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OBJASNIENIA SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

ABAD
ACTB
ADI

AICD
AlF
ALS

ANOVA
APOE
APP

ARE

ATP

ABao-42

ABO
SAPPa/sAPPB
B27

BACEL

BBB
Bcl-2

BSA

BV2

dehydrogenaza alkoholowa (ang. alcohol dehydrogenase)
gen kodujacy B-aktyne (ang. f-Actin)

Swiatowa Organizacja Alzheimerowska (ang. World
Alzheimer's Organization)

cytoplazmatyczny, wewnatrzkomorkowy odcinek biatka APP
czynnik indukujgcy apoptoze (ang. apoptotic inducing factor)

stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral
sclerosis)

test statystyczny (ang. analysis of variance)
apolipoproteina E (ang. apolipoprotein E)

biatko prekursorowe amyloidu  (ang. amyloid beta precursor
protein)

element odpowiedzi antyoksydacyjnej (ang. Antioxidant
response element)

adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate)
amyloid beta

oligomery amyloidu beta

rozpuszczalne N-koncowe produkty trawienia biatka APP
suplement do pozywki

[B-sekretaza amyloidu beta (ang. beta-secretase 1; f-site
amyloid precursor protein-cleaving enzyme-1)

bariera krew-mdzg (ang, blood brain barier)

biatko biorgce udziat w apoptozie (ang. apoptosis regulator
Bax)

wolna od kwaséw ttuszczowych albumina z surowicy bydlece;
(ang. bovine serum albumin)

linia komorkowa mikrogleju mysiego
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CAT -
ChA —
ChH -
ChP —
CL -
COX —

CTF83/CTF99 —

Ct —
Cyp-D —
CytB —
DAT —
DCF —
DMEM —

DMSO —
cDNA —
DNA —
Drpl —
DS. —
EBV —

ECL —

EDTA —

ER —

katalaza (ang. catalase)

choroba Alzheimera (ang. AD, Alzheimer’s Disease)
choroba Huntingtona (ang. HD, Huntington's Disease)
choroba Parkinsona (ang. PD, Parkinson’s Disease)
kardiolipina (ang. Cardiolipin)

oksydaza cytochromu C (ang. Mitochondrially Encoded
Cytochrome C Oxidase)

83-aminokwasowy peptyd a CTF/ 99-aminokwasowy peptyd
a CTF

cykl progowy Treshold Cycle

Cyklofilina D (ang. Cyclophilin D)

cytochrom B (ang. Cytochrome B)

transporter dopaminy (ang. Dopamine transporter)
2’,7’-dichlorofluoresceina

pozywka Eagle’a zmodyfikowana przez Dulbecco (ang.
Dulbecco Modified Eagle Medium)

dimetylosulfotlenek (and. Dimethyl sulfoxide)
komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
biatko dynamino-podobne (ang. dynamin related protein 1)
zespot Downa (ang. Down Syndrome)

wirus Epsteina-Barr (ang. Human Herpesvirus-4, ludzki
herpeswirus 4)

chemiluminescencja (ang. electrogenerated
chemiluminescence)

sol dwusodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (ang.
ethylenediaminetetraacetic acid)

siateczka §rodplazmatyczna (ang. endoplasmatic reticulum)
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ERRa

ETC
SXFAD

FAD

FADH:2
FDA

FBS
Fisl

G6PDH

GABA
GAPDH

GLUT1/3
GSK3p

Gpx1/4

Gsr
GTP
4-HNE
H2DCF

H2DCF-DA

receptor alfa zwigzany z estrogenem (ang. Estrogen-related
receptor alpha)

tancuch transportu elektronow (ang. Electron Transport Chain)

myszy transgeniczne wyrazajace 5 mutacji ludzkiej rodzinne;j
choroby Alzheimera

postaé rodzinna choroby Alzheimera (ang. Familial
Alzheimer's Disease)

dinukleotyd flawinoadeninowy — forma zredukowana

Agencja Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drug
Administration)

cieleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum)

bialko rozszczepienia mitochondriéw 1 (ang. Mitochondrial
fission 1 protein)

dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (ang. glucose-6-
phosphate dehydrogenase)

kwas y-aminomastowy (ang. y-aminobutyric acid)

dehydrogenaza fosforanu aldehydu glicerynowego (ang.
glycer-aldehyde 3-phosphodehydrogenase)

transportery glukozy 1/3 (ang. glucose transporter 1/3)

kinaza 3 B syntazy glikogenu (ang. glycogen synthase kinase

3p)

peroksydaza glutationowa 1/4 (ang. glutathione peroxidase
1/4)

reduktaza glutationowa
Guanozyno-5'-trifosforan
4-hydroksynonenal

2°,7’-dichlorodihydrofluoresceina (ang. 2°,7 -dichloro-di-
hydro-fluorescein)

dwuoctan 2°,7’-dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2',7'-
dichloro-dihydrofluorescein diacetate)
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HBSS

HCMV
HEPES

HHV-6/7
HO-1

HS
HSV-1
HT22

le

IMM

LTP
MAPK

MCI

Mff

MiD49 / 51
MEM
Mfn-1
Mfn-2
MMP

mPTP
MRI
MS

zbuforowany roztwor Hanks’ a (ang. Hanks' balanced salt
solution)

wirus Cytomagalii (ang. human cytomegalowirus)

kwas 2-[4-(2-hydroksetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy
(ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

wirus opryszczki typu 6/7 (ang. human betaherpesvirus 6/7)
oksygenaza hemowa -1

surowica konska (ang. horse serum)

wirus opryszczki zwyktej typu 1 (ang. Herpes simplex virus 1)
unie$miertelnione mysie komorki hipokampa

aminokwas izoleucyna

wewnetrzna btona mitochondrialna (ang. Inner mitochondrial
membrane)

dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne

kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen activated
protein kinases)

tagodne zaburzenia poznawcze (ang. mild cognitive
impairment)

czynnik rozszczepienia mitochondriéw (ang. mitochondrial
fission factor)

mitochondrialne biatko rozszczepienia 49/51

medium Eaglea (ang. Minimum Essential Medium Eagle)
mitofuzyna 1 (ang. Mitofusin-1)

mitofuzyna 2 (ang. Mitofusin-2)

potencjat blony mitochondrialnej (ang. Mitochondrial
Membrane Potential)

przepuszczalnos¢ poréw mitochondrialnych
rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging)

stwardnienie rozsiane (ang. Multiple sclerosis)
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MTT

MtDNA
MtRNA
MTT

NZ2a
NAD
NAD*
NADP*

NADH
NADPH

ND1

nDNA
NFTs
NO
NOX
NRF1/2

NMDA

NT
OMM

OPAl

OUN

bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-
tetrazoliowy

mitochondrialny DNA Mitochondrial DNA
matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger RNA)

btekit tiazolu, bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-
difenylo-2H-tetrazoliowy

komorki nerwiaka niedojrzatego
dinukleotyd nikotynamidoadeninowy
utleniona forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, forma
utleniona

dwunukleotyd nikotynoamidoadeninowy, forma zredukowana

ester fosforanowy dwunukleotydu
nikotynoamidoadeninowego, forma zredukowana

podjednostka 1 dehydrogenazy NADH (ang. Mitochondrially
Encoded NADH, Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 1)

jadrowe DNA (ang. nuclear DNA)

splatki neurofibrylarne (ang. neurofibrillary tangles)
tlenek azotu (ang. nitric oxide)

oksydaza NADPH (ang. NADPH oxidase)

jadrowy czynnik oddechowy (ang. nuclear respiratory factor
1/2)

kwas N-metylo-D-asparaginianowy (ang. N-methyl-D-aspartic
acid)

nici neutropilowe (ang, neuropil threads)

zewngtrzna btona mitochondrialna (ang. outer mitochondrial
membran)

biatko 1 zaniku nerwu wzrokowego (ang. optic atrophy protein
1)

osrodkowy uktad nerwowy (ang. central nervous system)
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https://pl.wikipedia.org/wiki/Język_angielski

OXPHOS
PAGE

PAR
PARP

PBS

PBS-T
PC12

PCR

PET

PGC-la

PGC-1p

PJ34

PPAR

PS1/PSEN1
PS2/PSEN2
PTM

gRT-PCR

fosforylacja oksydacyjna (ang. oxidative phosphorylation)

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. polyacrylamide
gel electrophoresis)

poli(ADP)-ryboza (ang. poly (ADP)-ribose)

polimeraza poli(ADP-rybozy) (ang. poly (ADP-ribose)
polymerase)

buforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. phosphate buffer
saline)

PBS z Tween-20

linia komorkowa wyprowadzona z guza chromochtonnego
rdzenia nadnerczy szczura, Pheochromocytoma

reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain
reaction)

badanie pozytronowej tomografii emisyjnej (ang. positron
emission tomography)

receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow
koaktywator 1- alfa (ang. peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha)

receptor gamma aktywowany przez proliferatory
peroksysomow koaktywator-1 beta (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1 beta)

chlorowodorek N- (6-okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)
(N,Ndimetylamino) acetamidu

receptory aktywowane proliferatorami peroksysomoéw (ang.
peroxisome proliferator-activated receptor)

Presenilina 1 (ang. Presenilin 1)
Presenilina 2 (ang. Presenilin 2)

potranslacyjna modyfikacja biatek (ang. posttranslational
modifications of mitochondrial proteins)

ilosciowa tancuchowa reakcja polimerazy w czasie
rzeczywistym (ang. quantitative real-time polymerase chain
reaction)
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RA

RFT
RNA
RPMI
RT
RT-PCR

SAD

SCA1l

SD
SDHA

SDS-PAGE

SEM

SH-SY5Y
SIRT
SMA
SNO
Sod1

Sod?2

S1P
SP

kwas retinowy (ang. retinoic acid)

reaktywne formy tlenu

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
Pozywka Roswell Park Memorial Institute
temperatura pokojowa (ang. room temperature)

reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang.
real-time polymerase chain reaction)

posta¢ sporadyczna choroby Alzheimera (ang. Sporadic
Alzheimer's Disease)

zanik rdzeniowo-mézdzkowy 1 (ang. Spinocerebellar ataxia
type 1)
odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

podjednostka A dehydrogenazy bursztynianowej(ang.
Succinate Dehydrogenase Complex Flavoprotein Subunit A)

rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym z
dodatkiem SDS (ang. sodium dodecyle sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis)

standardowy btad pomiaru (ang. Standard Error of
Measurment)

ludzka linia komorkowa neuroblastoma

Sirtuina (ang. Sirtuin)

rdzeniowy zanik migéni (ang. (ang. spinal muscular atrophy)
S-nitrozitiol

mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa 1 (ang. superoxide
dysmutase 1)

mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa 2 (ang. superoxide
dysmutase 2)

sfingozyno 1 fosforan (ang. Sphingosine- 1-phosphate)

blaszki starcze (ang. senile plaques)
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TBARS - kwas tiobarbiturowy (ang. Thiobarbituric acid reactive

substances)

TBS —  bufor o sktadzie 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH doprowadzone
HCl do 7,6

TEMED - N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TBST — bufor TBS z Tween-20

TCA —  cykl kwasow trikarboksylowych (ang. the tricarboxylic acid
cycle)

TFAM — mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (ang.
mitochondrial transcription factor A)

TOM —  translokaza btony zewnetrznej (ang. translocase of the outer
membrane)

Tris —  tris(hydroksymetylo)aminometan

Val —  aminokwas Walina

WB —  Western blot

WHO —  Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health

Organization)

A¥Ym —  potencjat mitochondrialny
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WSTEP

Epidemiologia i klasyfikacja Choroby Alzheimera

Choroba Alzheimera (fac. morbus Alzheimer’s, ChA) nalezy do najci¢zszych
schorzen neurodegeneracyjnych, prowadzi do postepujacych zaburzen poznawczych,
zdolnosci uczenia, rozpadu osobowosci 1 otepienia. Typowymi zjawiskami
neuropatologicznymi w ChA jest uwalnianie 1 odkladanie si¢ w przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej mozgu ztogéow B amyloidu w formie blaszek starczych (ang. senile
plaques, SP) (szczegdlnie w hipokampie) i powstawanie splatkow neurofibrylarnych
(ang. neurofibrillary tangles, NFTs) i nici neutropilowych (ang. neuropil threads, NT)

w wyniku nadmiernej fosforylacji biatka tau (Selkoe i Hardy, 2016).

ChA zostata scharakteryzowana po raz pierwszy 115 lat temu przez psychiatre
i neuropatologa - Aloisa Alzheimera, ktory opisal ja jako ,,0sobliwy cigzki proces
chorobowy kory moézgowej” i przedstawil na 37 Spotkaniu potudniowo-zachodnich
niemieckich psychiatrow w 1906 roku (Stelzmann i wsp. 1995; Hippius i Neundorfer,
2003). Dane epidemiologiczne wskazuja, ze ChA dotyka okoto 1-2% populacji, os6b
powyzej 65 roku zycia. Przypuszcza si¢, ze w Polsce zyje ponad 500 tysiecy osob
z otgpieniem, a okoto 350 tysigcy choruje na chA. Wedlug raportu Rzecznika Praw
Obywatelskich ~ zatytutowanego: ,,Sytuacja os6b chorych na  Alzheimera
w Polsce” z 2016 r liczba 0sob z chA potroi si¢ do 2050 roku i wyniesie ponad milion
0s6b (Szczudlik 2016). Z kolei wedhug danych Swiatowej Organizacji Alzheimerowskiej
(ADI) z 2018 roku co 3 sekundy diagnozowany jest nowy przypadek osoby z demencja,
co dodatkowo podkresla znaczenie tego zaburzenia. Nalezy zauwazy¢, ze liczba zgonow
spowodowanych przez chA jest prawdopodobnie niedoszacowana (Alzheimer’s
Association, 2021). ChA pozostaje jedyng z dziesigciu najczestszych przyczyn zgonow,
na ktére nie ma lekarstwa, a wskaznik $miertelnosci stale rosnie, i to o 145 procent od
2000 -2020 roku (Alzheimer’s A., 2021). Wylicza si¢, ze przy braku nowych terapii
mogacych zapobiec lub leczy¢ chA 1 inne formy otgpienia liczba 0s6b z otgpieniem
osiggnie ponad 130 milionéw do 2050 r. na §wiecie (Cummings i wsp., 2016; Scheltens

I wsp., 2021). Pomimo bardzo intensywnych badan w wiodacych osrodkach naukowych
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Swiata w tym USA patogeneza i patomechanizm sporadycznej formy chA pozostaje
niewyjasniony chociaz zidentyfikowano udziat licznych czynnikéw genetycznych

i sSrodowiskowych.

ChA wystepuje w dwoch postaciach: rodzinna o wczesnym poczatku (ang,
Familliar Alzheimer’s Disease, FAD) i sporadyczna o p6znym poczatku (ang. Sporadic
Alzhimer Disease, SAD). ChA o wczesnym poczatku jest rzadka postacia choroby,
obserwowang od 2 do 10% wszystkich przypadkow choroby Alzheimera. Mutacje
w genach biatka prekursorowego amyloidu B (ang. amyloid precursor protein, APP),
preseniliny 1 (PS1 Iub PSEN1) i preseniliny 2 (PS2 lub PSEN2) powoduja autosomalng
dominujaca posta¢ chA. Mutacje w tych genach wywoluja zwigkszong nadprodukcje
amyloidu- (APao i AP42) i jego nagromadzeniec w mozgu. Natomiast chA o péznym
poczatku jest bardziej powszechna postacia choroby. Dotyczy okoto 90% wszystkich
chorych i wystepuje po 65 roku zycia (Alzheimer’s A., 2021) i towarzyszy jej
wystepowanie homozygot genotypu i apolipoproteiny E (APOE4), wariantu &4/4.
Synteza ApoE nasila si¢ w stanach uszkodzenia neuronéw w obwodowym 1 centralnym
ukladzie nerwowym. Wykazano, ze dla nosicieli allelu €4 charakterystyczne jest
wystepowanie w mozgu wigkszych ilosci amyloidu i wiokien neurofibrylarnych oraz
zaburzenie przekaznictwa ukladu cholinergicznego. Mozliwe jest takze powstanie
kompleksu ApoE-amyloid, co prowadzi do jego neurotoksycznego oddziatywania
(Villevenue i wsp., 2014; Ward i wsp., 2012). W SAD o p6znym poczatku duzg rolg
odgrywa kombinacja czynnikow genetycznych i $rodowiskowych w tym rdéznych
elementow dotyczacych stylu zycia (Amakiri i wsp., 2019). Liczne polimorfizmy genéw
moga réwniez przyczyniac si¢ do wystgpienia SAD (Amakiri i wsp., 2019). Stwierdzenie
zaleznos$ci w zaburzeniach metabolizmu biatka APP i genach odpowiedzialnych za jego
metabolizm stalo si¢ podstawa do sformutowania hipotezy amyloidowej, ktéra
zdominowata liczne badania i1 ukierunkowata poszukiwania terapeutyczne w ostatnich 30
latach. Na przestrzeni tych ostatnich dziesigcioleci zaproponowano wiele réznych hipotez
starajacych si¢ zrozumie¢ przyczyny i mechanizm tej najbardziej ci¢zkiej postaci

otepienia. Wsrdd nich jedna z najstarszych jest hipotez metaboliczna.
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Hipoteza metaboliczna

Zaburzenia metabolizmu glukozy w chorobie Alzheimera

W ostatnich paru latach renesans przezywa hipoteza metaboliczna, ktora stara si¢
wyjasni¢ ztozony patomechanizm chA majac na uwadze w pierwszym rzedzie zaburzenia
metabolizmu glukozy podstawowego substratu energetycznego dla wszystkich proceséw
zyciowych komorki. Mézg ludzki pomimo ze stanowi ~ 2% masy ciata to zuzywa do ~
20% tlenu potrzebnego do prawidlowych funkeji fizjologicznych, takich jak procesy
oksydacyjnej fosforylacji oraz homeostaza energetyczna i jonowa w tym dotyczaca
homeostazy jondéw wapnia, oOraz neuroprzekaznikéw, jak rOwniez procesow
odpowiedzialnych za plastyczno$¢ neuronéw i neurogenze (Kann i Kovacs, 2007;
Rusakov, 2006). Prawidtowy przebieg tych proceséw zalezy od metabolizmu glukozy
i sprawno$ci mitochondrialnego cyklu kwasow trojkarboksylowych (TCA) oraz
fosforylacji oksydacyjnej i syntezy adenozynotrifosforanu (ATP) (Cisneros-Mejorado
1 wsp., 2015). Nieefektywne wykorzystanie glukozy, uposledzona produkcja ATP
1 uszkodzenia oksydacyjne sa ze sobg Scisle powigzane, a zaburzenia te majg powazne
konsekwencje w przebiegu chA (Di Domenico i wsp., 2017; Szablewski i wsp., 2017).
Choroba ta w =zaawansowane] postaci prowadzi do znaczacych zaburzen

w metabolizmie glukozy co obrazuje Rycina 1.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie metabolizmu glukozy w chorobie
Alzheimera.

