowanie w badanym modelu inhibitorow kinaz ERK1/2 1 p38 MAPK
przeciwdziatato $§mierci neurondéw korowych i zapobiegato zaburzeniu funkcji mitochondriéw
wywotanemu przez C2-ceramid. Autorzy postuluja, ze C2-ceramid powoduje niecatkowite i
tymczasowe zahamowanie aktywnosci kinazy ERK1/2 oraz utrzymuje ja na takim poziomie,
ktory jest wystarczajacy do indukcji pro-apoptotycznego szlaku. Na tej podstawie
obserwowane jest protekcyjne dziatanie inhibitora kinazy ERK1/2 w warunkach inkubacji
neurondéw korowych z C2-ceramidem (Stoica i wsp., 2005).

Dane literaturowe pokazuja rowniez, ze wazng rol¢ w apoptozie zaleznej od
ceramidow odgrywajg kinazy JNK oraz p38 MAPK. Zastosowanie odpowiednich inhibitorow
tych kinaz ma protekcyjne dziatanie w wielu badaniach przeprowadzonych na hodowlach
komorkowych in vitro (Willaime i wsp., 2001, Willaime-Morawek i wsp., 2003, Kim i wsp.,
2008). Moje badania przedstawione w niniejszej pracy wykazaty korzystny wplyw inhibitora
kinazy JNK (SP600125) na przezywalno$¢ komorek SH-SYSY poddanych dziataniu
C2-ceramidu. Wyniki badan Arboleda i wsp., (2010) wskazuja, ze zahamowanie aktywnosci
kinaz PI3-K/Akt oraz ERK1/2 przez C2-ceramid poprzedzone jest wzrostem aktywnosci
kinazy JNK. Levresse i wsp., (2000) pokazali, ze kinaza Akt moze negatywnie regulowac
aktywno$¢ kinazy JNK. W komorkach PC12 w warunkach zastosowania medium
pozbawionego surowicy dochodzi do wzrostu aktywnosci kinazy JNK. Zastosowanie
insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1) w tych warunkach powoduje pobudzenie szlaku
P13-K/Akt oraz zahamowanie aktywnosci kinazy JNK. Z kolei zastosowanie inhibitora

PI3-K/Akt w warunkach obecnosci surowicy w medium komorkowym spowodowato wzrost
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aktywnosci kinazy JNK. Podobny wynik otrzymano w badaniach Shimoke i wsp., (1999),
gdzie zastosowanie inhibitora P13-K/Akt indukowato apoptozg w neuronach ziarnistych
moézdzku poprzez wzrost aktywnosci kinazy JNK. Kolejnym przyktadem mogg by¢ badania
Yeste-Velasco i wsp., (2009), w ktorych wykazano, ze inhibitor JNK chronit komoérki
ziarniste mozdzku przed apoptoza indukowang zastosowaniem medium pozbawionego
surowicy i jonow potasowych poprzez pobudzenie szlaku PI3-K/AKkt.

W moich badaniach przedstawionych w niniejszej pracy C2-ceramid powoduje wzrost
ekspresji pro-apoptotycznego biatka Hrk (harakiri) —zawierajgcego tylko domen¢ BH3.
Biatko Hrk poprzez domene BH3 wchodzi w interakcje z biatkami anty-apoptotycznymi
Bcl-2 i Bel-X(, hamujac w ten sposob ich pro-zyciowe dziatanie (Inohara i wsp., 1997,
Barrera-Vilarmau i wsp., 2011). Wykazano, ze nadekspresja genow dla tych
anty-apoptotycznych biatek chroni hematopoetyczne komorki progenitorowe przed apoptoza
zalezng od Hrk w warunkach bez obecnosci czynnikéw wzrostu (Sanz i wsp., 2000). Badania,
w tym réwniez te przedstawione w niniejszej pracy pokazuja, ze do indukcji apoptozy z
udziatem biatka Hrk konieczny jest wzrost ekspresji genu dla biatka Bax (Harris i Johnson
2001, Ghosh i wsp., 2011). Stwierdzono, ze biatko Hrk odgrywa wazna rol¢ na etapie
rozwoju embrionalnego. U myszy z podwojng homozygotyczng delecja genu dla Hrk
zaobserwowano zahamowanie procesu programowanej Smierci komorek w trakcie rozwoju
uktadu nerwowego (Ghosh i wsp., 2011).