GLUT1/GLUT3 - transporter glukozy 1/3; G6PDH- dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa;
NADP+/NADPH- fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH — forma zredukowana,
NADP+ — forma utleniona); NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy — forma zredukowana;
FADH2 - dinukleotyd flawinoadeninowy — forma zredukowana. Zmodyfikowano wg Schubert, 2005;

Bubber i wsp., 2005; Kim i wsp., 2020
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Poszczegolne regiony mozgu wykazuja wyrazne réznice w aktywnosci
metabolicznej, a kluczowa jest funkcja mitochondriow w odniesieniu do okreslonych
region6w mozgu (Andersen i wsp., 2019; Kleinridders i wsp. 2018). Badania sugerowatly,
ze regionalna dysfunkcja mitochondriow w zaawansowanych stadiach chA koreluje
z poziomem uwalnianego amyloidu (Dragicevic i wsp. 2010). Badania ostatnich lat nie
potwierdzajg jednak takiej zaleznos$ci. Stwierdzono brak korelacji pomiedzy iloscig
nagromadzonych peptydéw AP i blaszek amyloidowych, a stopniem ot¢pienia (Selkoe
and Hardy, 2016). Wykazano natomiast istotne znaczenie oligomeréw ABO w obnizeniu

funkcji poznawczych (Lesné i wsp., 2006; Selkoe i Hardy, 2016).

W licznych badaniach zademonstrowano znaczace zmniejszenie wychwytu
glukozy w modzgach oséb z chA, co moze by¢ spowodowane: nieprawidlowym
sprz¢zeniem nerwowo-naczyniowym i niedostatecznym dostarczaniem substratu (Cai
i wsp., 2017; Kisler i wsp., 2017); nieprawidtowo$ciami mikrostruktury bariery krew-
mdzg (ang. blood brain barier, BBB) typowe dla chA (Gejl i wsp., 2017), zmniejszonym
transportem glukozy przez BBB lub zmniejszonym transportem do neurondw
i metabolizmem w komorkach neuronalnych, jak rowniez w komdrkach mikrogleju
(Winkler i wsp., 2015; An i wsp., 2018; Fairley i wsp., 2021).

W lagodnych zaburzeniach poznawczych metabolizm glukozy jest znacznie
uposledzony w poréwnaniu z mozgiem w normalnym starzeniu, a spadek metabolizmu
glukozy w mozgu nastepuje przed pojawieniem si¢ zmian neuro patologicznych oraz
stopniowo pogarsza si¢ w miar¢ postepu choroby (Weise 1 wsp., 2018; Croteau 1 wsp.,
2018). Ocena wskaznika wykorzystania glukozy w matej kohorcie chorych na chA za
pomocg pozytonowej tomografii emisyjnej 18-FDG (PET) wykazata zmniejszenie
aktywnos$ci metabolicznej w rdéznych obszarach moézgu, w hipokampie, korze
ciemieniowo-skroniowej i prazkowiu na lata przed wystgpieniem objawow klinicznych
i stopniowo zmiany te korelowaly ze stopniem uposledzenia funkcji poznawczych (An
1 wsp., 2018; Mosconi 1 wsp., 2009). Zjawiska te obserwowano pomimo zdolnosci
kompensowania obnizonego metabolizmu glukozy, wykorzystujac aminokwasy i kwasy
thuszczowe jako alternatywne zrodta energii (Toledo 1 wsp., 2017). Badania dotyczace

obnizonego metabolizmu glukozy, a takze zmniejszonej autofagii u osob z chA wykazaty
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ze zjawiska te przyczyniajg si¢ do dysfunkcji 1 atrofii neurondéw (Chételat
1 wsp., 2013; Liu 1 wsp., 2016). Prace Andersena i wsp. (2021) stwierdzity zmniejszony
metabolizm w cyklu TCA w hipokampie i zmniejszong syntez¢ glutaminy, ktore moga
doprowadzi¢ do zahamowania neuronalnej syntezy kwasu y-aminomastowego (GABA)
w hipokampie we weczesnej fazie patologii w mysim modelu chA (5xFAD).
W hipokampie myszy 5XFAD stwierdzono dysfunkcje pobudzajacej sygnalizacji
neuronalnej, obnizony metabolizm komérkowy i zmiany biatek takich jak np. APP/Ap,
ApoE. W przeciwienstwie do hipokampa, kora moézgowa S5xFAD wykazywata
utrzymang, a nawet podwyzszong aktywno$¢ metaboliczng (Andersen i wsp., 2021).
W kilku innych badaniach odnotowano réwniez podwyzszony metabolizm APP/A przy
obnizonym metabolizmie glukozy w korze mozgowej pacjentoéw z chA (Benzinger i wsp.,
2013; Gordon i wsp., 2018; Cohen i wsp. 2009; Ashraf i wsp., 2015). Jednakze, pomimo
znacznie wigkszego uwalniania 1 nagromadzania peptydow [ amyloidu w korze
mézgowe] w pordwnaniu z hipokampem mozna uznaé, ze sam AP nie jest
wystarczajagcym czynnikiem regionalnej dysfunkcji mitochondrialnej i synaptyczne;j.
Badania Andersen i wsp., (2021) podkreslaja, ze we wczesnych stadiach chA nie tylko
nagromadzenie AP, ale takze wlasciwos$ci mitochondriow w poszczegolnych regionach

modzgu mogg miec istotne znaczenie na przebieg procesow patologicznych.

W chA nieodlacznie z zaburzeniami metabolizmu glukozy, powigzany jest
réwniez nieprawidtowy metabolizm lipidow, ktory moze wplywac na progresja choroby
(Chew 1 wsp., 2020). Ze wzgledu na swoja roznorodnos¢ strukturalna, lipidy odgrywaja
fundamentalng role w réznicowaniu neuronéw, synaptogenezie i rozwoju mozgu oraz
w procesach pamigci (Grimm i wsp., 2017; Hussain i wsp., 2019). Analiza lipidomiczna
mozgow post mortem pacjentow z chA i mozgow zwierzat z chA ujawnity zmiany
w poziomach kwasow ttuszczowych, glicerolipidow, sfingolipidéw i cholesterolu (Mesa-
Herrera i wsp., 2019; Chew i wsp., 2020). Ponadto badania metabolomiczne, wykazaty
zmiany w zawarto$ci lipidow w osoczu, ptynie mézgowo-rdzeniowym (Cunnane i wsp.,
2012; Joffre 1 wsp., 2014; Lukiw i wsp., 2005; Proitsi i wsp., 2015). Badania wskazuja,
ze zaburzenia w profilach kwasow tluszczowych obserwowane w obszarach mozgu

podatnych na patologi¢ chA (Cunnane 1 wsp., 2012; Snowden 1 wsp., 2017) moga
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wptywac na akumulacje¢ AP i nadmierng fosforylacje¢ biatka tau (Amtul 1 wsp., 2012;
Barbero-Camps i wsp., 2013; Grimm i wsp., 2011).

Jednym z kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych odgrywajacych wazng role
w regulacji katabolizmu kwasoéw tluszczowych jest receptor alfa aktywowany przez
proliferatory peroksysoméw (PPAR-o), ktory poprzez wptyw na transkrypcje genow
kodujacych enzymy B-oksydacji kwasoéw ttuszczowych w mitochondriach, jest gtbwnym
metabolicznym regulatorem homeostazy energetycznej (Reddy i Hashimoto, 2001;
Schreurs i wsp., 2010; Wang, 2010). Ponadto PPAR-a reguluje metabolizm glukozy, stan
redoks oraz neuroprzekaznictwo glutaminergiczne, cholinergiczne oraz dopaminergiczne
(Kersten i wsp., 2017; Bougarne i wsp., 2018; Cunnane i wsp., 2016). Dodatkowo PPAR-
o jest zaangazowany w metabolizm biatka prekursorowego amyloidu beta (APP)
w moézgu i bezposrednio lub posrednio poprzez AP moze réwniez wplywaé na

fosforylacje biatka tau (D’Orio i wsp., 2018).

Hipoteza metaboliczna $cisle wiagze si¢ z hipotezg mitochondrialng. Badania Yang
1 wsp. (2022) wykazaty, ze potranslacyjna modyfikacja biatek (PTM) mitochondrialnych
zwigzana z metabolizmem moze wptywac istotnie na przebieg chA. Badacze wykazali ze
sukcynylacja biatka APP zaktdca jego normalne przetwarzanie proteolityczne, promujac
akumulacje AP 1 tworzenie ptytek, a sukcynylacja bialka tau sprzyja jego agregacji do
splatkéw 1 uposledzeniu formowania mikrotubul (Yang i wsp., 2022). Ponadto,
przewlekta ekspozycja na AP 1 biatko tau wywoluje zaburzenia mitochondriow
1 dysfunkcje metaboliczng mikrogleju (Baik 1 wsp., 2019). Niedawno przeprowadzone
badania na duza skale dotyczace analizy proteomicznej mézgu w chA wykazaty, ze
wczesne zmiany metaboliczne mogg by¢ zalezne od aktywacji mikrogleju (Johson 1 wsp.,
2020). Juz na poczatku XXI wieku zwracano uwage na istotne zaleznosci metaboliczne
pomiedzy komorkami glejowymi a neuronami w tym dotyczace przemian pirogronianiu,
kwasu mlekowego i glutaminianu/glutaminy (Ryc. 2). Juz wtedy badania wskazywaty na
udziat peptydow AP w zaburzeniach metabolizmu glukozy kolejne badania doprowadzity

do sformutowania hipotezy kaskady amyloidowe;.
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Rycina 2. Schematyczne przedstawienie metabolizmu glukozy w komdrkach
nerwowych i komdrkach glejowych

TCA- cykl kwasu cytrynowego — cykl Krebsa; GLUTL/3- transportery glukozy 1/3. Glukoza jest
przeksztalcana w mleczan na drodze glikolizy w komoérkach glejowych - astrocytach, a mleczan jest
nastepnie wydzielany i wykorzystywany przez komorki nerwowe jako zrodto energii. Metabolizm glukozy
w procesie fosforylacji oksydacyjnej jest aktywniejszy w komdrkach nerwowych w poréwnaniu do
komorek glejowych, w ktorych dominuje glikoliza. Zmodyfikowano, wg Schubert (2005)

Hipoteza kaskady amyloidu

Do tej pory nie ma jednej hipotezy dotyczacej etiologii i patomechanizmu chA,
co $wiadczy o ztozonych procesach powstawania i rozwoju sporadycznej postaci tej
choroby. ChA jest choroba wieloczynnikowg a liczne mechanizmy z nig zwigzane sa
niewyjasnione. Prawie 40 lat temu w zdrowym modzgu wykryto obecnos¢ peptydow A
w postaci rozpuszczalnej, a u pacjentdow z chA w postaci zagregowanej (Glenner
1 Wong, 1984), zaproponowano hipoteze wyjasniajaca etiologi¢ choroby opartg
0 powstawanie blaszek starczych amyloidowych charakterystycznych dla obrazu

neuropatologicznego chA. Obecnie wiadomo, ze blaszki amyloidowe wystepowaé moga
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obficie w mozgu starczym i nie korelujg z zaburzeniami pamig¢ci oraz sg biologicznie nie
aktywne. Sformutowana na poczatku lat 90. XX wieku hipoteza kaskady amyloidowe;j
(Hardy i Allsop, 1991; Selkoe, 1991; Hardy i Haggins, 1992) stala si¢ dominujaca
hipoteza patogenezy chA (Selkoe i Hardy, 2016), pomimo, ze wciaz jest kontrowersyjna
(Reitz, 2012; Herrup, 2015). Duzym wsparciem dla tej hipotezy byly odkrycia mutacji
w genach kodujgcych biatko APP oraz enzymy odpowiedzialne za jego metabolizm
1 uwalnianie AP stwierdzane w rodzinnej, uwarunkowanej genetycznie chA. Hipoteza
sugerowala, ze nieprawidlowy nadmierny zewnatrzkomorkowy wzrost poziomu AP
w moézgu moze prowadzi¢ do agregacji peptydow AP. Z czasem okazato si¢, ze moga to
by¢ oligomery, fibryle bogate w peptydy amyloidu o zmienionej konformacji, -kartki
(Cline i wsp. 2018). Agregacja zaczyna si¢ od utworzenia oligomerow, ktore sg
reorganizowane w protofibryle 1 widkienka, znajdujace si¢ w ptytkach amyloidu.
Sugeruje si¢, ze oligomery nagromadzone w modzgach pacjentéw z chA (Ono i Tsuij,
2020) sa najbardziej toksycznymi formami peptydow A dla komorek (d’Errico i Meyer-
Luehman, 2020), poniewaz moga one wptywaé na przepuszczalnos¢ btony komoérkowe;,
tworzy¢ kanaly dla jond6w wapnia, inicjujac w ten sposob serie zdarzen prowadzacych do

dysfunkcji i $mierci komorek (Glabe, 2006) (Ryc. 3).

Bardzo dobrym uzasadnieniem slusznos$ci hipotezy amyloidowej byto
wyizolowanie oligomeréw A z mdzgu myszy z chA i podanie ich domézgowo zdrowym
osobnikom co wywotywalo znaczace zaburzenia poznawcze (Lesné i wsp., 2006).
Zgodnie z ta hipoteza inne zdarzenia, takie jak wewnatrzkomérkowa nadmierna
fosforylacja bialka tau 1 tworzenie si¢ NFTs oraz zakldcenie funkcji synaptycznych,
bylyby wynikiem dziatania oligomerow AP. Badania na potrojnie transgenicznych
myszach 3xTgAD (APP SWE-PS1M146V-tau P301L) pokazaty, ze odktadanie (-
amyloidu poprzedza patologi¢ neurofibrylarng i zwierzeta te wykazywaly wigcej
patologii neurofibrylarnych niz podwojnie transgeniczne myszy 2xTg (Oddo i wsp.,

2003a; Oddo i wsp., 2003Db).

Czynniki wptywajace na t¢ kaskade sa modulatorami i mogg mie¢ istotny wptyw,
jak np. stres oksydacyjny. Z kolei istotnymi aktywatorami, modulatorami stresu

oksydacyjnego sa jony metali, takich jak cynk, Zelazo 1 miedz, ktérych homeostaza ulega
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zaburzeniu i ktore stwierdzono réwniez w ptytkach amyloidowych (Lovell i wsp., 1998).
Jony Cu?* i Zn?" moga by¢ uwalnianedo szczeliny synaptycznej niektorych zakonczen
neuronalnych i moga odgrywaé¢ wazng role w agregacji AP i kaskadzie zjawisk
molekularnych wywotlanych dziataniem peptydéw AP (Tiiman i wsp., 2013), poniewaz
moga wchodzi¢ w interakcje z AP 1 moga modulowac proces agregacji. Jony metali moga
oddziatywa¢, na termodynamike oraz na morfologi¢ utworzonych agregatéw (Faller
i wsp., 2013). Agregaty B amyloidu (o niskiej masie czasteczkowej) z uwigzionymi
jonami metali o aktywnosci redoks, takimi jak jony miedzi, s3 uwazane za bardziej
toksyczne niz sam AP, poniewaz mogg uwalnia¢ wieksza ilos¢ wolnych rodnikow (RFT),
szkodliwych dla samego peptydu AP i otaczajacych go biomolekut, w tym zwigzanych
Z btong neuronalng i zaburzeniem integranlosci blony (Bayir, 2005). Dlatego tez
w ostatnich latach oligomery peptydow APO byly wuwazane =za jeden
z najbardziej obiecujacych celow terapeutycznych w chA. Jednak wiele badan
klinicznych I fazy dotyczacych licznych zwiazkéw farmakologicznych w tym
przeciwcial przeciw AP dziatajacych w oparciu o hipoteze kaskady AP nie powiodto si¢

co byto podstawa do jej podwazania (Uddin i wsp., 2020).

Ostatnie badania kliniczne oparte na hipotezie kaskady amyloidowej przynosity
rozczarowujace wyniki (Sperling i wsp., 2011; Selfridge i wsp., 2013). Niemniej jednak
Agencja Zywnosci i Lekow (FDA) zatwierdzita w 2021 nowy lek na chA, aducanumab,
po 20 latach intensywnych badan nad monoklonalnymi przeciwciatami skierowanymi
przeciw rozpuszczalnym i nierozpuszczalnym formom peptydéw Ap. Dzialanie tego leku
polega na przeciwdziataniu toksycznosci peptydow AP i okazato si¢ skuteczne u 50 %
badanych pacjentdéw z chA. Decyzja FDA spotkala si¢ z duza falg krytyki i uznana zostata
za kontrowersyjna (Dunn 1 wsp., 2021; Salloway i Cummings, 2021). Poszukiwania
innych nowych skutecznych terapii prowadzone sa w wiodacych osrodkach naukowych
na $wiecie i dotyczg licznych punktow uchwytu, w tym modulatorow receptora kwasu
kwas N-metylo-D-asparaginianowego (NMDA), memantymy, aktywatorow Sirtuinyl,
agonistow /modulatoréw receptoréw dla sfingozyno 1 fosforanu (S1P) -(Fingolimodu,

Siponimodu), czynnikdéw wzrostu (Cummings, 2021; Plenn i Tonwley, 2022).
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Rycina 3. Schematyczne przedstawienie hipotezy kaskady amyloidowej
w patogenezie choroby Alzheimera.

Transkrypcja genu (APP) prowadzi do syntezy biatka prekursorowego amyloidu-p (APP) i nastepuje jego
przetwarzanie przez B-sekretaze 1 (BACEL) i kompleks y-sekretazy (sktadajacej si¢ z 4 podjednostek),
w tym PSEN1 (presenilina 1), PSEN2 (presenilina 2). Nastepuje uwalnianie peptydu amyloidu-p, w tym
patogennego AP42, ktory ulega zmianie konformacyjnej. Ap42 w wyniku agregacji tworzy oligomery
i protofibryle (>100 kDa), ktore sa neurotoksyczne i ostatecznie odktadaja si¢ w postaci blaszek starczych.
Zmodyfikowano wg Castellani i wsp., 2019.