Wyniki w niniejszej pracy korespondujg z badaniami Chen i wsp., (2006), w ktorych
C2-ceramid powodowat wzrost ekspresji genu dla biatka Hrk w oligodendrocytach. poprzez
aktywacje¢ kinazy JNK. Zaobserwowano, ze w wyniku aktywacji kinazy JNK dochodzi do
fosforylacji biatka c-jun, ktory jest sktadnikiem czynnika transkrypcyjnego AP-1. Wykazano,
ze poprzez ten czynnik transkrypcyjny regulowana jest ekspresja pro-apoptotycznego biatka
Hrk (Chen 1 wsp., 2006). Moje badania po raz pierwszy wykazaty, ze zahamowanie
aktywnosci PARP-1 powoduje znaczacy spadek poziomu mRNA biatka Hrk.
Najprawdopodobniej wynika to z zahamowania aktywnosci kinazy JNK przez inhibitory
PARP-1 (Song i wsp., 2008, Sarszegi i wsp., 2012, Radnai i wsp., 2012).

Stwierdzitam, ze zahamowanie aktywnosci PARP-1 powoduje wzrost ekspresji i
immunoreaktywnosci biatka Bcl-2, nie ma natomiast wptywu na ekspresj¢ biatka Bax. W
pracy Strosznajder i Gajkowska (2006) zaobserwowano, ze zastosowanie inhibitora PARP-1
w modelu globalnego niedokrwienia/reperfuzji mézgu gerbila skutkowato wzrostem ekspresji
biatka Bcl-2 w rejonie CA1 hipokampa, nie miato natomiast wptywu na ekspresje biatko Bax.

Szereg przedstawionych prac dowodzi, ze C2-ceramid powodujac obnizenie fosforylacji
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kinazy Akt oraz modulujgc aktywnos$¢ kinaz MAPK decyduje o uruchomieniu
pro-apototycznego szlaku przekaznictwa sygnatéw. Uzyskane przez mnie wyniki wykazuja,
ze zahamowanie aktywnosci PARP-1 wptywa na fosforylacje kinazy Akt. W zwigzku z tym
mozna wnioskowa¢, ze zmianom ulegaja aktywnosci kinaz ERK1/2, INK. Swiadczy o tym
protekcyjne dziatanie inhibitorow tych kinaz oraz wptyw inhibitora PARP-1 na

pro- i anty-apoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2.

Kinaza sfingozyny typu 1 (Sphkl) jest glownym enzymem, ktorego aktywnos¢
reguluje poziom wewnatrzkomoérkowego bioaktywnego sfingolipidu: sfingozyno-1-fosforanu
(S1P). W warunkach stresu oksydacyjnego moze dochodzi¢ do wzrostu lub obnizenia
aktywnos$ci Sphk1 (Jin i wsp., 2004, Taha i wsp., 2004, Gomez-Brouchet i wsp., 2007, Ader i
wsp., 2008). W zwiazku z tym Sphk1 odgrywa wazng rolg¢ w utrzymaniu rOwnowagi
pomiedzy pro-apoptotycznym ceramidem i anty-apoptotycznym S1P. Zwigkszong aktywno$é
Sphk1 stwierdzono w wielu typach nowotwordéw m. in. pluc, mézgu, okreznicy, jajnika i
piersi (Johnson i wsp., 2005, Van Brocklyn i wsp., 2005, Ader i wsp., 2008). Wykazano
takze, ze podczas uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego w wyizolowanych mysich
kardiomiocytach dochodzi do aktywacji kinazy Sphk1. Podczas uszkodzenia pobudzane sa
receptory SIPR2 1 S1PR3, za posrednictwem ktorych S1P powoduje wzrost fosforylacji
kinazy Akt (Means i wsp., 2007). Inne badania pokazuja, ze w linii komorkowej
kardiomioblastéw stres oksydacyjny wywotany serotoning lub nadtlenkiem wodoru powoduje
zahamowanie aktywnos$ci Sphk1, wzrost poziomu ceramidu i spadek S1P (Pchejetski i wsp.,
2007). Spadek aktywnos$ci Sphk1 stwierdzono w warunkach stresu oksydacyjnego w
komorkach SH-SYSY traktowanych peptydem AP (25-35). Konsekwencja byl wzrost
poziomu ceramidu i spadek S1P (Gomez-Brouchet i wsp., 2007). Podobnie w pracy
Gassowska i1 wsp., (2014) w komoérkach PC12 stabilnie transfekowanych ludzkim genem
biatka prekursorowego AP (APP) typu dzikiego (APPwt) lub z mutacjg typu szwedzkiego
(APPsw, K670M/N671L) wykazano spadek ekspresji/immunoreaktywnosci i aktywnosci
kinazy sfingozyny 1. Wyniki wlasne pokazuja, ze C2-ceramid powoduje spadek aktywnosci
kinazy sfingozyny typu 1 po 3 i 24 godz. inkubacji. Po 3 godz. inkubacji komérek SH-SY5Y
z C2-ceramidem dochodzi do wzrostu poziomu mRNA kinazy sfingozyny typu 1, natomiast
nie zmienia si¢ ekspresja genu dla kinazy sfingozyny typu 2. Inkubacja komoérek SH-SYSY z
C2-ceramidem nie wptywa na immunoreaktywno$¢ Sphk1 po 24 godz. Spadek aktywnosci
Sphk1 przypuszczalnie $wiadczy o tym, ze w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego
C2-ceramidem poziom endogennego S1P ulega zmniejszeniu, natomiast egzogenny S1P