Rola peptydow AP w rozwoju choroby Alzheimera

W rodzinnej chA zmiany genetyczne spowodowane mutacjami w genach
kodujacych biatko APP oraz enzymy zaangazowane w jego degradacje powoduja
zaburzenia uwalniania AP lub generuja peptydy AP, ktore sa bardziej podatne na
agregacj¢. W sporadycznej chA zaawansowany wiek 1 obecnos¢ genu kodujacego ApoE
(allelu ¢4 w homozygocie) moze mie¢ znaczacy wplyw na ryzyko rozwoju chA.
Wspolnym zjawiskiem w obu postaciach chA: rodzinnej i sporadycznej jest zmiana
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konformacyjna AP, co czyni je podatnymi na oligomeryzacj¢/ agregacje, poczatkowo
rozpuszczalnych oligomerdw, a nastgpnie wiokienek, ktére tworza rozproszone ptytki,

a na pozniejszym etapie plytki starcze, neurytyczne (Blennow i wsp., 2015).

AP jest peptydem o dlugosciach od 38 do 43 aminokwasow, ktorego 1-literowa
sekwencja aminokwasowa peptydu to DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSN
KGAIIGLM VGGVIAT. Powstaje po enzymatycznym rozszCzepieniu przez B- i y-
sekretazy, biatka prekursorowego amyloidu - biatka transblonowego typu 1 (APP)
ulegajacego ekspresji w réznych tkankach, zwlaszcza w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN) (Jakob-Roetne i Jacobsen, 2009). Poznanych zostato 8 izoform tego
biatka. W OUN stwierdza si¢ 3 formy, a najczgstsza izoforma neuronalna obejmuje 695
reszt aminokwasowych (Nalivaeva i wsp., 2014). Poza tym w mozgu wyst¢puja dwie inne
izoformy zawierajace 770 1 771 aminokwasow z pos$rod znanych i opisanych innych 8
izoform tego biatka. Funkcja fizjologiczna APP jest nadal niejasna. Jednak na podstawie
dotychczasowych badan, mozna przypuszczaé, ze moze APP moze odgrywac wazna role

w rozwoju mozgu, pamigci i plastycznosci synaps (Nalivaeva i wsp., 2014).

Metabolizm APP moze przebiega¢ dwoma roznymi szlakami (Ryc. 4).
W przypadku szlaku nie-amyloidogennego (dominujacego) APP jest najpierw
rozszczepiany przez a-sekretaze, dajac poczatek rozpuszczalnemu fragmentowi biatka
prekursora amyloidu-a (sAPPa) a nast¢pnie przez y-sekretaze, tworzac krotkie peptydy
APB17-40i42 (P3). W przypadku szlaku amyloidogennego, ktory wystepuje w mniejszym
stopniu w warunkach fizjologicznych, ale ulega aktywacji w procesie starzenia
1 roznych stanach patologicznych APP jest degradowany kolejno przez B-sekretazg
(BACE1) prowadzac do powstania rozpuszczalnego fragmentu biatka prekursora
amyloidu-p (sAPPp) i nastgpnie przez y-sekretaze, prowadzac do powstania peptydow
ABsea3 (glownie APi4042 ). Oba szlaki prowadza rowniez do powstania fragmentow
konca aminowego APP (sAPP) a lub B i1 fragmentéw zawierajacych C koniec z grupa
karboksylowa (CTF83 1lub CTF99), a nastgpnie do uwalniania domeny
wewnatrzkomorkowej APP (AICD) (Chow i wsp., 2010). Fragmenty te moga by¢
zaangazowane w sygnalizacje nukleotydowg (Nalivaeva i wsp., 2014). W zaleznos$ci od

doktadnej lokalizacji cigcia przez y-sekretazg, moze dochodzi¢ do uwolnienia peptydow
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o roznej dhugosci, od APi-3s do APi-43. Jednak najbardziej obficie uwalniany w mozgu
jest APi401 w mniejszym stopniu APi42. Uwaza si¢, ze AP40 jest gldéwnie uwalniany
w komorkach nieneuronalnych i w komoérkach srédbtonka naczyn mézgowych (Welander

I wsp., 2009).

Niedawno odkryto trzeci sposob rozszczepiania APP (Willem i wsp. 2015).
Badania pokazuja, ze APP moze by¢ rozszczepiany przez §-sekretaze i potencjalng n-
sekretaz¢ zwigzang z blong, metaloproteinaze macierzy btony typu 5, takg jak MTS5-
MMP, ktora kolokalizuje si¢ z blaszkami amyloidowymi w mézgu w chA (Garcia-
Gonzaélez i wsp., 2019). Przeprowadzone badania sugeruja, ze hamowanie BACE1 moze
powodowaé wzrost aktywnos$ci wymienionych innych sekretaz i moze spowodowac
dziatania niepozagdane pomimo zmniejszenia uwalniania AP na szlaku amyloidogennym

przez BACE] i y-sekretazg (Willem i wsp., 2015).

A Szlak amyloidogenny B Szlak nieamyloidogenny C Sciezka n-sekretazy
btona zewnetrzna
blona zewnetrzna bfona zewnetrzna <
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SAPPY sAPPa SAPPn
APP APP APP Ana
P3 n-secr
p-secr Ap — P-secr An-p
—_— — a-secr Qa-secr.
\y S — o g
resecoccscsAlocecesiABoeldiVe AB AB AB
e
‘\ y-SeCr
CTF-p i CTF-n
CTF-a
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btona wewnetrzna

btona wewnetrzna

blona wewnetrzna

Rycina 4. Schematyczne przedstawienie metabolizmu bialka APP na szlaku
amyloidogennym i nieamyloidogennym

Uwalnianie f-amyloidu (AB) w procesie metabolizmu biatka prekursora amyloidu (APP). Peptyd A jest
generowany z APP na szlaku amyloidogennym (A). Metabolizm APP na szlaku nieamyloidogennym (B,C).
Zmodyfikowano wg Fan i wsp. (2020).
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Peptydy AP sa produktem metabolizmu APP jak opisano powyzej i sg gtownie
wytwarzane wewnatrzkomorkowo w endosomach 1 uwalniane do przestrzeni
zewnatrzkomérkowej moézgu podczas aktywnoSci neuronalnej w  warunkach
fizjologicznych. Zwigkszone uwalnianie oligomeryzacja i agregacja wystepuje w chA
1 w réznych innych schorzeniach OUN, np. w niedokrwienu/ niedotlenieniu moézgu
(Zhang i wsp. 2011; Chen i wsp., 2017). Wysokie st¢zenia oligomerdéw peptydow AP sg
neurotoksyczne dla neuronéw, powoduja atrofie dendrytyczng i aksonalng, po ktorej
nastepuje degeneracja zakonczen synaptycznych i $§mier¢ neurondéw (Rajmohan i wsp.,
2017). Poziom oligomerow AP jest skorelowany z obnizeniem funkcji poznawczych
(Huber i wsp., 2018). Stwierdzono, ze oligomery AP hamuja in vivo diugotrwate
wzmochnienie synaptyczne (LTP) w modelach mysich chA (Mango i wsp., 2019). Ponadto
peptydy AP wplywaja na zwyrodnienie neurofibrylarne, ktére jest nasilone
u myszy transgenicznych z mutacja tau i APP (Lewis 1 wsp., 2001). Myszy transgeniczne,
ktére wykazuja wysoka ekspresje ludzkiego APP w mozgu, miewaja spontaniczne
napady drgawek, ktore moga by¢é spowodowane wzmocnionym hamowaniem
synaptycznym  GABA-ergicznym 1 obnizong plastycznos$cia ~ synaptyczng
prawdopodobnie wywotanymi oligomerami AP (Palop i wsp., 2007).

APP 1 AP znajduje si¢ rowniez w mitochondriach (Chen i wsp., 2010; Muirhead
1 wsp., 2010). Badania wykazaty, ze AP nie moze by¢ uwalniany lokalnie
w mitochondriach, dlatego musi by¢ pobrany przez organellum z innego miejsca
wewnatrz komorki. Wykazano, ze AP jest importowany do mitochondriow przez
kompleks translokazy btony zewng¢trznej (TOM) a nastgpnie nagromadzany
w grzebieniach mitochondrialnych (cristae) (Hanson-Peterson i wsp., 2008). AP jest
obecny w mitochondriach przed utworzeniem si¢ ptytki amyloidowej, co sugeruje, ze
obecno$¢ AP w tych organellach jest wczesnym zjawiskiem w patomechanizmie chA
(Chai wsp., 2012).

Hipoteza kaskady amyloidowej pozostaje aktualna dla rodzinnej postaci chA.
Niemniej jednak przypadki FAD stanowig tylko niewielki procent wszystkich osob
z chA, a hipoteza kaskady amyloidu nie wyjasnia w pelni przyczyn spontanicznej postaci

chA. Na przestrzeni lat sformutowano liczne inne hipotezy, np. dotyczacej zaburzen
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homeostazy wapnia (Bezprozvanny i Mattson, 2008), zmienionego metabolizmu
cholesterolu 1 fosfolipidow oraz sfingolipidéw (Stefani 1 Liguri, 2009) obejmujacego
zaburzong homeostazg pomi¢dzy S1P a ceramidem. Stwierdzono korelacje pomigdzy
obnizonym poziomem S1P a otegpieniem. Wykazano istotne zmiany ekspresji genow
zaangazowanych w regulacj¢ metabolizmu bioaktywnych sfingolipidow (Jesko 1 wsp.,
2019; Jesko 1 wsp., 2020). Ostatnio odzyla hipoteza sugerujaca, ze chA moze byc¢
wywotana przez rozne bakterie i wirusy (ltzhaki i wsp., 2016; Mastroeni i wsp., 2018;
Westman 1 wsp., 2017). Najnowsze badania wykazuja réwniez, ze infekcje
koronawirusami mogg prowadzi¢ do choréb neurodegeneracyjnych (Krey i wsp., 2021;
Gordon 1 wsp., 2021). Niestety zadna z przedstawianych hipotez nie wyjasnia w petni
etiologii i mechanizmu sporadycznej chA. Wobec powyzszego uwaza si¢, ze mogg istnie¢
inne mechanizmy molekularne i komodrkowe zaangazowane w patofizjologie
sporadycznej postaci chA. Zaproponowano kolejng hipoteze dotyczaca zaburzen
mitochondridow 1 wyjasniajagca zwigzek miedzy obecnoscia AP a dysfunkcja
mitochondriéw z uwzglednieniem interakcji pomiedzy AP a dehydrogenaza alkoholowa
(ABAD). Zademonstrowano w kolejnych badaniach, ze kompleks AB z ABAD prowadzi
do aktywacji stresu oksydacyjnego i moze by¢ w konsekwencji odpowiedzialny za
aktywacje kaskady kolejnych zaburzen (Lustbader i wsp. 2004). Stwierdzono, ze
cyklofilina D (Cyp-D), znajdujaca si¢ w mitochondriach jest kolejnym biatkiem
przypuszczalnie rowniez zaangazowanym w ten proces. Zablokowanie Cyp-D prowadzi
do zmniejszenia apoptozy indukowanej przez AP i1 wplywa na poprawe zdolnosci
poznawczych u myszy transgenicznych (Du i wsp., 2008). Badania nad znaczeniem
peptydow AP w rozwoju chA doprowadzity do sformutowania hipotezy mitochondrialnej

chA (Swerdlow i wsp., 2004; Swerdlow i wsp., 2010).
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Hipoteza mitochondrialna

Zaburzenia funkcji mitochondriéw w chorobie Alzheimera

Coraz wiecej badan wskazuje, ze uposledzenie funkcji mitochondriéw moze by¢
glownym patologicznym czynnikiem choréb neurodegeneracyjnych zwigzanych
z wiekiem (Stanga i wsp., 2020; Johnson i wsp., 2020). W 2004 roku Swerdlow i Khan
po raz pierwszy zaproponowali hipoteze¢ kaskady mitochondrialnej, aby wykazac¢, ze
dysfunkcja mitochondriéw jest gtownym zdarzeniem, ktore powoduje wszystkie zmiany
patologiczne w sporadycznej postaci chA o poéznym poczatku. Zaburzenia funkcji
mitochondridow miatyby leze¢ u podstaw nagromadzania si¢/ odkladania si¢ AP,
tworzenie NFT, $mieré neuronoéw 1 utrate potaczen synaptycznych i synaps (Swerdlow
i wsp., 2014; Swerdlow i Khan, 2004; Swerdlow i Khan, 2009). Natomiast uwalnianie
I agregacja peptydéow AP jest bardziej markerem starzenia si¢ mézgu niz poczatkowym

czynnikiem wywotujacym chorobe (Swerdlow i wsp., 2014).

Hipoteza mitochondrialna zaktada istnienie 1 wspotzaleznos$¢ trzech gtéwnych
zjawisk: Po pierwsze: dziedziczenie genéw definiuje podstawowa funkcje
mitochondrialng jednostki. Pod tym wzgledem zarowno matki, jak 1 ojcowie przyczyniaja
si¢ do ryzyka chA ich potomstwa, ale poniewaz mitochondrialne DNA (mtDNA) jest
dziedziczone przez matke, matki majg wigkszy udziat w tym zjawisku. Po drugie: tempo
zmian mitochondrialnych zwigzanych z wiekiem zalezy zaré6wno od czynnikow
dziedzicznych jak i Srodowiskowych. Obnizenie funkcji /wydajnosci mitochondriow
wplywa na wzrost populacji starzejacych si¢ fenotypow. Po trzecie: tempo zmian funkcji
mitochondriow u poszczegolnych oséb wptywa na chronologi¢ choroby Alzheimera

(Swerdlow i wsp., 2014).

Nagromadzenie uszkodzonych mitochondriow moze skutkowa¢ zaréwno
zmianami neuropatologicznymi, jak i1 odpowiadajagcymi im objawami klinicznymi
w chA. W przypadku tej hipotezy starzenie si¢ stanowi wiodacy czynnik ryzyka rozwoju
SAD a akumulacja AP jest wynikiem starzenia, a nie przyczyng zmian
neuropatologicznych (Swerdlow i wsp., 2010). Hipoteze te potwierdza powstawanie

blaszek starczych w wyniku nagromadzania si¢ ztogow A w mozgu starczym, ktoremu
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towarzyszy niedostateczny metabolizm energetyczny i zwigckszenie stresu oksydacyjnego
(Lejri 1 wsp., 2019), a takze nieprawidlowa morfologia i funkcja mitochondriow (Oliver
i Reddy, 2019). Zwigkszone uwalnianie nagromadzanie peptydéw AP obserwuje si¢
réwniez w wyniku urazéw moézgu, niedokrwienia oraz procesow zapalnych. Nalezy
zaznaczy¢, ze zaburzenia mitochondrialne nie sg rowniez charakterystyczne tylko dla chA

(Gorman i wsp., 2016).

W hipotezie kaskady mitochondrialnej chA stwierdza si¢, ze funkcja
mitochondriow jest genetycznie ustalona, natomiast nie odpowiada na pytanie jaki
czynnik, czy np. AP przyczynia si¢ do dysfunkcji mitochondridéw, czy jest konsekwencja
patologii chA. Hipoteza ta sugeruje, ze AP postrzegany jest jako marker starzenia si¢
mozgu a nie jako przyczyna chA (Swerdlow i wsp., 2010; Swerdlow
1 wsp., 2014). Wobec tego zaproponowano alternatywna/wtorng hipoteze kaskady
mitochondrialnej, ktora jest kompatybilna z pierwotng hipoteza kaskady amyloidowej,
sugerujac istotng rolg stanu funkcjonalnego mitochondriow w uwalnianiu, modyfikacji
i akumulacji A i biatka tau oraz w tworzeniu oligomeréw (Swerdlow, 2018). Hipoteza
ta zaktada, ze dysfunkcja mitochondriéw posredniczy w toksycznosci AB. Amyloid 3
z kolei moze posrednio lub bezposrednio wptywaé na dysfunkcje mitochondriow
(Swerdlow, 2018). Inne badania wskazuja na dysfunkcje mitochondridow wywotang przez
AP 1 patogenng role biatka tau oraz ich interakcje w tym réwniez z a-synukleing (Vacchi
i wsp., 2020; Eckert i wsp., 2010). Nadal dyskutowanym tematem jest, czy dysfunkcja
mitochondridéw moze prowadzi¢ do chA, czy odpowiednie zmiany konformacyjne A
moga nastepnie powodowaé dysfunkcje mitochondridow. Zatem zaburzenia
mitochondriow moze by¢ induktorem zwigkszonego uwalniania 1 oligomeryzacji AP
oraz nadmiernej fosforylacji biatka tau, podczas gdy A 1 ufosforylowane biatko tau moga
dalej zaostrza¢ dysfunkcje mitochondridow, powodujac w ten sposéb reakcje btednego

kota w chA (Ryc. 5).
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Rycina 5. Schematyczne przedstawienie hipotezy kaskady mitochondrialnej
w chorobie Alzheimera.