wywiera efekt neuroprotekcyjny poprzez aktywacje szlaku przekaZznictwa zaleznego od
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receptora 1 i 3. Podobny efekt wykazuja agonisci receptorow dla S1P. C2-ceramid powoduje
spadek ekspresji receptora 1 i 3 dla S1P. Protekcyjne dziatanie sfingozyno-1-fosforanu w
warunkach inkubacji komorek HL-60, U937 oraz Jurkat T z TNF-a i ligandem dla receptora
Fas, ktore jak wiadomo powodujg wzrost endogennej puli ceramidow oraz z C2-ceramidem
pokazaty po raz pierwszy badania Cuvillier i wsp., (1996). Egzogennie dodany S1P (1uM)
dziatal protekcyjnie poprzez stymulacje aktywnosci kinazy ERK1/2 i zahamowanie kinazy
JNK. W moich badaniach w wyniku pobudzenia przez S1P, pFTY720 i SEW2871 receptorow
11 3 dochodzi do wzrostu fosforylacji kinazy Akt. Wynik ten koresponduje z danymi
opublikowanymi przez Nakahara i wsp., (2012), ktorzy w ludzkich komorkach ziarnistych w
warunkach stresu oksydacyjnego obserwowali wzrost aktywnosci kinazy Akt pod wplywem
S1P i w wyniku pobudzenia receptorow 1 i 3. Zastosowanie antagonistow receptorow 113
oraz inhibitora P13 kinazy, podobnie jak w niniejszej pracy, znosito protekcyjny efekt S1IP. W
przedstawionej pracy w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego C2-ceramidem
zastosowano agonistow receptorow dla S1P, ktorych protekcyjne dziatania obserwowane sg w
badaniach in vitro i in vivo (Rolland i wsp., 2011, Asle-Rousta i wsp., 2013, Doi i wsp.,
2013). Potteck i wsp., (2010) stwierdzili, ze pFTY720 w ludzkich komoérkach fibroblastow
poddanych dziataniu TNF-a i actinomycyny powoduje poprzez pobudzenie szlaku
zwigzanego z receptorem 3 znaczacy wzrost fosforylacji biatka Bcl-2. Zaobserwowano
réwniez czasowq indukcje fosforylacji kinaz ERK1/2 oraz Akt. Neuroprotekcyjne dziatanie
PFTY720 w mysiej hodowli pierwotnej neurondow korowych traktowanej oligomerami
peptydu AP zwigzane jest ze wzrostem ekspresji genu i immunoreaktywnosci dla czynnika
neurotroficznego pochodzenia mézgowego (BDNF) (Doi i wsp., 2013). W wynikach Doi i
wsp., (2013) stwierdzono zalezng od receptorow dla S1P aktywacje kinazy ERK1/2.
Zastosowanie inhibitora kinazy ERK1/2 catkowicie znosilo protekcyjne dziatanie pFTY 720.
Protekcyjne dziatanie S1P w badaniach wtasnych omawianych w niniejszej rozprawie
zwigzane jest z wptywem tego zwiazku na ekspresje/immunoreaktywnos¢ biatek
pro- i anty-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. S1P powoduje znaczne obnizenie ekspresji genu
dla biatka Hrk, nie ma natomiast wplywu na poziom mRNA dla biatka Bax. Poprzez
pobudzenie szlaku zwigzanego z receptorami dla S1P nastepuje takze wzrost fosforylacji
biatka Bad. S1P przyczynia si¢ do wzrostu ekspresji/immunoreaktywnosci
anty-apoptotycznego biatka Bcl-2. W literaturze wystepuja prace, ktore pokazujg protekcyjne
dziatanie S1P zwigzane z modulacjg biatek pro- i anty-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. Sauer
I wsp., (2005) wykazali, ze S1P zwigksza poziom biatka Bcl-2, nie ma natomiast wptywu na

ekspresje genu dla biatka Bax. Kolejna praca Betito i Cuvillier (2006) stwierdza, ze S1P
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dziata protekcyjnie poprzez aktywacje szlaku kinaz MEK/ERK/Rsk-1, co przyczynia si¢ do
fosforylacji biatka Bad (Ser112) w komorkach Jurkat T poddanych dziataniu liganda dla
receptora Fas. S1P blokuje rowniez translokacje biatka Bax z cytoplazmy do btony
mitochondrialnej oraz uwalnianie cytochromu c i biatka SMAC/Diablo (Cuvillier i Levade
2001, Betito i Cuvillier 2006). W pracy Pyszko i Strosznajder (2014) wykazano, podobnie jak
w badaniach wlasnych, ze egzogenny S1P zmniejsza ekspresj¢ genu dla pro-apoptotycznego
biatka Hrk i zwigcksza poziom mRNA dla biatka Bcl-2 w komoérkach SH-SY5Y w warunkach
stresu oksydacyjnego wywolanego MPP". Inaczej niz w badaniach wtasnych S1P zmniejszat
ekspresje genu dla biatka Bax (Pyszko i Strosznajder 2014). Dane literaturowe wskazuja
réwniez, ze nadekspresja genu dla kinazy sfingozyny 1 poprzez aktywacje szlaku
PI3-K/Akt/Foxo3a powoduje zwickszenie ekspresji genu dla biatka Bcl-2 i zmniejszenie dla
biatka Bim (Bektas i wsp., 2005, Limaye i wsp., 2005, Guan i wsp., 2011). Podobnie
Bonhoure i wsp., (2008) wykazali, ze nadekspresja genu dla Sphk1 hamuje uwalnianie
cytochromu c i biatka SMAC/Diablo z przestrzeni mi¢dzyblonowej mitochondrium poprzez
wplyw na biatko pro-apoptotyczne Bim i anty-apoptotyczne Bcl-X,.

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan moga by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu
mechanizmu $mierci komoérek w warunkach zwigkszonego st¢zenia ceramidow, ktore
obserwowane jest w wielu stanach patologicznych. Dodatkowo zastosowanie inhibitora
PARP-1, poprzez zapobieganie uwalniania AIF z mitochondriéw i hamowanie syntezy PAR
oraz modulacje¢ pro- i anty-apoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2, w znaczacy sposob
zwigksza przezycie komorek neuronalnych poddanych dziataniu C2-ceramidu. W niniejszej
pracy wskazano rowniez jakie szlaki wewnatrzkomoérkowe moga by¢ aktywowane na skutek
pobudzenia receptoréw dla S1P w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego przez
ceramidy. Stwierdzono, ze protekcyjne dziatanie S1P i agonistow receptorow dla S1P
zwigzane jest z aktywacja szlaku PI13-K/Akt oraz z wptywem na
ekspresje/immunoreaktywnos¢ pro- i anty-apoptotycznych biatek z rodziny Bel-2.
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Podsumowanie

1. Ceramid (C2) powoduje zalezny od st¢zenia wzrost poziomu wolnych rodnikow i
spadek przezywalno$ci komérek SH-SY5Y. Wyniki do§wiadczen z zastosowaniem
inhibitora kaspaz wskazuja, ze $§mier¢ komorek SH-SY5Y zachodzi na drodze

niezaleznej od ich aktywacji.