Pierwotna hipoteza kaskady mitochondrialnej jest niezgodna z hipoteza kaskady amyloidowe;.
Uposledzona funkcja mitochondriéw i zwigzane z nig zmiany bioenergetyczne zmieniajg homeostaze AP
i prowadza do akumulacji AB. Z kolei AR moze przyczynia¢ si¢ lub nie do rozwoju innych zmian
funkcjonalnych i patologii zwiagzanych z chA. Wtdérna hipoteza kaskady mitochondrialnej jest zgodna
z hipotezg kaskady amyloidu i moze posredniczyé w toksycznosci AP. Jak pokazano, AP moze
bezposrednio wprowadzaé rézne zmiany funkcjonalne i patologie zwigzane z chA oraz bezposrednio lub
posrednio powodowa¢ dysfunkcje¢ mitochondriow. Z kolei dysfunkcja mitochondriow wywotana przez A
moze dalej przyczynia¢ si¢ do lub inicjowa¢ dodatkowe zmiany funkcjonalne i patologie zwigzane
z chA. Zmodyfikowano wg Swerdlow (2018)

We wczesnych badaniach zaobserwowano rdézne typy nieprawidtowosci
mitochondrialnych w mozgach oraz w narzadach obwodowych pacjentow z chA
i w modelach zwierzgcych chA (Baloyannis i wsp., 2006; Hirai i wsp., 2001; Lustbader
i wsp., 2004; Mecocci i wsp., 1994; Sheng i wsp., 2012; Wang i wsp., 2014).
Doswiadczenia prowadzone na zwierzgcych modelach genetycznych chA wykazaty, ze
mitochondrialne deficyty bioenergetyczne wystepuja w bardzo mlodym wieku,
a dysfunkcja mitochondriow poprzedza typowe zmiany neuropatologiczne
w chA (Du i wsp., 2010; Yao i wsp. 2009).
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Kontynuujac omawianie zaburzen mitochondridow 1 ich znaczenia w chA nalezy
zwroci¢ uwage, ze te eukariotyczne organelle komorkowe otoczone s dwoma btonami,
odpowiednio zwanych zewnetrzng blong mitochondrialng (OMM) i wewngtrzng blong
mitochondrialng (IMM) (Y oulei van der Bliek, 2012). Mitochondria wyr6zniajg si¢ wsrod
organelli cytoplazmatycznych, gdyz posiadajg wlasny poétautonomiczny genom, zwany
mitochondrialnym DNA (mtDNA) (Reddy, 2008). MtDNA zawiera 37 genow,
z ktorych 22 koduje tRNA, 2 rRNA (Di Mauro i Schon, 2003). Pozostate 13 genow koduja
niezb¢dne komponenty komplekséw tancucha transportu elektronow (ETC). Siedem
z nich nalezy do kompleksu dehydrogenazy I, NADH: oksydoreduktazy ubichinonowej
(ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6), jeden do kompleksu Ill, ubichinol: c-
oksydoreduktazy zelazocyklochromowej, trzy do kompleksu IV, cyt C oksydazy (COX
I, COX Il'i COX IlI) i dwa do kompleksu V syntazy ATP i ATPazy. Pozostale biatka
mitochondrialne (okoto 1500), w tym wszystkie podjednostki kompleksu I, s3g kodowane
przez DNA jadrowe (nDNA) (Chinnery i Hudson, 2013).

Zaburzenia funkcji komplekséw oddechowych w chorobie Alzheimera

Whyniki  dotychczasowych badan wykazuja upos$ledzenie oddychania
mitochondrialnego, nadmierne wytwarzanie RFT, a takze zaburzenia potencjatu
blonowego i aktywnosci oksydazy cytochromu C w mitochondriach w zaawansowanej
postaci chA. Zmiany te stwierdzano w obszarach moézgu zwigzanych z funkcjami
poznawczymi, takich jak hipokamp 1 kora (Dragicevic i wsp., 2010). RFT powstaja
gléwnie w kompleksach oddechowych - 11 III ETC mitochondriéow, prowadzac w ten
sposob do powstania anionéw ponadtlenkowych (O%) i nadtlenku wodoru (H202). RFT
moga zaktocaé zdolnosci adaptacyjne neuronéw i powodowac utrate synaps (Oswald
1 wsp., 2018). Ze wzgledu na ograniczong aktywno$¢ glikolityczng neurondéw sg one
catkowicie zalezne od produkcji energii w mitochondriach. Neurony ustalajg potencjat

blonowy, syntetyzuja i1 wydzielaja neuroprzekazniki, utrzymujac w ten sposob
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wewnatrzkomorkowa homeostaze Ca®" i skutecznie przekazujac sygnaty neuronalne.
Badania wykazatly, ze enzymy ETC i TCA s3 znacznie obnizone (Butterfield i wsp.,
2006). W zwiazku z tym uposledzony mitochondrialny tancuch oddechowy dodatkowo
zaburza wydajno$¢ przenoszenia elektronéw, zwigksza poziom RFT i prowadzi do
uszkodzenia komorek. Rowniez mtDNA zlokalizowane w poblizu mitochondrialnego
tancucha oddechowego jest podatne na mutacje, co prowadzi do syntezy 1 zwigksza

poziom wadliwych bialek i RFT (Grimm i wsp., 2016).

Adav 1 wspoblpracownicy (2019) przy uzyciu analizy proteomicznej
zidentyfikowali 434 biatka mitochondrialne. W tym 208 biatek ulegalo zréznicowane;j
zmianie ekspresji u pacjentow z chA, ktore byly zwiazane z ETC i syntazag ATP,
a wiekszos$¢ byta komponentami kompleksu 1. Trzy biatka kompleksu I byty specyficznie
obnizone w mitochondriach probek autopsyjnych osobnikdw z chA o wczesnym
poczatku chA, w tym: podjednostki NDUFA4 (NDUFA4); (NDUFA9); (NDUFABL1).
Bialka te biorg udziat w stabilizacji kompleksu I (Stroud i wsp., 2013; Adav i wsp., 2019).
Obnizenie poziomu podjednostek oksydazy cytochromu ¢ (COX5A, COX5B COX7A2,
COX7A2L) 1 (CYCI) w modzgu o0séb z chA o pdéznym poczatku wykazywa¢ moze na
zubozone wytwarzanie energii, co jest kluczowa cecha biochemiczng postepu choroby.
Badania wskazuja, ze dysfunkcjonalne kompleksy mitochondrialne moga odgrywac
kluczowa role w patogenezie chA (Adav i wsp., 2019). W $wietle analiz proteomicznych,
nieprawidtowosci kompleksu 1 wigzaly si¢ z zaburzeniami biatka tau, natomiast
kompleksu IV z AB (Rhein i wsp., 2009). Podsumowujac stwierdzone zmiany w ekspresji
biatek tancucha ETC doprowadzaja do zaburzen energetycznych, obnizenia ATP,

wzrostu poziomu RFT i zaburzen homeostazy jonéw wapnia.

Badania z uzyciem modeli zwierzgcych i komorkowych sugeruja, ze zaréwno A,
jak 1 biatko tau majg bezposredni wptyw na dziatanie ETC. U potrdjnie transgenicznych
myszy 3xTg-AD (ludzkie geny APPSWE, TauP301L i PS1M146V) obserwuje sig
nieprawidlowos$ci w funkcjonowaniu mitochondriow na etapie embrionalnym oraz
u mtodych myszy na dtugo przed wzrostem poziomu peptydow B amyloidu (Yao i wsp.,
2009). W tym mysim modelu chA stwierdzono w izolowanych mitochondriach u 6

miesigcznych myszy, ze wiekszo$¢ podjednostek kompleksow I i IV jest obnizonych,
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a ekspresja kompleksow 1111 V jest z kolei podwyzszona (Chou i wsp., 2011). Do chwili
obecnej nie jest jasne, czy funkcjonalne i strukturalne zmiany w ETC obserwowane
w chA sa wynikiem pierwotnej zmiany mitochondrialnej, jak sugeruje hipoteza
mitochondrialna w chA (Swerdlow 1 wsp., 2010), czy tez konsekwencja dzialania biatek

o zmienionej konformacji, w tym A w mdzgu pacjentow z chA.

W chA, jak powiedziano powyzej nadmierne ufosforylowane bialtko tau oraz
peptydy AP hamuja funkcj¢ kompleksu I w ETC 1 powoduja wzrost poziomu rodnika
ponadtlenkowego. Peptydy AP hamujg ponadto funkcje kompleksu IV w ETC, jak
rowniez aktywuja kolejne uwalnianie si¢ rodnika ponadtlenkowego co w konsekwencji

moze prowadzi¢ do wzrostu stresu oksydacyjnego.

Stres oksydacyjny w dysfunkcji mitochondriow

W chA mitochondria odpowiadaja za ok 90% catej produkcji RFT oraz sg rowniez
celem uszkodzen oksydacyjnych (Wang i wsp., 2014). RFT sg wykorzystywane przez
komorki jako czgsteczki sygnalowe, ale w chorobie Alzheimera zachwiana zostaje $cista
roéwnowaga miedzy produkcja RFT a rozpadem i1 w efekcie doprowadzaja do licznych
zaburzen i uszkodzen makromolekut szlakéw przekaznictwa i jak wspomniano powyzej
do procesow neurozwyrodnieniowych. Stres oksydacyjny wystgpuje nie tylko
w neuronach oraz komdrkach glejowych, ale takze w komorkach narzadow obwodowych
1 moze poprzedza¢ tworzenie si¢ ptytek AP i1 wystapienie objawoéw chA (Butterfield
1wsp., 2002; Aluise i wsp., 2011; Yuiwsp., 2018). Stwierdzono, ze poziom biomarkerow
stresu oksydacyjnego jest skorelowany z uposledzeniem funkcji poznawczych i1 progresja
choroby od tagodnych zaburzen poznawczych (MCI) do chA (Ansari i Scheff, 2010).
Badania z zastosowaniem modeli eksperymentalnych chA oraz przeprowadzone na
materialne autopsyjnym pochodzacych od pacjentow z chA wykazaly silny zwigzek

miedzy stresem oksydacyjnym a zmianami mitochondridw. U transgenicznych myszy
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z nadekspresja ludzkiego APP (myszy Tg mAPP) stwierdzono wczesne i postepujace
gromadzenie si¢ peptydu AP w mitochondriach synaptycznych, ktére doprowadza do
dysfunkcji synaptycznej. Wykazano uszkodzong mitochondrialng aktywno$¢ oddechowa,
zwigkszong przejsciowa przepuszczalno§¢ poréw mitochondrialnych (mPTP) oraz

uposledzony transport aksonalny (Du i wsp., 2010).

RFT moga zwigksza¢ poziomy markeréw peroksydacji lipidéw, takich jak
substancje reagujgce z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) i 4-hydroksynonenal (4-
HNE), przyspieszajac w ten sposob uszkodzenie mozgu u pacjentow z chA (Butterfield
i wsp., 2002). Podobnie inne dane rowniez potwierdzity, ze RFT pochodzace
z mitochondriéw sg wystarczajacym wyzwalaczem do uwalniania si¢ Ap (Leuner i wsp.,
2012). Stwierdzono, ze zwigksza si¢ aktywno$¢ B-sekretazy przez AP, w wyniku
zwigkszonego poziomu RFT 1 moze przyspiesza¢ dysfunkcje mitochondriéow oraz
dodatkowo produkcje RFT, tym samym zwigkszajac produkcje AR w wyniku blednego
kota zaburzen metablicznych przyczyniajac si¢ do progresji SAD (Leuner i wsp., 2012).
Dodatkowo stres oksydacyjny wywotany oligomerem A4z upo$ledza metabolizm

glukozy, prowadzac do dysfunkcji synaptycznej i w ostateczno$ci do $mierci neuronéw

(Gordon i wsp., 2018).

Mitochondria podlegaja ciggtym zmianom ksztaltu, wielkosci 1 lokalizacji
w komoérce w zalezno$ci od zapotrzebowania na energi¢ lub stresu oksydacyjnego
1 metabolicznego w komorce (Friedman 1 Nunnari, 2014). Gloéwng funkcja
mitochondriéw jest fosforylacja oksydacyjna (OXPHOS), odbywajgca sie w IMM
w kompleksach oddechowych ETC, generujac potencjal wewnetrznej btony (mt¥'V),
ktory wykorzystywany jest przez kompleks syntazy ATP do syntezy ATP w celu
wspierania licznych funkcji komorkowych wymagajacych energii (Cogliati i wsp., 2021).
Ponadto w warunkach fizjologicznych mitochondria majg kluczowe znaczenie dla wielu
innych funkcji komorkowych, w tym dla utrzymania wewnatrzkomorkowego stezenia
jonow wapnia, zelaza, metabolizm kwasow tluszczowych i fosfolipidow, generowania
RFT dla sygnalizacji komorkowej. Mitochondria w warunkach zwigkszonego stresu
oksydacyjnego biorg rowniez udziat w aktywacji apoptozy poprzez zmiany

przepuszczalnosci bton uwalniajgc czynnik indukujacy apoptoze (ang. Apoptotic
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Inducing Factor, AIF) cytochromu C. Mitochondria biorg takze udziat
w aktywacji mitofagii, modyfikacji potencjatu redukcyjno-oksydacyjnego komorek (van
Giau i wsp., 2108; Jadiya i wsp., 2019; Wang i Youle, 2009; Wang J i wsp., 2005).
Mitochondria komunikuja si¢ z jadrem poprzez proces zwany sygnalizacja wsteczng (Liu

Z 1 wsp., 2006), ktory dostarcza informacji o stanie mitochondriow do jadra komorki.

Innym krytycznym czynnikiem patologii chA, ktéry zwigzany jest rOwniez ze
stresem oksydacyjnym i towarzyszy procesom neurodegeneracynym w chA jest stan
zapalny. Reakcje zapalne, aktywacja mikrogleju 1 astrocytow w OUN odgrywaja wazna
role w rozwoju chA (Czapski i Strosznajder, 2021; Bagyinszky i wsp., 2017; Latta
I wsp., 2015, Clayton i wsp., 2017). Komoérki mikrogleju s3 makrofagami specyficznymi
dla mozgu w OUN i stanowig 10-15% wszystkich komorek mdzgowych (Santos i wsp.,
2016). Komorki mikrogleju wykazuja wigksza aktywno$¢ u pacjentow z chA niz w grupie
kontrolnej (Fan i wsp., 2017). Dodatkowo obrazowanie in vivo pokazuje, ze aktywacja
mikrogleju poprzedza wystgpienie chA (Hamelin i wsp., 2016). W przeciwienstwie do
tego, aktywacja mikrogleju korelowala z hipometabolizmem glukozy u pacjentow z chA
(Fan 1 wsp., 2015), co sugeruje zwiazek migdzy aktywacja mikrogleju, a dysfunkcja
synaptyczng. Stezenie zagregowanych komorek mikrogleju w poblizu blaszek starczych
i neurondéw z NFT u pacjentow z chA jest zwykle 2—5 razy wyzsze niz u 0s6b zdrowych.
Czynniki zapalne, ktére sa indukowane przez mikroglej 1 kompleksy zgodnosci
tkankowej rowniez powoduja stan zapalny (McGeer i wsp., 2010). Ponadto badania in
vitro powigzaly zaburzenia Ap w chA z zapaleniem uktadu nerwowego. Wykazano, ze
AP wywiera synergistyczny wpltyw na indukowang przez cytokiny aktywacje mikrogleju
(Meda i wsp., 1995). Réwniez badania in vivo dotyczace toksycznosci AP, potwierdzity,
ze AP indukuje aktywacje mikrogleju (El Khoury 1 wsp., 1996; Weldon i wsp., 1998). AP
indukuje rowniez stres oksydacyjny w astrocytach poprzez aktywacj¢ oksydazy NADPH
(NOX), tym samym wytwarzajac przewlekle zapalenie uktadu nerwowego, wydzielajac
cytokiny prozapalne i dalej zaostrzajac uszkodzenia wywotane stresem oksydacyjnym

(Mostafa i wsp., 2016; Wang S i wsp., 2016).

Jednoczesnie AP moze indukowaé zwigkszong fragmentacj¢ lub nieprawidiows

fuzje mitochondriéw, utrat¢ potencjatu blonowego i1 uposledzong funkcje oddechowsg
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astrocytow (Sarkar 1 wsp., 2014). Ponadto, liczne badania pokazujg, ze w warunkach
zwigkszonego stresu oksydacyjnego po ekspozycji na neurotoksyczny glutaminian,
mitochondrialne biatko fuzyjne OPAI1, normalnie obecne w blonie wewngtrznej
mitochondriow, jest odprowadzane do cytozolu z jednoczesnym uwalnianiem
cytochromu C. Zdarzeniom tym towarzyszy fragmentacja mitochondriow i apoptoza
komorek HT22 (Sanderson i wsp., 2015a). Podobne przypadki uwalniania
mitochondrialnego OPAL i cytochromu C, a nastepnie apoptozy zaobserwowano
w pierwotnych szczurzych komorkach nerwowych w symulowanym modelu
niedokrwienno-reperfuzyjnego uszkodzenia niedotlenieniowego (Sanderson i wsp.,
2015b). Wyniki te, z co najmniej dwoch réznych modeli uszkodzenia neurondw sugeruja,
ze zwigkszony stres oksydacyjny jest zaangazowany w regulacje procesu fuzji
i rozszczepiania mitochondriow oraz §mierci komorek, chociaz szczegétowy mechanizm,
za pomocg ktorego zwigkszony stres oksydacyjny stymuluje uwalnianie OPA1

z mitochondriow, wymaga dalszych badan.

Podsumowujac: zaburzenia mitochondrialne moga by¢ wywotane zwigkszonym
stresem oksydacyjnym 1 stanem zapalnym, co przyczynia si¢ do akumulacji AP
i prowadzi do uszkodzenia struktury i funkcji neurondéw i synaps oraz astrocytéw

w tkankach mézgu, co odgrywa istotng role rola w patogenezie chA.

Stres oksydacyjny jest réwniez waznym parametrem dobrze opisanym
parametrem, ktory narasta wraz z wiekiem. Glowng cechg charakterystyczng jest
obnizony systemu obrony antyoksydacyjnej 1 uposledzonej aktywnosci mitochondrialne;j
fosforylacji oksydacyjnej (Grimm 1 Eckert, 2017). Potwierdza to zespdt badawczy
kierowany przez prof. Koji Fukui z japonskiego Shibaura Institute of Technology, ktory
wykazal Ze progresja chA jest zwigzana z oksydacyjnym uszkodzeniem mozgu, ktore
uposledza funkcje poznawcze u transgenicznych myszy
z chA w sposob zalezny od wieku (Yoshida 1 wsp., 2022). Objawia si¢ to zwigkszong
oksydacja DNA, a generalnie wraz z wiekiem oksydacja mtDNA kumuluje si¢ szybciej
niz oksydacja nDNA (Mecocci i wsp., 1994). Co wigcej, zwigkszone poziomy
oligomeréw AP, wytwarzanego w wyniku zwigkszonego stresu oksydacyjnego oraz

nitrozacyjnego powodujacego aktywacje syntazy tlenku azotu oraz NOX, a takze
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hamowanie ETC prowadzi do nadmiernej aktywacji polimerazy poli-ADP-rybozy
1 inicjuje zmian¢ przepuszczalnosci mitochondridéw, przyczyniajac si¢ do aktywacji
szlakow $mierci komorek (Strosznajder i wsp., 2012; Abeti 1 wsp., 2012). Nadmierng
aktywacje¢ PARP w chA potwierdzono w réznych badaniach z wykorzystaniem modeli
szczurzych 1 mysich, a takze linii komoérkowych pochodzacych od cztowieka
(Strosznajder i wsp., 2000: Turunc Bayrakdar i wsp., 2014). Ponadto, bezposrednie
podanie peptydu APi-42 do hipokampa szczura zwigkszylo stres oksydacyjny, wywotato
aktywacje PARP-1 i ostatecznie doprowadzito do apoptozy komoérek w hipokampie
i korze szczura. Z kolei wcze$niejsze badania wykazatly, ze PARP-1 chroni neurony przed
$miercig komorkowa pod wptywem tagodnego stresu oksydacyjnego, w wyniku udziatu
w mechanizmie naprawy DNA (Ke i wsp., 2019). W przypadku znaczacego uszkodzenia
DNA, PARP-1 jest nadmiernie aktywowany, co moze prowadzi¢ do wyczerpania NAD"
i ATP i ostatecznie do $mierci komoérek (Ponce i wsp., 2014; Hurtado-Bageés i wsp.,
2020).