2. Ceramid zwicksza aktywno$¢ PARP-1 i poziom PAR oraz doprowadza do obnizenia
immunoreaktywnosci biatka AIF we frakcji mitochondrialnej. Inhibitor PARP-1
zapobiega uwalnianiu biatka AIF, $§mierci komérek SH-SYSY oraz obniza poziom

wolnych rodnikow.

3. W mechanizm $mierci komoérek SH-SYS5Y na drodze zaleznej od PARP-1
zaangazowane s3 rowniez kinazy biatkowe ERK1/2, JNK oraz biatko p53.

4. W molekularnym mechanizmie cytotoksyczno$ci ceramidu wazng rolg odgrywa szlak
przekaznictwa sygnatu zaleznego od PI3-K/Akt. Ceramid powoduje spadek
fosforylacji kinazy Akt oraz obnizenie fosforylacji kinazy GSK-3f i
pro-apoptotycznego biatka Bad.

5. W warunkach inkubacji komérek SH-SY5Y z ceramidem dochodzi do zmian
ekspresji/immunoreaktywnosci biatek z rodziny Bcl-2. Ceramid powoduje
zwigkszenie ekspresji pro-apoptotycznych biatek: Bax 1 Hrk oraz obnizenie
ekspresji/immunoreaktywnosci anty-apoptotycznego biatka Bel-2. Cyklosporyna A,
inhibitor megakanatu mitochondrialnego w istotny sposdb zapobiega cytotoksycznosci

ceramidu.

6. Zastosowanie inhibitora PARP-1 (PJ-34) powoduje wzrost fosforylacji kinazy Akt i
biatka Bad. Badania pokazuja, ze PJ-34 zmniejsza podwyzszong przez ceramid
ekspresje pro-apoptotycznego biatka Hrk. PJ-34 powoduje réwniez wzrost

ekspresji/immunoreaktywnos$ci anty-apoptotycznego biatka Bcl-2.

7. Wyniki wskazuja, ze egzogenny S1P powoduje aktywacje¢ szlaku przekaznictwa
sygnatu zaleznego od PI3-K/Akt w warunkach dziatania ceramidu. Podobny efekt do
S1P wywieraja agoni$ci receptoréw dla S1P (S1PR1 1 S1PR3).
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8. SI1P zwigksza ekspresje/immunoreaktywno$¢ anty-apoptotycznego biatka Bel-2.
Ponadto, S1P zmniejsza podwyzszong przez ceramid ekspresje pro-apoptotycznego
biatka Hrk.

Ponizszy schemat obrazuje molekularne szlaki $mierci komorek SH-SY5Y poddanych

dzialaniu ceramidu — na podstawie wynikéw wiasnych.

C2-Ceramid

PI3K/AKkt

Stres

ERK1/2 T oksydacyjny

Jadro komérkowe

A
Mitochondrium

Smier¢ komoérek

Schemat 8. Mechanizmy toksycznego dziatania C2-ceramidu wg danych uzyskanych w
niniejszej pracy. Objasnienia: T aktywacja,l - hamowanie, Ay — potencjat
mitochondrialny, Bax, Hrk, Bad — pro-apoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2,

Bcl-2 — anty-apoptotyczne biatko z rodziny Bcl-2, AIF — czynnik indukujgcy apoptoze,

PAR — poli(ADP-ryboza), PARP-1 — polimeraza poli(ADP-rybozy), ERK — kinaza regulowana
sygnatem zewngtrzkomorkowym, JNK — kinaza N-koncowa c-JUN, GSK3/ — kinaza 3 syntazy
glikogenu, PI3-K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, Akt — kinaza biatkowa B, pBad —
ufosforylowane biatko Bad.
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Uzyskane wyniki po raz pierwszy pokazuja, ze w kaskadzie zjawisk molekularnych
prowadzacych do obumierania komorek SH-SYSY w warunkach dziatania ceramidu

istotne znacznie odgrywa:

— pobudzenie $ciezki sygnatowej zaleznej od PARP-1/PAR/AIF oraz zaburzenie

ekspresji biatek z rodziny Bcl-2 co moze w istotny sposob wpltywac na funkcje

mitochondriow.

hamowanie szlaku pro-zyciowego zaleznego od PI3-K/Akt, co moze powodowac

translokacje biatka Bad do mitochondridow i zaburzenie ich funkc;ji.