Smieré komoérkowa, w ktorej posredniczcy PARP-1 jest zwigzana
z mitochondriami, w tym apoptoza zalezng od PAR i czynnika indukujacego apoptoze
(AIF) (Lapucci i wsp., 2011). W s$wietle coraz wigkszej liczby dowodow
potwierdzajacych udzial PARylacji w prawidlowych funkcjach neuronalnych, a takze
w neurodegeneracji (Narne i wsp., 2017) PARP-1 moze stanowi¢ interesujacy cel dla

nowych terapii chA.

Zaburzenia dynamiki mitochondriow w chorobie Alzheimera

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale r6zne ksztatty mitochondriow wynikaja
ze zdolno$ci mitochondriow do dzielenia sig¢, taczenia ze soba i poruszania si¢
w cytoplazmie (Chen i Chan, 2009). Procesy te nazywane sa tacznie dynamika
mitochondrialng 1 obejmujg w duzej mierze dwa unikalne, scisle kontrolowane procesy,

tj. rozszczepienie (podzial) 1 fuzje (Ryc. 6) (Youle 1 van Der Bliek, 2012; Oliver
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i Reddy, 2019). Oba te procesy majg kluczowe znaczenie w biologii mitochondriow
1 kontroli ich jako$ci (de Castro 1 wsp., 2010; Youle i van Der Bliek, 2012; Fu i wsp.,
2019).

Rozszczepienie mitochondriéw jest procesem, w ktéorym z mitochondriéw
macierzystych powstaja dwa mitochondria potomne. Proces ten rozpoczyna si¢ od
zwezenia IMM i jest koordynowane przez dwie klasy bialek regulatorowych. Obejmuja
one biatka cytozolowe, ktore przemieszczaja si¢ do mitochondriéw aby zainicjowaé
rozszczepienie, oraz mitochondrialne biatka blonowe, ktore wbudowuja czynniki
cytozolowe. Rozszczepienie mitochondridéw obejmuje gtownie dzialanie zwigzanego
z GTPaza biatka zwanego dynaming 1 (Drpl), ktore jest biatkiem wysoko
konserwowanym wystepujacym od drozdzy po ssaki (Bleazard i wsp., 1999; Smirnova
1 wsp., 2001). Drpl jest transportowany do zewngtrznej btony mitochondrialnej przez
roézne receptory biatkowe, w tym czynnik rozszczepienia mitochondriow (Mff), biatko
rozszczepienia mitochondriéw 1 (Fisl) i mitochondrialne biatko rozszczepienia 49/51
(MiD 49/51) (Loson i wsp., 2013). Zgodnie z ich rolg w rozszczepieniu mitochondriow,
utrata MFF, MiD49 i MIiD50 prowadzi do hiperfuzji mitochondrialnej
1 zaburzen rekrutacji Drp1 do mitochondriow (Otera i wsp., 2016; Osellame 1 wsp., 2016).
Drpl jest wazny dla podziatu, rozmiaru, ksztattu 1 dystrybucji mitochondriow. Wystepuje
w ciele komorki, w cytoplazmie, aksonach, dendrytach i1 zakonczeniach nerwowych.
Ponadto bialko Drpl ma kluczowe znaczenie dla zachowania réwnowagi dynamiki
mitochondridw, zarzadzania rozszczepieniem, mitofagia, a nawet ruchliwos$cig. Dziala
jednak gtownie jako czynnik rozszczepienia mitochondriow, wyzwalajac fragmentacje

mitochondriéw (Wenger i wsp, 2013).

Proces rozszczepienia mitochondriow moze promowaé dwa zdarzenia, mitofagie
lub biogenezg. Jesli rozszczepienie jest obwodowe, wyzwalana jest mitofagia, natomiast
jesli miejsce rozszczepienia znajduje si¢ w centrum mitochondrium, preferowana jest
biogeneza. W obu przypadkach zaangazowana maszyneria wymaga Drpl, jednak
w przypadku rozszczepienia obwodowego nastgpuje wzrost biatka Fisl, podczas gdy

w rozszczepieniu centralnym gromadzi si¢ Mff (Kleele 1 wsp., 2021).
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W przypadku fuzji mitochondriow u ssakow w gre wchodzi dziatanie mitofuzyny-
1 (Mfnl) i mitofuzyny-2 (Mfn2), ktére wigza zewnetrzne blony mitochondriow przez
hydroliz¢ guanozyno-5'-trifosforanu (GTP), podczas gdy biatko OPA1 (biatko 1 zaniku
nerwu wzrokowego) i kardiolipina (CL) utatwia fuzj¢ btony wewngtrznej (Ban i wsp.,
2018). Fuzja mitochondrialna jest podstawowym procesem replikacji mtDNA w celu
utrzymania odpowiedniej liczby kopii mtDNA, poprzez wymiane zawarto$ci macierzy
mitochondrialnych (Silva Ramos i wsp., 2019). Utrzymanie potencjatu btonowego IMM
jest niezbedne do fuzji mitochondrialnej (Ishihara i wsp., 2006). Biatko OPA1 oprocz
swojej funkcji w fuzji blon, ma réwniez zasadnicze znaczenie dla zachowania
prawidtowej struktury IMM (Frezza i wsp., 2006). W porcesie sktadania genu kodujacego
OPAl moze doj$¢ do syntezy zaréwno diugiej (L-OPAL), jak i krotkiej (S-OPAL)
izoformy OPA1 (Song i wsp., 2007).

Z kolei Mfn2 nie tylko zaangazowana jest w proces laczenia blon
mitochondrialnych, ale takze spetnia dodatkowe funkcje komodrkowe, takie jak tworzenie
I stabilizacja miejsca kontaktu mitochondrium-siateczka S$rodplazmatyczna (ER),
interakcja mitochondrion-lipid, proliferacja komorek, sygnalizacja metaboliczna i
mitofagia (Chen i wsp., 2014; Zorzano i wsp., 2015; Naon i wsp., 2016; Boutant i wsp.,
2017; McLelland i wsp., 2018). Podobnie jak rozszczepienie, fuzja mitochondrialna
umozliwia zmiany morfologiczne mitochondriow w celu spetnienia okreslonych
wymagan komorkowych. Komorki aktywne metabolicznie czgsto tworza sieci
mitochondrialne (Rafelski, 2013). Potaczone sieci mitochondrialne umozliwiaja wydajna
wymian¢ metabolitow, przenoszenie potencjalu  blony z  mitochondriow
w jednej czesci komorki do drugiej, zwiekszong produkcje ATP i zmniejszong produkcje
RFT. Ponadto fuzja zmniejsza transfer Ca?* z ER do mitochondrialne Ca?*, aby zapobiec
$mierci komoérek indukowanej przez Ca®* (Buck i wsp., 2016; Jung, 2018; Zhao i wsp.,
2017). Zarowno fuzja, jak i rozszczepienie mitochondriéw umozliwiaja mitochondriom
przystosowanie si¢ do ostrych zmian w dostepnosci sktadnikow odzywczych, co jest
wazne dla elastyczno$ci metabolicznej. Wiadomo, ze fuzja szczeg6élnie zwigksza

mitochondrialng produkcje ATP (Yao i wsp., 2019).
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Rycina 6. Schematyczne przedstawienie dynamiki mitochondriow.

A) Fuzja czyli taczenie si¢ mitochondriow jest regulowana przez specyficzne biatka Mfn1/2 i Opal, ktore
posredniczg w fuzji odpowiednio zewngtrznej i wewngtrznej blony mitochondrialnej. Mfnl/2 sg
zakotwiczone w zewngtrznej btonie mitochondriéw i oddziatujg ze soba tworzac trzon, ktory wbudowuje
si¢ miedzy lipidowa warstwe blony i ostatecznie przywraca jej cigglos¢. Po pomys$inym zwigzaniu i fuzji
OMM nastepuje fuzja IMM, w ktorej posredniczy biatko OPA1, co prowadzi do fuzji dwdch oddzielnych
mitochondriéw B) Podczas rozszczepienia Drpl jest rekrutowany z cytozolu do zewnetrznej btony
mitochondriow i oddziatuje z jego biatkami receptorowymi i Fisl, tworzac kompleks rozszczepienia
w blonie zewnetrznej. Drpl jest nastepnie oligomeryzowane we wiokna, ktore owijaja si¢ wokot
mitochondridow, prowadzac do zwezenia mitochondriow i sekwencyjnego oddzielania blony wewnetrznej
i zewngtrznej. Zmodyfikowano wg He i wsp. (2020)

W chA dysfunkcja mitochondrialna zwigzana jest z zakloceniem procesow
rozszczepienia i fuzji, ktora potwierdzona jest takze w ro6znych innych schorzeniach
neurodegeneracyjnych, w tym w chorobie Parkinsona (chP) i chorobie Huntingtona (chH)
(Carvalho i wsp., 2015; Bertholet i wsp., 2016; Stanga i wsp., 2020). Zaburzenie
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dynamiki mitochondriéow moze by¢ wewnetrznym czynnikiem etiologicznym, ktory
zapoczatkowuje lub zaostrza przebieg procesow patologicznych w chA. Rownowaga
migdzy rozszczepieniem a fuzja jest wazna nie tylko dla morfologii mitochondriéw, ale
takze dla zywotnosci komorki i aktywnos$ci synaptycznej. Zaktocenia w rozszczepieniu
/fuzji mitochondriow 1 ich ruchliwo$ci mogg prowadzi¢ do istotnych zmian
w neuronach. Liczne badania wskazuja, ze fuzja mitochondriow chroni neurony,
prowadzac do wymiany mitochondrialnego DNA, reorganizacji sieci mitochondrialnych
1 ochrony komorek przed apoptoza, podczas gdy rozszczepienie mitochondriow wydaje
si¢ by¢ oznaka ich fragmentacji i apoptozy. Nalezy jednak zauwazyC, ze proces
rozszczepienia /fuzji jest $ciSle powigzany z ruchliwoscia 1 rozmieszczeniem

mitochondriéw (Chen i Chan, 2009).

Nieprawidlowo$ci w rozszczepieniu i fuzji mitochondriow, a w konsekwencji
zmiany w morfologii mitochondriow, wplywaja na mobilnos¢ i dystrybucje tych organelli
(Chen i Chan, 2009). Dodatkowo, rozszczepienie i fuzja modulujg ksztatt mitochondriow,
topologie btony i dystrybucj¢ biatek wewnatrzmitochondrialnych, co dodatkowo wptywa
na przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej OMM i1 uwalnianie bialek

proapoptotycznych (Weaver i wsp., 2014; Renault i wsp., 2015).

Dysfunkcja mitochondriéw, ktora mozna przypisa¢ zaburzeniu aktywnosci Drpl,
charakteryzuje patologi¢ chA, zespotu Downa (DS), stwardnienia rozsianego (MS),
stwardnienie zanikowe boczne (ALS), chP i1 chH, rdzeniowy zanik mig¢$ni (SMA), zanik
rdzeniowo-moézdzkowy 1 (SCAL) i inne (Wang i wsp., 2008a, 2009b; Manczak i wsp.,
2011; Reddy i wsp., 2011; Hu i wsp., 2017).

Rozszczepienie mitochondriow 1 jego szkodliwe skutki sg wyraznie zilustrowane
w modelach komorkowych 1 zwierzecych z chA, a takze w neuronach piramidalnych
w mozgach pacjentow z chA (Trushina i wsp., 2012; Gan i wsp., 2014; Reddy i wsp.,
2018; Wang i wsp., 2008b; Wang i wsp., 2020; Jiang i wsp., 2019; Wang X i wsp., 2009a).
W modelach komoérkowych chA, nadekspresja biatka APP lub AP powoduje gleboka
fragmentacj¢ 1 zmieniong dystrybucje mitochondridow, oraz zaburzenia ultrastrukturalne
co prawdopodobnie wyzwala indukowane przez A zaburzenia synaptyczne w kulturach

neuronalnych (Trushina i wsp., 2012; Gan i wsp., 2014; Reddy i wsp., 2018; Wang i wsp.,
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2008; Wang X i wsp., 2009a, 2009b; Manczak i wsp., 2011). Fragmentacje
mitochondriow potwierdzono réwniezw hodowlach komérek neuronalnych uzyskanych
z transgenicznego (Tg2576) mysiego modelu chA, w ktorym gen i biatko Fisl ulegly
istotnej zwigkszonej ekspresji, natomiast ekspresja genu i poziom biatka Mfnl byty

obnizone (Calkins 1 wsp., 2011).

Podobnie badania wykazatly, ze wzrost A moze zwicksza¢ poziom uwalnianego
tlenku azotu (NO) w mozgu i aktywowac nieprawidiowg ekspresje neuronalnego Drpl,
co skutkuje zwigkszonym rozszczepieniem mitochondriow i uszkodzeniem neuronow
(Archer, 2013). Najwazniejszym genetycznym czynnikiem ryzyka okoto 90% SAD jest
ApoE4. W SAD ApoE4 moze obniza¢ poziom ekspresji bialek zwigzanych z dynamika
mitochondriow i ETC (Yiniwsp., 2020). W hipokampie u myszy transgenicznych ApoE4
ekspresja Mfnl, Mfn2 i Drpl jest zmniejszona (Simonovitch i wsp., 2019). Podobnie,
defekty dynamiki mitochondriéw zostaty zaobserwowane w r6znych mysich modelach
chA z nadekspresjg biatka Tau (Schulz i wsp., 2012) Badania demonstruja, ze nie tylko
peptydy AP, ale rowniez ufosforylowane biatko tau powoduje zmiany dynamiki i funkcji
mitochondriow (David i wsp., 2005; Li i wsp., 2016; Kandimalla i wsp., 2018).
W tkankach mézgu réznych mysich modeli z chA z transfekcja APP, APP/PS1 1 3xTg,
wigzanie Drpl z nadmiernie ufosforylowanym bialkiem Tau jest wzmocnione, tym
samym pogarszajac dysfunkcje mitochondriow i uszkodzenia synaptyczne (Manczak
i Reddy, 2012).

Zmniejszone poziomy biatek fuzyjnych, wraz ze zwigkszonym poziomem biatek
powodujacych rozszczepienie mitochondridw, stwierdzono w modzgach pacjentow
z chA i modelach z chA, co sugeruje, Ze prawdopodobnie wigze si¢ to z zaburzeniem fuzji
lub wzmocnionym rozszczepieniem (Wang X i wsp., 2009; Manczak i wsp., 2011).
Zjawiska te obserwowano w zaawansowanych stanach chA, natomiast bardzo mato
wiadomo na temat dynamiki mitochondrialnej we wczesnych etapach w procesie rozwoju
chA w roéznych cze$ciach mozgu. Doglebne poznanie tych proceséw mogloby umozliwic¢
modulowanie ekspresji i aktywno$ci biatek fuzji /rozszczepienia a to mogtoby mie¢

wplyw na funkcje mitochondridow krytyczng dla zdrowia 1 Zywotno$ci komorek, na takie
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procesy jak OXPHOS 1 przepuszczalnos¢ btony, w tym takze na apoptotyczng $mieré

komorki.

Zwigkszona produkcja mitochondrialnych RFT, wuposledzona funkcja
mitochondriéw 1 apoptoza sg zwigzane z nadmiernym rozszczepieniem mitochondriow
1 nieprawidtowosciami strukturalnymi mitochondriow (Pefia-Blanco wsp., 2021). Biorac
pod uwage krytycznag rol¢ dynamiki mitochondriow, wszelkie defekty mechanizmu
rozszczepienia mogg mie¢ druzgocacy wptyw na homeostaze redoks, wytwarzanie

energii i funkcje mitochondridw.

W przypadku powaznych uszkodzen w wyniku nadmiernego rozszczepienia
mitochondriéw, sg one segregowane i dostarczane do lizosoméw w celu strawienia na
drodze mitofagii, ktora umozliwia komérkom kontrole jakosci i funkeji mitochondriow
(Jetto 1 wsp., 2022). Nalezy tez podkresli¢, ze proces mitofagii jest zwickszony
w mozgu jak i w komorkach obwodowych u pacjentéw z chA na poczatkowym etapie
choroby, co umozliwia prawidlowy przebieg biogenezy we wczesnych stadiach chA
(Jetto 1 wsp., 2022). Natomiast procesy te w miar¢ progresji choroby ulegaja istotnym

zaburzeniom.

Biogeneza mitochondrialna w chorobie Alzheimera

Biogeneza mitochondriow to proces, w ktorym mitochondria zwigkszaja si¢ pod
wzgledem liczby i rozmiaru, ktory wymaga skoordynowanej syntezy biatek kodowanych
przez nDNA Iub mtDNA. Stata odnowa mitochondriow ma kluczowe znaczenie dla
utrzymania liczby zdrowych mitochondriow (Li i wsp., 2017). Jednym
z waznych czynnikow biogenezy mitochondrialnej jest koaktywator gamma 1
aktywowanego proliferatorem peroksysoméw (PGC-1), koaktywator transkrypcji, ktory
kontroluje okreslone czynniki transkrypcji, sekwencyjnie, koordynujgc ekspresje

kluczowych genéw mitochondrialnych kodowanych w jadrze komorkowym. PGC-1a
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koaktywuje transkrypcj¢ jadrowego czynnika oddechowego 1 (NRF1), ktéry moze
regulowac¢ transkrypcje mitochondrialnego regulatora transkrypcji A (TFAM) (Palikaras
I Tavernarakis, 2014). Ponadto PGC-1a i receptor alfa zwigzany z estrogenem (ERRa)
razem stymuluja funkcje Mfn2 w celu ulatwienia procesu fuzji (Soriano i wsp., 2006).
Dodatkowo aktywnos$¢ PGC-la reaguje na wiele bodzcow, w tym migdzy innymi
dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych, Ca®*, RFT, insuling, hormon estrogenowy,
niedotlenienie, zapotrzebowanie na ATP i cytokiny (Huang i wsp., 2020). W réznych
tkankach aktywnos$¢ PGC-la jest regulowana przez acetylacje poprzez kluczowy
mechanizm, ktory dziata jako czujnik stanu energetycznego w komorkach. Sirtuina 1
(SIRT1) jest deacetylazg histonowa zlokalizowang w jadrze komorkwym, ktora
odpowiada na zmiane stosunku NAD*/NADH (Tang, 2016). W sytuacjach niskiego stanu
energetycznego wzrost NAD* /NADH wyzwala aktywacje SIRT1 i aktywuje PGC-1a
poprzez jego deacetylacje (Rodgers 1 wsp., 2005). Ekspresja PGC-la jest znacznie
zwigkszona w tkankach o wysokim zapotrzebowaniu na energi¢; np. mdzg, migsien
sercowy oraz mig$nie szkieletowe (Martinez-Redondo i wsp., 2015). Po aktywacji, PGC-
la indukuje czynniki transkrypcyjne, ktére kontroluja biogenez¢ mitochondrialng
1 fosforylacje oksydacyjna (Yoon i wsp., 2001). Oprocz PGC-1a, inni cztonkowie rodziny
koaktywatorow PGC-1, np. PGC-1p sa rowniez zaangazowani w modulowanie funkcji

mitochondriéw (Scarpulla, 2008; Lu i wsp., 2020).

Jedna z wazniejszych funkcji jaka pelni PGCl-a jest rowniez regulacja
mechanizmow obrony antyoksydacyjnej w komdrkach. PGC-1-a zwigksza m. in. poziom
manganowej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD/SOD2) oraz innych waznych
enzymow antyksydacyjnych, a tym samym chroni komorki przed dysfunkcja
mitochondriow, zapobiegajac uszkodzeniom oksydacyjnym (Rius-Pérez i wsp., 2020). W
zwigzku z tym brak PGC-la jest zwigzany z wigksza podatno$cia na uszkodzenia

oksydacyjne u myszy (Lin i wsp., 2004).

Ekspresja PGC-1a jest ujemnie skorelowana z poziomem odktadania si¢ AP
1 wskazuje, ze AP moze hamowac biogenez¢ mitochondriow, co potwierdzily badania in
vitro na neuronach hipokampa myszy z chA (Tg2576) (Porcellotti i wsp., 2015).

Dodatkowo wykazano, ze poziom PGC-1a wyraznie spada w korelacji ze zmniejszong
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funkcjonalnoscig mitochondriow 1 amyloidogennym przetwarzaniem biatka APP
u myszy Tg2576 AD i APP/PS1 (Qin i wsp., 2009; Dong i wsp., 2020). Coraz wigcej
dowodow postuluje, ze uposledzenie szlaku zaleznego od PGC-1a moze by¢ zwigzane
Z wczesng utrata wzmocnienia synaptycznego w obszarach moézgu pacjentéw z chA,
takich jak hipokamp i kora mézgowa (Cheng i wsp., 2012 ; Bartley i wsp., 2015; Dong
i wsp., 2020; Singulani i wsp., 2020). Badania na myszach z niedoborem PGC-la
wykazywaty zmieniong dynamik¢ mitochondriéw, w tym fragmentacj¢ mitochondriow
i nieprawidlowe wydluzenie, a takze defekty w mitochondrialnych biatkach
fuzyjnych/rozszczepieniowych, takich jak Mfnl i Drpl (Uittenbogaard i Chiaramello,
2014; Dabrowska i wsp., 2015; Zhang i wsp., 2020). Obnizone poziomy PGC-la,
i Mfn2 odnotowano w chA (Qin i wsp., 2009; Wang i wsp., 2009a) oraz w komdrkach
M17 z nadekspresja APP z mutacja szwedzka powodujaca zwickszong aktywnos$¢ B
sekretazy w chA (APPswe) (Haass i wsp., 1995; Sheng i wsp., 2012). Zahamowanie Mfn2
powoduje zmniejszenie zuzycia tlenu, utleniania glukozy i obnizenie potencjatu btony
mitochondrialnej (AWm) oraz wzrost ekspresji  biatek  biorgcych udziat
w fosforylacji oksydacyjnej (Chen i wsp., 2005). Ponadto w kilku modelach neuronalnej
oksycznos$ci AP 1 u pacjentéw z umiarkowanym i ci¢zkim otgpieniem, zaobserwowano,
ze obnizenie poziomu PGC-la, co moze mie¢ kluczowe znaczenie
w patogenezie chA (Qin i wsp., 2009; Pedrds i wsp., 2014; Bartley i wsp., 2015; Dong
I wsp., 2020; Terada i wsp., 2020).

Majac na uwadze omdéwione dotychczasowe badania patomechanizmu chA, nadal
pozostaja nie w pelni wyjasnione mechanizmy molekularne dziatania oligomerow

peptydow ABO w chA.
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CELE PRACY

Celem pracy byto: zbadanie ekspresji genéw kodujacych bialka antyoksydacyjne,
bialka transportu elektronow, bialka regulujace fuzj¢/podzial i biogeneze
mitochondriow oraz ocena poziomu wybranych bialek mitochonrialnych

w doswiadczalnych modelach choroby Alzheimera.

Cel zostat zrealizowany poprzez wykonanie nastepujacych zadan szczegétowych, ktdre

obejmowaty:

. Wplyw oligomerow peptydu ABO142 na poziom wolnych rodnikow,
aktywnos¢ PARP, ekspresje gendw kodujacych biatka antyoksydacyjne
i biatka regulujace dynamike oraz funkcje¢ mitochondriow w komorkach
PC12,

. Zbadanie wptywu APBOz-42 i inhibitora PARP-1 na ekspresje genéw bialtek
tancucha transportu elektronow i bialek odpowiedzialnych za fuzje /podziat
i biogeneze¢ mitochondriéw w komorkach PC12,

. Zbadanie dziatania oligomeré6w APi42 na zywotnos¢ komorek, poziom
wolnych  rodnikow oraz transkrypcje gendéw  kodujacych biatka
mitochondrialne w komorkach neuronalnych (SH-SY5Y) i glejowych (BV2),

. Zbadanie aktywnosci cytochromu C oksydazy, enzymu IV kompleksu
tancucha transportu elektronow (ETC) w komdrkach neuronalnych (SH-
SY5Y) i glejowych (BV2) poddanych dziataniu APi1-42 0raz w mysim modelu
choroby Alzheimera

. Badanie ekspresji genéw na poziomie mRNA i biatek antyoksydacyjnych,
regulujacych funkcje oraz dynamike i biogeneze mitochondriow w korze
mozgu w mysim modelu choroby Alzheimera.

. Ocen¢ immunoreaktywnosci wybranych bialek w mysim modelu choroby

Alzheimera
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MATERIALY I METODY

Komodrkowe modele badawcze

Linia szczurzych komorek pheochromocytoma — PC12

Badania in vitro w niniejszej pracy prowadzono na komoérkach szczurzego guza
chromochlonnego rdzenia nadnerczy (tac. Pheochromocytoma, PC12). Hodowle
pozyskano z Zakladu Farmakologii Biocentrum Uniwersytetu we Frankfurcie nad
Menem w Niemczech. Linia ta jest rutynowo uzywana w badaniach nad molekularnymi
zmianami mechanizmow doprowadzajacych do neurodegeneracji. Wynika to z ich
neuroektodermalnego pochodzenia, jak réwniez zdolnosci do fenotypowego
réznicowania si¢ w kierunku komoérek nerwowych. Komoérki PC12 posiadaja cechy
komdrek dopaminergicznych; wykazuja ekspresj¢ transporter dopaminy (DAT) oraz

hydroksylazy tyrozynowej (TH), jak rowniez syntetyzuja i uwalniajg dopaming.

Ludzka linia komérkowa SH-SY5Y

Komoérkowy model doswiadczalny stanowita réwniez ludzka linia komoérkowa
neuroblastoma SH-SY5Y - nerwiak ptodowy wspotczulny, wywodzacy si¢ z komorek
cewy nerwowej. Komoérki SH-SY5Y stanowig jednorodng lini¢ komdrkowa o fenotypie
neuronalnym (Xie i wsp., 2010). Linia ta jest trzykrotnym klonem linii komdrkowej
neuroblastoma SK-N-SH, ktora zostala wyizolowana w 1970 roku z materialu
biopsyjnego pochodzacego ze szpiku kostnego 4-letniego pacjenta z nerwiakiem
ptodowym (Biedler i wsp., 1973). We wczesnych latach osiemdziesiatych zyskata ona
szerokie zastosowanie ze wzglegdu na wiele funkcjonalnych i1 biochemicznych
wlasciwosci neuronow. Komorki SH-SYSY sg szeroko stosowane w do§wiadczeniach in
vitro nad molekularnymi mechanizmami prowadzacymi do przezycia lub $mierci
komorek nerwowych, ze szczegblnym uwzglednieniem zmian molekularnych

obserwowanych w chP, ale rowniez w chA. Linia SH-SY5Y wykazuje szereg cech
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znamiennych dla neurondéw dopaminergicznych (Oyarce i Fleming, 1991). Ponadto
komorki te wykazujg ekspresje receptorow opioidowychi muskarynowych oraz
receptoréw dla neuronalnych czynnikéw wzrostu (Ciccarone i wsp., 1989).W obecnosci
niektorych zwigzkoéw farmakologicznych linia komérkowa SH-SY5Y przybiera bardziej
wyrazisty fenotyp neurondéw dopaminergicznych, lub ulega zroéznicowaniu do
pierwotnych neuronéw $srodmoézgowia. Komoérki SH-SYSY, w zaleznosci od
zastosowanych zwigzkow, moga by¢ tez roznicowane w kierunku neuronoéw o fenotypie
adrenergicznym lub cholinergicznym. Traktowanie komérek SH-SY5Y estrami forbolu
inicjuje ich réznicowanie w kierunku fenotypu adrenergicznego, natomiast inkubacja
z kwasem retinowym (RA) w kierunku fenotypu cholinergicznego (Pahlman i wsp., 1984;
Adem i wsp., 1987). Niektore zwigzki, takie jak RA, nadaja komorkom SH-SY5Y
tolerancj¢ na zwigzki toksyczne m.in. przez aktywacje pro-zyciowej kinazy biatkowej B
(Akt), wzrost ekspresji anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 i jednoczesne obnizenie

ekspresji pro-apoptotycznego biatka p53 (Cheung i wsp. 2009).

Unie$miertelnione mysie komorki mikrogleju —BV?2

Mysie komorki mikrogleju BV2 otrzymane w darze od prof. R. Donato
(Departament Medycyny Doswiadczalnej i Nauk Biochemicznych, Uniwersytet Perugia).
Komorki mikrogleju uniesmiertelniono po zakazeniu rekombinowanym retrowirusem v-
raf/v-myc. Uniesmiertelniona linia komorek BV2 wykazuje takie same wlasciwosci jak
makrofagi w odniesieniu do profilu antygenowego, ich zdolno$ci fagocytarnej i
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej. (Bocchini i wsp., 1992). Podobnie jak inne
komorki mikroglejowe, komoérki BV2 mogg by¢ aktywowane do wuwalniania
prozapalnych cytokin przez stres oksydacyjny lub czynniki zapalne, dlatego linia
komorkowa BV2 jest szeroko stosowana jako alternatywny uktad modelowy dla

pierwotnego mikrogleju w badaniach in vitro aktywowanych komorek mikrogleju.
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Zwierzecy model badawczy

Do badan in vivo na zwierzetach uzyto samice myszy szczepu FVB-Tg (APP
LD2/B6). Myszy te charakteryzuja si¢ zaburzeniami procesu proteolizy APP oraz
zwigkszonym st¢zeniem i akumulacja Ap w moézgu oraz stopniowo postepujacymi
zaburzeniami behawioralnymi widocznymi od 8 tygodnia zycia jak opisano ostatnio
(Jesko i wsp., 2019; Jesko i wsp., 2020) oraz wczesniej (Moechars i wsp., 1999; Van
Dorpe i wsp., 2000). U badanych myszy wystepuje tzw. mutacja londynska w genie APP
w okolicach cigcia przez y-sekretaze, gdzie aminokwas walina (Val) jest zastapiony przez
izoleucyne  (Ile) w  pozycji 717  (ValAPPlle). Zwierzeta  uzyskano
z hodowli prowadzonej w zwierzgtarni IMDiK PAN. Na przeprowadzenie do§wiadczen
uzyskano zgode IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach
w Warszawie (uchwala nr. 67/2015) oraz zgode Ministra Srodowiska (nr. 139 z dnia

22.8.2016r.) na zamknigte uzycie organizmoéw genetycznie zmodyfikowanych.

Myszy szczepu FVB z mutacjag genu APP (FVB/APP+) pochodzace z 3 grup
wiekowych (oznaczone na rycinach jako 3M, 6M, 12M - myszy 3-, 6- i 12-miesi¢czne).
Kontrole dla myszy APP+ stanowily myszy bez transgenu (APP-). Po przeprowadzonych
doswiadczeniach myszy usmiercano, a kor¢ moézgu myszy pobierano na lodzie do
dalszych badan. Ten model mysi charakteryzuje si¢ zwigkszonym poziomem ekspresji

APP i uwalnianiem A, co przedstawi wykres 1.
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Wykres 1. Analiza immunoreaktywnos$ci bialkka APP w korze mézgu myszy
transgenicznych

Immunoreaktywno$¢ biatka APP w korze mozgu myszy transgenicznych FVB 3 M (A) i 12 M (B), badano
metoda western blot. Wykresy przedstawiaja wyniki analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem
GAPDH. Wyniki stanowig $rednig arytmetyczna z 3 niezaleznych do§wiadczen £SEM. Obok wykresow
zamieszczono przykladowe wyniki western blot. Do oceny statystycznej zastosowano test t-Studenta,
**<0,01 — réznica istotna statystycznie.

66



Materiaty i metody Sylwia Zulinska

Warunki hodowli i traktowanie komoérek PC12 i SH-SY5Y oraz BV2

Przygotowanie oligomeréw peptydu AB1-42

Oligomery APO1-42 przygotowano wedtug metody opisanej przez (Stine 1 wsp.,
2003). Peptyd AB1-42 (rPeptide) rozpuszczono w bezwodnym DMSO. Nastepnie, peptyd
o stezeniu 5SmM rozcienczono w pozywce hodowlanej o temperaturze 4-8°C (Phenol Red-
free Ham’s F-12) do koncowego stezenia 100uM. Po 30 sek. worteksowania, AP1-42
inkubowano w temperaturze 4°C przez 24-godz. Sita jonowa i neutralne pH w 4 °C daja

oligomery o matych rozmiarach.

Hodowla komorek

Komorki PC12 hodowane byty w standardowej pozywce DMEM (ang. Dulbecco
Modified Eagle Medium, Merck) z dodatkiem inaktywowanych w 56 °C surowic: 10%
ptodowej surowicy cielecej (FBS) oraz 5% surowicy konskiej (HS), 2 mM L-glutaminy,
penicyliny (50 jednostek/ml) oraz streptomycyny (50 ug/ml).

Nieroznicowane komorki SH-SYS5Y  (Sigma-Aldrich) hodowane byly
w mieszaninie mediow Minimum Essential Medium Eagle/Nutrient Mixture F-12 Ham
(MEM/F12 Ham, w proporcji 1:1, Sigma Aldrich) z dodatkiem 15% FBS, inaktywowanej
w 56°C, 2 mM L-glutaminy, mieszaniny aminokwasow (Sigma Aldrich) oraz

antybiotykow: penicyliny (50 jednostek/ml) oraz streptomycyny (50 pg/ml).

Komoérki BV2 hodowano w pozywce RPMI uzupetionym inaktywowanym
termicznie 5% FBS, 2 mM L-glutamina, penicyling (50 jednostek/ml), streptomycyna (50
pg/ml) w atmosferze 5% CO2 w 37 °C.
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Traktowanie komorek

Do momentu rozpoczecia eksperymentu wszystki komoérki pasazowano co 3-4
dni. Przy pasazowaniu komorek stosowano 0,25% roztwor trypsyny z 0,02% EDTA
(Merck). W 24 godz. po wysianiu komoérek, medium hodowlane wymieniano na pozywke
zZ obnizong zawarto$cig surowicy (2% FBS, 2 mM glutamina, penicylina (50
jednostek/ml) oraz streptomycyna (50 pg/ml)) lub roztwér Hanks’a (ang. Hanks'
balanced salt solution - HBSS) (CaCl2 - 0,185 g/l, MgSO4 — 0,09767 g/l, KCI - 0,4 g/l,
KH2PO4 — 0,06 g/l, NaHCOs — 0,35 g/l, NaCl — 8,0 g/l, Na2HPO4 — 0,04788 g/l, D-
Glukoza—1,0 g/l). Nastgpnie komorki traktowano A i inkubowano przez okreslony czas
w 37 °C.

Hodowle prowadzono w sterylnych jednorazowych plastikowych szalkach
w inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze nasyconej parg wodng i zawierajacej
5% COz2. Bank komorek przechowywano w ciektym azocie, w pozywce o skladzie: FBS
(50%), DMEM (40%) oraz DMSO (10%).

Morfologi¢ komoérek w trakcie hodowli, a nastgpnie po podaniu badanych

zwigzkdéw chemicznych, obserwowano w mikroskopie swietlnym Olympus CKX41.

Komorki do analizy poziomu mRNA wysiewano z gestoscia: 1-1,5 x 106 na szalki
o srednicy 10 cm lub 1 x 106 komorek na szalki o Srednicy 6 cm. Nastgpnego dnia
pozywke wymieniano na pozywke Neurobasal z dodatkiem suplementu B27 (Thermo
Fisher Scientific Inc.) i dodawano badane oligomery (ABO1.s2 1uM) dla komorek SH-
SY5Y i BV2 oraz (APO1-42 1uM oraz PJ-34 20uM) dla komoérek PC12. Badany zwigzek
rozpuszczano w wodzie. Nast¢pnie komorki inkubowano ze zwigzkiem i oligomerami
przez 24 godz. Po 24 godz. komorki przeptukiwano dwukrotnie buforem PBS o temp. 4-

8°C 1 nastepnie zawieszano w 1ml odczynnika TRI-reagent.

Do hamowania aktywnosci PARP-1 uzyto wodnego roztworu PJ34 (>98%,
C17H17N302-HCI-x H20 Chlorowodorek N-(6-0kso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)-
(N,N-dimetylamino) acetamidu, Sigma). Zwigzek ten jest silnym, specyficznym
inhibitorem polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP; Ki=20nM).
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Metody spektrofotometryczne

Oznaczanie zawartos$ci bialka w ekstrakcie komorkowym

Zawarto$¢ biatka w ekstraktach komorkowych oznaczano metoda Bradforda

(Bradford, 1976).