W mechanizmie ochronnego dziatania inhibitora PARP-1 istotne znaczenie ma udziat
szlaku PI3-K/Akt oraz biatek z rodziny Bcl-2.

S1P oraz modulatory receptoréw dla S1P odgrywaja wazna rol¢ neuroprotekcyjna
poprzez szlaki przekaznictwa zalezne od receptorow S1PR1 i SIPR3. W wyniku
pobudzenia tych receptoréow dochodzi do aktywacji szlaku PI3-K/Akt oraz zmian
ekspresji/immunoreaktywnosci biatek Bel-2 i biatka Hrk, co w konsekwencji moze

chroni¢ mitochondria przed cytotoksycznym dzialaniem ceramidu.

Uzyskane wyniki mogg by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu mechanizmu $mierci
komoérek w warunkach zwigkszonego st¢zenia ceramidéw. Ponadto wskazuja mozliwe

punkty uchwytu dla skutecznego dziatania neuroprotekcyjnego.
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Do grupy lipidoéw, ktére staty sie przedmiotem zainteresowan badaczy w ciggu ostatnich
dwoch dekad zalicza sie sfingolipidy. Sciezka sygnalizacyjna z udziatem bioaktywnych
sfingolipidow do ktorych naleza m. in.: ceramidy, sfingozyna i sfingozyno-1-fosforan (S1P)
pelni wazng funkcje regulatorowa w procesach przezycia 1 Smierci komorki. Ceramidy sg
sfingolipidami, ktorych trzon stanowi dtugotancuchowy nienasycony aminoalkohol
sfingozyna potaczony z reszta nasyconego lub nienasyconego kwasu thuszczowego o dtugosci
tancucha gtéwnie 14-32 atomow wegla. Ceramidy biorg udziat w regulacji takich procesow
komorkowych jak: proliferacja i roznicowanie, wzrost, starzenie si¢ oraz §mier¢ komorki.
Zwigkszenie poziomu endogennych ceramidow w komodrce moze by¢ wynikiem: syntezy de
novo, aktywacji syntaz ceramidu katalizujacych ich powstawanie ze sfingozyny lub hydrolizy
sfingomieliny. Natomiast, rozpad ceramidow odbywa si¢ za posrednictwem ceramidaz.
Powstajaca w wyniku tego rozpadu sfingozyna ulega fosforylacji przez kinazy sfingozyny
typu 1 i 2 (Sphk1 oraz Sphk2) do sfingozyno-1-fosforanu (S1P). Sciezka sygnalizacji S1P jest
jednym z kluczowych regulatorow przezycia, proliferacji i réznicowania komoérek. S1P moze
dziata¢ jako przekaznik pierwszego rzedu za posrednictwem btonowych receptorow (GPCR)
sprzezonych z biatkami G oznaczonych SIPR1 do SIPRS5 oraz jako wewnatrzkomorkowy
przekaznik drugiego rzedu. W zwigzku z powyzszym kinazy sfingozyny uwazane sg za
kluczowe enzymy biorgce udziat w utrzymaniu rownowagi pomiedzy bioaktywnymi
sfingolipidami: ceramidem/S1P.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze w ostatnim dziesi¢cioleciu dokonat si¢ ogromny postep w
zrozumieniu funkcji bioaktywnych sfingolipidow takich jak: ceramid i S1P oraz enzymow
bioracych udziat w ich metabolizmie, w regulacji wielu procesow komorkowych.
Stwierdzono, ze nadmierny wzrost poziomu endogennych ceramidéw 1 w konsekwencji
zaburzenie biostatu ceramid/S1P obserwowane jest w wielu procesach patologicznych m.in.
w niedotlenieniu/niedokrwieniu mézgu, w chorobach neurodegeneracyjnych oraz w procesie
nowotworzenia. Mimo intensywnych badan w tym zakresie wiele zagadnien pozostaje nadal
nie wyjasnionych. W zwigzku z powyzszym celem pracy byto zbadanie jakie procesy
molekularne oraz szlaki przekaznictwa wewnatrzkomérkowego biorg udziat w §mierci
ludzkich komorek neuronalnych SH-SY5Y wywotanej dziataniem C2-ceramidu, z
uwzglednieniem udziatu enzymu jadrowego polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1). W
licznych stanach patologicznych dochodzi do stresu oksydacyjnego i do nadmiernej aktywacji
PARP-1, zuzycia BNAD" i w konsekwencji ATP. Ponadto produkt PARP-1,
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poli(ADP-ryboza) (PAR) jest czastka sygnalizacyjna, ktorej zwigzanie si¢ z btong
mitochondrialng moze prowadzi¢ do wyptywu czynnika indukujacego apoptoze (AlF) z
mitochondriow i jego translokacji do jadra. W konsekwencji prowadzi to do $mierci komorki
na drodze apoptozy niezaleznej od aktywacji kaspaz.

Komoérki SH-SY5Y traktowano C2-ceramidem (N-acetylo-D-erytro-sfingozyna),
sfingolipidem majacym wlasciwosci przechodzenia przez btony komdrkowe, w
przeciwienstwie do dtugotancuchowych ceramidow. Obecnos¢ C2-ceramidu w niskich
stezeniach stwierdzono w mézgu myszy oraz w ludzkiej korze czolowej w badaniach
postmortem.

W przedstawionej przeze mnie pracy po raz pierwszy stwierdzono, ze w stresie oksydacyjnym
indukowanym przez C2-ceramid w komoérkach SH-SYS5Y dochodzi do wzrostu aktywnosci
PARP-1 i immunoreaktywno$ci PAR. Ponadto zaobserwowano spadek immunoreaktywnosci
biatka AIF we frakcji mitochondrialnej. W warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego
ceramidem inhibitor PARP-1 (PJ-34) zwigkszat przezywalnos$¢ komorek SH-SY5Y oraz
obnizat poziom wolnych rodnikéw. Nastepnie wykazano, ze zastosowanie inhibitora PARP-1
zapobiega obnizeniu poziomu biatka AIF we frakcji mitochondrialnej w komorkach
SH-SY5Y.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze C2-ceramid powoduje zahamowanie waznego
pro-zyciowego szlaku PI3-K/Akt. W konsekwencji stwierdzono spadek fosforylacji biatek
efektorowych kinazy Akt: kinazy syntazy glikogenu 3 (GKS3p) oraz

pro-apoptotycznego biatka Bad. Wyniki pokazaly wazna rolg kinazy Akt w cytoprotekcyjnym
dziataniu inhibitora PJ-34. Zastosowanie inhibitora PJ-34 skutkowato wzrostem fosforylacji
kinazy Akt i biatka Bad.

W mechanizmie $mierci komérek SH-SY5Y indukowanej C2-ceramidem stwierdzono udziat
kinaz biatkowych ERK1/2 1 JNK oraz biatka p53. Dane literaturowe wskazuja, ze w $mier¢
komorek na drodze zaleznej od PARP-1 moga by¢ zaangazowane kinazy biatkowe, ktore tak
jak ERK1/2 i JNK bezposrednio wptywaja na fosforylacje PARP-1 powodujac tym samym
wzrost aktywnosci tego enzymu. Uwaza si¢, ze PARP-1 jest odpowiedzialny za kontrole
poziomu biatka p53 i regulacje jego stabilnosci w komorce.

Wyniki pokazaty, Zze egzogenny S1P ma dzialanie protekcyjne w wyniku pobudzenia
receptorow S1PR1 i SIPR3. Stwierdzono, ze S1P powoduje wzrost fosforylacji kinazy Akt i
biatka Bad w warunkach inkubacji komorek SH-SY5Y z C2-ceramidem. Efekt taki wykazano

réwniez dla agonistow receptorow S1P.
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Streszczenie

W kolejnym etapie badan stwierdzono, ze C2-ceramid powoduje spadek
ekspresji/immunoreaktywnos$ci anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 oraz wzrost poziomu
mRNA biatek pro-apoptotycznych: Bax i Hrk. Uzyskane dane pokazuja, ze S1P oraz inhibitor
PARP-1 dziataty protekcyjnie poprzez modulacj¢ ekspresji biatek z rodziny Bel-2.
Podsumowujac, Uzyskane wyniki badanh mogg by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu
mechanizmu $mierci komoérek w warunkach zwiekszonego stezenia ceramidow, ktore
obserwowane jest w wielu stanach patologicznych. W poszukiwaniu nowych zwigzkow
neuroprotekcyjnych stwierdzono, ze S1P oraz modulatory receptoréow dla S1P odgrywaja
Wazng role neuroprotekcyjng w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego przez ceramid.
Dodatkowo zastosowanie inhibitora PARP-1 w znaczacy sposob zwigksza przezycie komorek

neuronalnych poddanych dziataniu C2-ceramidu.
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Summary