Analiza przezywalnosci komorek za pomocg testu MTT

Przezywalno$¢ traktowanych komorek badano w oparciu o zachodzaca
w aktywnych metabolicznie komorkach reakcje przeksztalcenia soli tetrazoliowych
(bromek  3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego -  MTT)
o zabarwieniu zoltym do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu o zabarwieniu
fioletowym. Otrzymane krysztaly sa rozpuszczalne w DMSO. Liczba zywych komorek
w badanym materiale jest wprost proporcjonalna do intensywnos$ci zabarwienia
otrzymanego roztworu, co pozwala na specyficzng analize przezywalnosci komorek
(Berridge i wsp., 2005). Dehydrogenaza bursztynianowa NADH-zalezna jest enzymem
mitochondrialnym, aktywnym tylko w Zywych metabolicznie komoérkach, co pozwala na
szybkie okreslenia wplywu badanego czynnika na zywotno$¢ badanych linii

komaorkowych.

Komodrki PC12, SH-SY5Y, BV-2 wysiewano na szalki 96-dotkowe pokryte
kolagenem. Nastgpnego dnia medium hodowlane wymieniano na pozywke¢ z obnizong
zawartoscig surowicy (2% FBS) 1 dodawano odpowiednio badane zwiazki. Po 24 1 96
godz. inkubacji dla kom PC12 i 24 godz. inkubacji dla komorek SH-SY5Y i BV2 do
pozywki dodawano MTT (0,25 mg/ml) i inkubowano przez 2 godz. W temperaturze
37°C. Nastepnie usuwano pozywke, a powstale fioletowe krysztatki formaonu
rozpuszczano w DMSO. Absorbancje mierzono przy uzyciu spektrofluorymetru
FLUOstar Omega (BMG LABTECH) przy diugosci fali A = 595 nm. Intensywno$¢
fioletowej barwy jest proporcionalna do ilosci zywych i aktywnych metabolicznie

komorek.
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Ocena aktywnosci enzymatycznej kompleksu IV mitochondrialnego lancucha
oddechowegow komdrkach SH-SY5Y i BV2 oraz w materiale zwierzecym

Aktywnos$¢ oksydazy cytochromu C (COX) w lizacie komoérkowym lub
w homogenacie z kory mézgu byta zmierzona wedtug Spinazzi i wsp. (2012). Komorki
(okoto 5 x 106) zebrano, przeptukano trzykrotnie PBS, a osad komérkowy zamrozono w
ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu analizy. Osad komdrek
i kor¢ mézgu homogenzowano w 0,4 ml 20 mM buforu fosforanowego (pH 7,5).
Nastepnie lizat komorkowy trzykrotnie zamrozono, a nastgpnie rozmrozono. Redukcje
Cytochrom C przeprowadzano przez inkubacje w obecnosci 0,5 mM DTT przez 20 min.
w temperaturze pokojowej w ciemnosci. Skuteczno$¢ redukcji cytochromu C sprawdzano
obliczajac stosunek absorbancji 550 nm/ 565 nm (stosunek > 6 wskazuje skuteczng
redukcj¢). Aby zmierzy¢ aktywno$é oksydazy cytochromu C, 40 pl homogenatu
inkubowano z 25 uM zredukowanego cytochromu C w 25 mM buforze fosforanowym o
pH 7,0 w temperaturze pokojowej. Spadek absorbancji przy 550 nm mierzono w ciggu 3
minut. Wspotczynnik ekstynkcji dla zredukowanego cytochromu C wynosi 18,5 nM-1 x

cm-1.

Metody spektrofluorymetryczne

Analiza poziomu wolnych rodnikéw przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DCF

Analiza opiera si¢ na reakcji przeksztalcenia dwuoctanu 2°,7’-dwuchloro-
dwuhydrofluoresceiny (H2DCF-DA), na skutek wewnatrzkomoérkowej deacetylacji, do
2’,7’-dwuchlorodwuhydrofluorescyny (H2DCF), ktéra nastgpnie jest utleniana przez
wolne rodniki do fluorescencyjnej 2°,7’-dichlorofluoresceiny (DCF). Test ten pozwala
analizowa¢ wewnatrzkomorkowy poziom wolnych rodnikdéw tlenowych (Royall
i Ischiropoulos 1993). Komorki PC12 wysiewano na szalki 96-dotkowe pokryte
kolagenem. Nastepnego dnia medium wymieniano na medium z niskg zawartoscig

surowicy (2% FBS), a komorki traktowano odpowiednimi zwiazkami. Po 24 godz.
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medium usuwano i dodawano bufor Hank’s (Sigma — Aldrich), o sktadzie CaCI2 x 2H20
— 0,185 g/l, MgSO4 (bezwodny) — 0,09767 g/l, KCI — 0,4 g/l, KH2PO4 (bezwodny) —
0,06 g/l, NaHCO3 - 0,35 g/l, NaCl — 8,0 g/l, Na2HPO4 (bezwodny) — 0,04788 g/l, D-
Glukoza - 1,0 g/l. Nastgpnie dodawano H2DCF-DA (Sigma Aldrich)
w stezeniu koncowym 10 uM 1 inkubowano przez 50 min. w temperaturze 37°C, bez
dostepu $wiatla. Fluorescencje mierzono przy uzyciu czytnika FLUOstar Omega przy
dhugosci fali pobudzenia 488nm i emisji 525nm. Wynik wyrazono jako intensywno$¢

fluorescencji na miligram biatka.

Metody immunochemiczne

Przygotowanie materialu do oznaczen immunochemicznych

Po inkubacji z odpowiednimi zwigzkami komorki na szalkach ptukano
dwukrotnie za pomoca PBS, zawieszano w buforze Tris-HCI pH 7,4 zawierajacym
inhibitory proteaz Complete (Roche Diagnostics GmbH), zeskrobywano z szalek
i sonifikowano przez 10 sekund. Tak przygotowany material odwirowywano przy
14 000 x g przez 10 min. w 4°C. W uzyskanym nadsgczu oznaczano zawartos¢ biatka,
mieszano z buforem denaturujgco-obcigzajacym Laemmli’ego (62,5 mM Tris-HCI (pH
6,8), 20% glicerol, 2% SDS, 100 mM DTT, 0,2 mM biekit bromofenolu)
i denaturowano przez 5 min. w temp. 95°C. Homogenat komoérkowy lub tkanke z kory

mozgowej przechowywano w -20 °C i uzywano do oznaczen immunochemicznych.

Immunodetekcja biatek metoda Western blot

Immunochemiczng metodg western blot oznaczano poziom OXPHOS, Minl,

Mfn2, Drpl, PGC-1a, PAR, OPAL, Fisl oraz GAPDH.
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Rozdziat elektroforetyczny bialek przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym
z dodatkiem SDS (siarczanu dodecylu sodu) — metodg SDS-PAGE (ang. sodium dodecyle
sulfate  polyacrylamide gel electrophoresis). Bialka rozdzielano na zelu
poliakrylamidowym o odpowiedniej ggstosci w zalezno$ci od masy badanego biatka. Tak
rozdzielone biatka przenoszono na membrang nitrocelulozowg (Amershan Biosciences)
Z zastosowaniem transferu ciekltego (2-2,5 godz., 50 V) przy uzyciu aparatu firmy Bio-
Rad. Po transferze biatka barwiono za pomocg roztworu Ponceau S. Membran¢ ptukano
w  odpowiednim buforze TBS z dodatkiem Tweenu (0,1% TBS-T)
1 wykonano procedure detekcji biatek, opierajacej si¢ na reakcji antygen-przeciwciato.
W tym celu inkubowano w roztworze odttuszczonego mleka lub BSA (Merck) wolnej od
kwasow thuszczowych (Sigma) w temperaturze pokojowej przez 60 min., w celu
zablokowania niespecyficznego wigzania si¢ przeciwciat (szczegdélowe warunki reakcji
dla poszczegdlnych biatek podano w tabeli 1). Nast¢gpnie membrany inkubowano przez
noc w 4°C w roztworze zawierajagcym odpowiednie przeciwcialo pierwszorzedowe.
W kazdym przypadku wynik analizy Western blot byt widoczny w postaci jednego prazka
na wysokosci odpowiadajacej masie czasteczkowej danego bialka, wyznaczonej na
podstawie markera cigezaru czasteczkowego bialek (Thermo Scientific). Nadmiar
przeciwciata odptukiwano 3-krotnie przez 10 minut w odpowiednim buforze,
a nastgpnie membrang inkubowano 1 godz. w roztworze przeciwciata drugorzedowego.
Niezwigzane specyficznie przeciwciata usuwano 3-krotnie ptuczac blony przez 10 min.
w  odpowiednim  buforze. = Nastgpnie = membran¢  poddawano  reakcji
chemiluminescencyjnej przy uzyciu zestawu firmowego ECL (Bio-Rad)
i wizualizowano naswietlajagc $wiatloczuty film (Hyperfilm-Kodak, Sigma). Klisze
poddawano analizie densytometrycznej przy pomocy oprogramowania TotalLab v1.11
(Non Linear Dynamics). Blony wykorzystane uprzednio inkubowano 30 min.
w roztworze 1% SDS i 50 mM glicyny-HCI, (pH 2,0) w celu odmycia zwigzanych
przeciwcial i plukano 3 x 15 min. w TBS-Tween, po czym uzywano do kolejnych
oznaczen immunochemicznych. Wielko$¢ 1 intensywnos$¢ zaciemnienia danego prazka
byla proporcjonalna do poziomu immunoreaktywnosci badanego biatka w materiale

natozonym na zel w odpowiedniej ilo$ci.
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Tabela 1. Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczegélnych bialek.

Mfnl

Mfn2

DRP1

PGCl-a

OXPHOS

Koktail

OPA1l

Fisl

10%

10%

10%

10%

10%

10%

10%
15%

lub

0,1%
TBS-
Tween
(TBS-T)

0,1%
TBS-
Tween
(TBS-T)

0,1%
TBS-
Tween
(TBS-T)

0,1%
TBS-
Tween
(TBS-T)

0,1% TBS-
Tween
(TBS-T)

0,1% TBS-
Tween
(TBS-T)

0,1% TBS-
Tween

5% mleko w
0,1% TBS-T
(1 godz., RT)

5% mleko w
0,1% TBS-T
(1 godz., RT)

5% mleko w
0,1% TBS-T
(1 godz., RT)

5% mileko w
0,1% TBS-T
(1 godz., RT)

5% mleko w
0,1% TBS-T
(1 godz., RT)

5% mileko w
0,1% TBS-T
(1 godz., RT)

5% mleko w
0,1% TBS-T

Krolicze przeciwciato
anty-Mfn-1

5% mleko w 0,1%
TBS-T

(noc, 4°C)

(1 godz., RT)

(1:500)

Millipore

Krélicze przeciwciato
anty-Mfn-2

5% mleko w

0,1% TBS-T

(noc, 4°C)

(1 godz., RT)

(1:200)

Cell Signaling
Krolicze przeciwciato
anty-Drpl

5% mleko w

0,1% TBS-T

(noc, 4°C)

(1:500)

Santa Cruz

Krolicze przeciwciato
anty-PGC-la

5% mleko w

0,1% TBS-T

(noc, 4°C)

(1:250)

Santa Cruz

Mysie przeciwciato
anty-oxphos

1% BSA

w 0,1% TBS-T

(noc 4°C)

(1:250)

Abcam

Mysie przeciwciato
anty-OPAl

5% mleko w

0,1% TBS-T

(noc, 4°C)

(1:10000)

Abcam

Mysie przeciwciato
anty-Fisl

Przeciwciato
anty-krolicze
5% mleko

w 0,1% TBS-T
(1 godz., w RT)
(1:8000)
(Merck)

Przeciwciato
anty-krélicze
5% mleko

w 0,1% TBS-T
(1 godz., wRT)
(1:8000)
(Merck)

Przeciwciato
anty-krolicze
5% mleko

w 0,1% TBS-T
(1 godz., w RT)
(1:8000)
(Merck)
Przeciwciato
anty-krolicze
5% mleko

w 0,1% TBS-T
(1 godz., w RT)
(1:8000)
(Merck)
Przeciwciato
anty-mysie

5% mleko

w 0,1% TBS-T
(1 godz., w RT)
(2:4000)
(Merck)
Przeciwciato
anty-mysie

5% mleko

w 0,1% TBS-T
(1 godz., wRT)
(1:4000)
(Merck)

Przeciwciato
anty-krolicze
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(TBS-T) (1 godz., RT) 5% mleko w 5% mleko
0,1% TBS-T w 0,1% TBS-T
(noc, 40C) (1 godz., w RT)
(1:2000) (1:8000)
Abcam (Merck)
GAPDH 10% lub  0,1% TBS- 5% mleko w = Krodlicze przeciwciato = Przeciwciato
15% Tween 0,1% TBS-T | anty-GAPDH anty-krélicze
(TBS-T) (1 godz., RT) 5% mleko 5% mleko
w 0,1% TBS-T w 0,1% TBS-T
(noc 40C) (1 godz., wRT)
(1:40000) (1:8000)
Merck (Merck)

TBS - 50 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 7,6
0,1% TBST - 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,6

BSA - wolna od kwasow thuszczowych albumina z surowicy bydlecej (ang. bovine serum
albumine)

Analiza poziomu ekspresji genéw

Izolacja RNA

Opisana metoda byta stosowana zarowno w przypadku materiatu zwierzecego jak
i komorkowego. Catkowite RNA izolowano z komorek lub kory mézgowej myszy
w warunkach sterylnych, zmodyfikowang metoda Chomczynskiego 1 Sacchi
(Chomczynski oraz Sacchi, 1987), uzywajac odczynnika TRI-reagent, zgodnie
z zaleceniami producenta (Sigma Aldrich).

Komorki wysiewano w gestosci 2 x 106 komorek na szalke o $rednicy 6 cm.
Nastepnego dnia pozywke wymieniano na pozywke z obnizong zawarto$cig surowicy
i dodawano badane zwigzki. Po 24 lub 48 godz. komorki ptukano 2-krotnie sterylnym
buforem PBS. Komorki lup probki tkanki (o masie 100 mg) zawieszano w 1 ml
odczynnika TRI-reagent, kilkakrotnie homogenizowano na lodzie za pomoca strzykawki

I odstawiano na 5 min. Nast¢pnie, do 1 ml homogenatu dodawano 200 pl chloroformu i
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mieszano przez 15 sek. Uzyskang mieszaning pozostawiano na 15 min.
w temperaturze pokojowej a nast¢gpnie wirowano przy obrotach 12000 x g (10 min.,
4 °C). Gorng faze wodng zawierajaca RNA przenoszono do nowej probowki, dodawano
500 pl zimnego izopropanolu, delikatnie mieszano, pozostawiano na 5 min.
w temperaturze pokojowej i wirowano przy obrotach 12000 x g (10 min.
w temperaturze 4°C). Osad przemywano trzykrotnie 1 ml 75% etanolu. Prébki
pozostawiano otwarte w celu odparowania etanolu po czym osad z probek RNA
zawieszano w 20 ul wody pozbawionej RNAz (RNase-free water, Sigma Aldrich). Tlo§¢
otrzymanego RNA oznaczano w aparacie NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc.)
metoda spektrofotometryczng przy dtugosci fali A = 260 nm. Zanieczyszczenie RNA
biatkami i DNA oznaczano przy dtugosci fali A = 280 nm. Stosunek OD260/0D280
wynosit od 1,7 do 2,0.

W celu oczyszczenia wyizolowanego RNA, z pozostato§ci DNA komoérkowego,
do nowych probowek przenoszono 1 ug RNA i uzupetiano odczynnikami do trawienia
DNA (Merck) do objetoscilO pl. Po przygotowaniu, mieszaning reakcyjng inkubowano
15 min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 1 pl odczynnika
zatrzymujacego reakcje (Stop solution) i dalej prowadzono inkubacje (przez 10 min.

w temperaturze 70 °C). Po zakonczeniu reakcji probki przenoszono do lodu.

Reakcja odwrotnej transkrypcji

Calkowite wyizolowane RNA (1 pg) byto matryca dla dzialania odwrotnej
transkrypcji, przy udziale odwrotnej transkryptazy ktérej produktem jest
komplementarne DNA (cDNA). Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji (25 °C - 10 min.; 37 °C
— 120 min.; 85°C — 5 min.) przeprowadzano przy uzyciu zestawu odczynnikow firmy

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) w koncowej objetosci 20 pl.
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Lancuchowa reakcja polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym (ang. quantitative
real-time PCR)

Zmiany poziomu mRNA gendéw kodujacych wybrane biatka, analizowano za
pomocg ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy CR w czasie rzeczywistym (ang.
quantitative real-time PCR — qRT-PCR). Na matrycy cDNA uzyskanej z 1 pg RNA
przeprowadzono reakcje PCR w czasie rzeczywistym z zastosowaniem TaqMan Master
Mix (Applied Biosystems) Reakcj¢ prowadzono odpowiednio przy uzyciu sond TagMan
(Applied Biosystems).

Reakcja byta przeprowadzona w nast¢pujacych warunkach: 50°C - 2 min., 95°C
- 10 min., 40 cykli amplifikacji (95°C - 15 sek., 60°C — 1 min.). Kazda probka byta

naktadana na ptytke reakcyjna w trzech do czterech powtorzen.

Poziom mRNA wyrazano jako wzgledny stosunek probki badanej do prébki
referencyjnej (kalibratora), po uprzedniej normalizacji obydwu wzgledem genu
referencyjnego (Actb). Reakcje RT-PCR wykonywano przy pomocy aparatu ABI PRISM
7500 (Applied Biosystems). Wzgledny poziom mRNA (RQ) obliczono metodg AACt.

Metody mikroskopowe

Badanie apoptozy komorek in vitro przy uzyciu barwnika Hoechst 33342
z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej

Morfologi¢ komorek oraz procent komoérek apoptotycznych badano
z zastosowaniem barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33342 (Merck), ktory umozliwia
wizualizacj¢ charakterystycznych dla apoptozy proceséw kondensacji 1 agregacji

jadrowego DNA.

Komorki PC12 wysiewano na szalki 96-dotkowe w gestosci 1 x 105 komorek na
dotek. Nastepnego dnia pozywke wymieniano na pozywke z obnizong zawarto$cig

surowicy 1 dodawano badane zwiazki. Po 24 i 48 godz. inkubacji komorki plukano

76



Materiaty i metody Sylwia Zulinska

zimnym buforem PBS i utrwalano w metanolu (30 min., -20 °C). Nast¢pnie, komorki
phukano zimnym PBS 1 inkubowano z barwnikiem Hoechst 33342 o stezeniu 1 pug/ml
w PBS (30 min.,, w temperaturze pokojeowej). Wybarwione jadra analizowano
w mikroskopie fluorescencyjnym Olympus 1X71 i fotografowano z uzyciem kamery
cyfrowej Olympus U-CMAD3 zintegrowanej z mikroskopem przy dtugosci fali

pobudzenia A = 340 nm i emisji A = 510 nm przy uzyciu 40-krotnego powigkszenia.