Ceramides are a class of sphingolipids that are abundant in cell membranes and play an
important role in regulation of the fluidity and structure of the lipid bilayer. During the last
decade, ceramides have been recognised as very important second messengers for multiple
extracellular stimuli mediating many cellular processes, mainly those associated with the
regulation of cell proliferation, differentiation, growth arrest and apoptosis. Ceramides are
composed of a sphingoid base linked to a fatty acid of varying chain length (14—32 carbons)
via an amide bond. Cell-permeable short chain ceramide, C2-ceramide and C6-ceramide have
been used in many studies to mimic ceramide-mediated cell death pathways. It was shown
that C2-ceramides were present naturally in the brain at low levels. Treatment of neuronal
cells with ceramides at low concentration promotes cell differentiation, survival and neurite
outgrowth, while at higher concentration it induces apoptosis.

Ceramides have been indicated as key player in neuronal cell death, however, their role is not
yet well understood. We investigated the molecular mechanism of neuronal cell death evoked
by ceramide in the human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y). The response of pro-apoptotic
and anti-apoptotic gene expression was analysed. Moreover, the neuroprotective effect of
sphingosine-1-phosphate (S1P) was evaluated. We demonstrated that C2-ceramide, through
inhibition of PI3K/Akt kinases, influenced the phosphorylation state of GSK3 and
pro-apoptotic Bad. We observed that C2-ceramide induced production of reactive oxygen
species in a concentration-dependent manner. It is known that DNA damage caused by
oxidative stress may activate poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1), a key nuclear
enzyme involved in DNA repair. Our results showed PARP-1 activation and PAR formation
after C2-ceramide treatment. Upon activation, PARP-1 transforms nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD") into long PAR polymers and transfers them to a variety of nuclear
proteins, e.g. histones, DNA polymerases and PARP-1 itself. The basal levels of PAR are
very low, however, excessive activation of PARP-1 leads to a 10- to 500-fold increase in PAR
polymer formation. The PAR participates directly in cell death signalling. PAR is responsible
for mitochondrial apoptosis inducing factor (AlIF) release and caspase-independent apoptosis.
The proper AIF level in mitochondria is very important for the integration of proteins of
electron transport complexes. AlF is proposed to regulate the respiratory chain indirectly,
through assembly and/or stabilisation of complexes I and I11. The reduction in assembled
complex I associated with AIF deficiency is anticipated to have a profound effect on

mitochondrial function in neurons. However, we ought to keep in mind that AIF after
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translocation to nucleus exerted endonuclease activity and is responsible for the DNA
degradation. Our data indicated that C2-ceramide caused the AIF release from mitochondria.
Our study showed that PARP-1 inhibition significantly protected SH-SY5Y cells against
ceramide-induced cell death by reducing the level of reactive oxygen species production, thus
preventing the AIF release from the mitochondria and increasing the mRNA level of
anti-apoptotic Bcl-2. Moreover, we observed enhancement of Bad phosphorylation and
down-regulation of pro-apoptotic Hrk gene expression.

We demonstrated that in the mechanism of cell death induced by C2-ceramide the kinases:
ERK1 /2 and JNK and p53 protein were involved.

The results showed that exogenous sphingosine-1-phosphate has protective effects as a result
of receptors S1PR1 and S1PR3 stimulation. It was found that S1P increases the activity of
Akt kinase and Bad phosphorylation. This effect was also demonstrated for the S1P receptor
agonists. In the next stage of the study, it was found that C2-ceramide causes a decrease in
expression / immunoreactivity of anti-apoptotic Bcl-2 protein and an increase in pro-apoptotic
proteins: Bax and Hrk mRNA levels. S1P acts by modulating the
expression/immunoreactivity of Bcl-2 proteins family.

Summarizing, our data present that PARP-1 inhibitor and sphingosine-1-phosphate (S1P)
through modulation of anti-apoptotic proteins protect mitochondria and neuronal cells against
death evoked by ceramide. As a conclusive remark, we suggest that the modulators of
sphingosine-1-phosphate receptor(s) and PARP-1 inhibitor(s) should be considered in the

therapy of neurodegenerative disorders.
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