Statystyczne opracowanie wynikow

Kazde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtdrzeniach. Wyniki
wyrazano jako warto$¢ $rednig + blad standardowy $redniej (SEM) obliczone
z indywidualnych pomiaréw (Srednich z powtdrzen). W celu ustalenia wiarygodnos$ci
réoznic w badaniach poréwnawczych, warto$¢ poszczegolnych eksperymentow
weryfikowano testem t-Studenta (dwie grupy eksperymentalne) badz z zastosowaniem
jednoczynnikowej lub wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z uzyciem testu
post-hoc Bonferroniego (trzy lub wiecej grup eksperymentalnych). Wyniki uznawano za
znamienne statystycznie przy poziomie istotnosci p<0,05. Analiz¢ statystyczng
wykonano w oparciu o program GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA).
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WYNIKI

Zywotno$é komérek PC12 poddanych dzialaniu oligomeréw peptydu
Ap1-42 (ABO)

Badania ostatnich lat wskazuja, ze oligomery AB (APO) petnig kluczowa rolg
w chA. Niniejszae badania dotycza cytotoksycznego dziatania ABO w trzech liniach
komorkowych (PC12, BV2 i SH-SY5Y). Wykresy przedstawiajug wptyw AP na
przezywalnosci komorek PC12 po 24 godz. (Wyk 2A) i 96 godz. (Wyk 2B) inkubacji
z tym peptydem w stezeniu 1uM. Wykazano, ze AP powoduje obnizenie przezywalnosci
komorek o okoto 30%-25% po 24 i 96 godz. inkubacji z Ap w poréwnaniu z kontrola.

A 24N B 96h

-

al

o
|

zywotnos$¢ komorek [% kontroli]
zywotno$¢ komorek [% kontrolil]

Wykres. 2 Wplyw AB na zywotno$¢ komorek PC12.

Przezywalno$¢ komoérek badano za pomoca testu MTT po 24-godz.A) i 96 godz. B) inkubacji z
oligomerami AP w stezeniu IpM. Wyniki wyrazono jako intensywno$¢ fluorescencji. Wyniki
przedstawiono w procentach kontroli. Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczng = SEM z trzech
niezaleznych do$wiadczen w czterech powtdrzeniach. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano test
t-Studenta ** p <0,01, *** p<0,001, rdznica istotna statystycznie.
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Wplyw czasu dzialania ABO na poziom komorek apoptotycznych

Nastgpnie badania  przeprowadzono w mikroskopie fluorescencyjnym
z zuzyciem wigzacego DNA fluorochromu Hoechst 33342 (Wyk. 2), ktére wykazato, ze
prawidlowe komorki nietraktowane peptydem A mialy rownomierne zabarwienie jader.
Natomiast  komoérki  apoptotyczne  wykazywaly  nieregularne  zabarwienie
w wyniku kondensacji chromatyny i fragmentacji jadra. U niektorych komorek
stwierdzono typowe ciatka apoptotyczne. Liczba komorek apoptotycznych zalezna od
czasu inkubacji komorek z AB. W komorkach traktowanych oligomerami APi-42 liczbe
komorek apoptotycznych wzrasta prawie dwukrotnie po 24 godz. inkubacji, a po 96 godz.

inkubacji wzrasta prawie trzykrotnie w porownaniu do grupy kontrolnej.

Kontrola 24 godz

ABO 24 godz.
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APBO 96 godz.
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Wykres. 3 Zalezna od czasu dzialania oligomeréw Ap1-42 indukcja apoptotycznej
smierci komorek PC12.

Komérki PC12 inkubowano w obecnosci oligomerycznego APi-a2 (ABO; 1 uM) przez 24 i 96 godz.
i porownano do kontroli. Obecno$¢ komoérek apoptotycznych oceniono przy zastosowaniu barwnika
fluorescencyjnego Hoechsta 33342. Wskaznik apoptozy byt okreslony zgodnie z opisem w sekcji Materiaty
i Metody. Strzalki pokazuja typowe apoptotyczne jadra komorek ze skondensowang chromatyng. Komorki
zbadane pod mikroskopem fluorescencyjnym (Olympus BX51, Japonia) i sfotografowane aparatem
cyfrowym (Olympus DP70, Japonia). Zidentyfikowano i policzono komorki o typowej apoptotycznej
morfologii jadra (obkurczone jadra komodrkowe, kondensacja). Do oceny statystycznej wynikdw
zastosowano test t-Studenta * p <0,05, *** p<0,001, roznica istotna statystycznie
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Zalezny od czasu inkubacji wplyw AP na ekspresje genow kodujacych
enzymy antyoksydacyjne, bialka zaangazowane w regulacje dynamiki

mitochondriow i ekspresje gené6w podjednostek lancucha transportu
elektronow.

W kolejnym badaniu analizowano wptyw AP na ekspresje gendw kodujacych
biatka antyoksydacyjne i motochondrialne. Zaobserwowano, ze 24 godz. inkubacja
komorek PC12 z ABO (1uM) nie wywiera wptywu na poziom mRNA badanych genow.
Natomiast AP powoduje znamienne obnizenie ekspresji licznych badanych gendéw po 96
godzinach inkubacji z APO. Stwierdzono obnizenie transkrypcji genu dysmutazy
ponadtlenkowej 1 i 2 (Sodl i Sod2), reduktazy glutationowej (Gsr) i peroksydazy
glutationowej 1 i 4 (Gpx1, Gpx4). APO nie miat natomiast wptywu na ekspresje¢ genu dla
katalazy (Cat) (Wyk. 4A). Ponadto stwierdzono obnizenie transkrypcji genow biatek
zaangazowanych w procesy fuzji i rozszczepienia mitochondriow takich jak: Opal, Mfn2,
Dnm1l i Fisl (Wyk. 4B), natomiast brak byto istotnego wptywu na ekspresj¢ genu dla
Mfnl. ABO istotnie obniza ekspresj¢ genow podjednostek kompleksow | (mt-Nd1), Il
(Sdha) i 11 (mt-CytB) transportu elektrondw (Wyk. 4C), nie wywiera wplywu na
transkrypcje genu podjednostki kompleksu IV (mt-Col).
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Wykres. 4 Ekspresja genéw dla bialek enzyméw antyoksydacyjnych (A), bialek
dynamiki mitochondrialnej (B) oraz genéw podjednostek lancucha transportu
elektronéw (C) w komérkach PC12.

Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji genu badany metoda Real-time PCR (rtPCR) dla badanych biatek,
a wynik normalizowany jest wzgledem Actb z czterech niezaleznych dos§wiadczen w trzech powtorzeniach
+ SEM. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta (n=3-4) * p <0,05, ** p<0,01
**% p <0,001, w porownaniu z grupg kontrolng. A) Cat- katalaza, Sod1; Sod2- dysmutazy ponadtlenkowe
1,2; Gsr- reduktaza glutationowa; Gpx1, Gpx4 — peroksydaza glutationowa 1,4; B) Opal (biatko atrofii
nerwu wzrokowego 1); Mfnl, Mfn2 — Mitofuzyny1,2; Dhm1- biatko Drp1(biatko dynaminopodobne Drp1)
; Fisl- (biatko rozszczepienia 1); C) mt-Nd1 - Oksydoreduktaza NADH-koenzym Q (Kompleks I); Sdha-
Oksydoreduktaza bursztynian-ubichinon (kompleks I1); mtCytb-Oksydoreduktaza koenzym Q-cytochrom
C (kompleks I11), mtCo1-Oksydaza cytochromu C (Kompleks 1V) — podjednostki kompleksow (I-1V)

82



Wyniki Sylwia Zulinska

Wplyw AP i PJ-34 na zywotnos$¢ komorek, poziom immunoreaktywnosci
PAR oraz poziom wolnych rodnikow

ABO powoduje wzrost poziomu wolnych rodnikéw (Wyk. 5B), ktoére moga
prowadzi¢ do uszkodzenia nici DNA i w konsekwencji aktywacji zwigzanego z DNA
enzymu PARP-1, ktéry jest jadrowym odbiorcag sygnatow wolnorodnikowych
1 molekularnym regulatorem proceséw przezycia i $mierci komorki. W wyniku jego
zwigkszonej aktywnosci dochodzi do wzrostu poziomu produktu, czyli poli(ADP-
rybozy) waznej molekuly sygnalizacyjnej odpowiedzialnej rowniez za uwalnianie AIF
1 apoptotyczng $mier¢ komorek niezalezng od kaspaz. Wyniki demonstruja wzrost
poziomu PAR po 24h inkubacji PC12 z ABO (Wyk. 5A). Zastosowanie inhibitora PARP-
1 (PJ34) niweluje nadmierng aktywacj¢ PARP-1 okreslang wzrostem poziomu
immunoreaktywnosci czasteczek PAR (Wyk. 5A). Inhibitor PARP-1 obniza poziom
wolnych rodnikow w obecno$ci A (Wyk. 5B). Inhibitor PARP-1 w komdrkach PC12
poddanych jego dziataniu przez 24 godz. wplynal korzystnie na ich zywotnos$¢, natomiast
obnizatl znacznie zywotno$¢ komorek po 96 godz. inkubacji, dlatego ograniczono si¢ do

badania jego efektu wylacznie w przypadku 24 godz. dziatania (Wyk. 5C).
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Wykres 5. Wplyw oligomerow AB1-42 i inhibitora PARP-1 (PJ34) na poziom
immunoreaktywnosci poli (ADP) rybozy (PAR) (A), poziom wolnych rodnikéw (B)
oraz zywotno$¢ komorek w obecnosci PJ34 (C).

A) Aktywacj¢ PARP-1 analizowano przez pomiar immunochemiczny poziomu poli ADP-rybozy (PAR) po
24 godz. inkubacji. Wykresy przedstawiaja wyniki analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem
GAPDH. Zastosowano oprogramowanie Total Lab 4. B) Poziom reaktywnych form tlenu oceniono przez
pomiar fluorescencji DCF po 24 godz. inkubacji. C) Zywotno$é¢ komorek mierzono testem MTT po 24 i 96
godz inkubacji w obecnosci PJ34. Dane reprezentujg warto$¢ srednig + S.E.M z 3-4 doswiadczen.. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomoca testu ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego (n=3-4) (C) oraz
t-Studenta (n=3-4) (A, B) * p < 0,005, *** p <0,001, w porownaniu z grupa kontrolng, ### p<0,001
w porownaniu z AB0. AB (1uM), PJ34 (20uM)
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Wplyw inhibitora PARP-1 (PJ34) na ekspresj¢ genow dla bialek
antyoksydacyjnych, bialek dynamiki mitochondridéw oraz podjednostek
komplekséw ltancucha transportu elektronéw w warunkach
kontrolnych i cytotoksycznosci Ap

W sytuacji zwigkszonego stresu oksydacyjnego, w tym w toksyczno$ci peptydow
AP, wzrost aktywnosci PARP-1 moze prowadzi¢ do zaburzen poziomu zwigzkow
energetycznych 1 funkcji biatek mitochondrialnych. Jednak jego rola w regulacji
transkrypcji gendw kodujacych biatka mitochondrialne nie jest w petni poznana. Dlatego
tez w niniejszej rozprawie doktorskiej analizowano wplyw farmakologicznego
zahamowania PARP-1 na transkrypcje gendéw zaangazowanych w obrong
antyoksydacyjna oraz kodujacych biatka dynamiki mitochondriéw, a takze podjednostki

kompleksow oddechowych tancucha transportu elektronéw w komoérkach PC12.

Farmakologiczne zahamowanie aktywnosci poli ADP-rybozylacji biatek przez
PJ34 w komorkach PC12 kontrolnych, jak rowniez poddanych dziataniu APO1-42
w czasie 24 godz., powoduje zwigkszenie transkrypcji genow enzymow
antyoksydacyjnych (Sodl1, Gpx1, Gpx4) (Wyk. 6A). Ponadto PJ34, aktywuje geny
kodujace biatka zaangazowane w fuzje i podziat (rozszczepienie) mitochondriéw (Mfn1,
Opal, Dnml, Fisl). W obecnosci oligomerow APi42 , inhibitor PARP-1 (PJ34)
w czasie 24godz. inkubacji powoduje znamienny wzrost ekspresji genéw Opal i Mfn2
(Wyk. 6B), natomiast same oligomery APi-42 nie wywieraja znamiennego wptywu na

ekspresje badanych gendw w czasie 24 godz. inkubacji.

Farmakologiczne zahamowanie PARP-1 przy uzyciu inhibitora PJ34 istotnie
zwigksza poziom mRNA badanych podjednostek trzech kompleksow tancucha transportu
elektronow (mt-Nd1, Sdha, mt-Cytb). W obecnosci APi42 oraz PJ34 stwierdzono
znamienny wzrost ekspresji genu kodujacego podjednostke kompleksu II, Sdha (Wyk.
6C).
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Wykres 6. Wplyw inhibitora PARP-1 (PJ34) na ekspresje genow dla bialek
enzymow antyoksydacyjnych (A), bialek dynamiki mitochondrialnej (B) oraz genow
podjednostek lancucha transportu elektronow (C).

Przeprowadzono analizg statystyczna stosujac ANOV A z testem post-hoc Bonferroniego (n=3-4) * p <0,05,
**p <0,01, *** p <0,001, w pordbwnaniu z odpowiednig grupg kontrolng. # P <0,05, w poréwnaniu z grupg
traktowang ABO. AB (1uM), PJ34 (20uM)

Poziom reaktywnych form tlenu i zywotnos$¢ komérek BV2 i SH-SY5Y
traktowanych oligomerami peptydu Ap1-42

Celem nastepnej serii badan byta analiza dzialania oligomerow Afi42 na
zywotnos$¢, poziom wolnych rodnikow 1 transkrypcje wybranych gendw w komorkach

neuronalnych i komdérkach mikrogleju.

W celu zidentyfikowania specyficznnych odpowiedzi poszczegolnych typow
komorek, poréwnano dziatanie APO w dwoch liniach komdrkowych: komorek
neuronalnych ludzkich, SH-SY5Y oraz mysich komorek mikrogleju BV2. Aby zbada¢
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wplyw AP, obie linie komorkowe potraktowano je stosujac tg samg pozywke (Neurobasal

A z dodatkiem B27), aby wykluczy¢ rdznice wywolane przez czynniki srodowiskowe.

Jak pokazano na Wyk. 7C i Wyk. 7D inkubacja komoérek z ABs2 powodowata
wzrost fluorescencji DCF w komorkach SHSY-5Y po 24 godzinach, co oznacza wzrost
poziomu wolnych rodnikéw (RFT) w tych komorkach. Zjawiska tego nie obserwowano
w komorkach BV2. Z kolei 24 godzinna inkubacja komoérek w obecnosci ABa2 wywotata
istotne obnizenie zywotno$ci komoérek, zardowno w linii komorkowej BV2 jak i SH-SY5Y
(Wyk. 7A, 7B).
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Wykres 7. Wplyw AB1-42 na zywotnos¢ komorek BV2 i SHSY-5Y (A) oraz poziom
reaktywnych form tlenu (B).

Komorki BV2 i SHSY-5Y inkubowano w obecno$ci oligomerow APi-a2 (APi-42; 1 UM) przez 24 godziny.
A, B) Zywotno$é¢ komoérek mierzono testem MTT po 24 godzinach (n=24). C, D) Poziom reaktywnych
form tlenu w komorkach okreslono poprzez pomiar fluorescencji DCF (n=4). Dane reprezentujg Srednig +
SEM z 3-4 niezaleznych do§wiadczen . Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta
(n=3-4) ** p <0,01, *** p <0,001, w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Wplyw ABO na ekspresje genow kodujacych enzymy antyoksydacyjne,
Sirtuiny, bialka zaangazowane w regulacje dynamiki mitochondriow
i ekspresje genow podjednostek lancucha transportu elektronow.

Kolejne badania dotyczyly oznaczania poziomu transkrypcji genéw kodujacych
biatka zaangazowane w obrong antyoksydacyjng z uwzglednieniem wybranych Sirtuin
oraz genow kodujacych biatka mitochondrialne w warunkach toksyczno$ci peptydow

AP1-42 W obu liniach komorkowych.

Wyniki wykazuja, ze APO1-42 po 24 godz. inkubacji powoduje w komérkach BV2
istotny wzrost (do 370% kontroli) poziomu mRNA dla Sod2 waznego mitochondrialnego
enzymu antyoksydacyjnego oraz niewielkiego stopnia obnizenie poziomu mRNA dla
Gpx4 (Wyk. 8A). Natomiast oligomery APO1-42 nie wywieraja znamiennego efektu na
ekspresje genow kodujacych biatka antyoksydacyjne oraz Sirtuiny w komorkach
neuronalnych SHSY (Wyk. 8A, Wyk. 8B).W badaniach stwierdzono réwniez brak
znamiennego efektu ABO na poziom mRNA dla Sirtuin w komérkach BV2 (Wyk. 8B).
Inkubacja w obecno$ci ABO1-42 przez 24 godz. zmniejszyta ekspresje genu dla Mfn2 w
komorkach BV2, natomiast nie powodowala istotnych zmian w ekspresji genéw dla

biatek dynamiki mitochondriéw w komoérkach neuronalnych SH-SY5Y (Wyk. 8C).

Uzyskane dane wykazaly nizsza ekspresje¢ genow kodujacych podjednostki
kompleksu I i Il ETC w komorkach mikrogleju BV2 traktowanych ABO (Wyk. 8D).
Natomiast analiza ekspresji gendw podjednostek ETC w komorkach SH-SY5Y wskazuje
na nizszy poziom mRNA wytacznie dla podjednostki kompleksu Il (Sdha) po 24 godz.
dziatania ABO1.42.
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Wykres 8. Wplyw AP na ekspresje genéw dla bialek antyoksydacyjnych (A), Sirtuin
(B), bialek dynamiki mitochondrialnej (C) oraz genéw podjednostek lancucha
transportu elektronéw w komoérkach SH-SY5Y i BV2.

Komérki SH-SY5Y i BV2 inkubowano w obecnosci oligomeréw AP 1-42 (APO; 1 uM) przez 24 godziny.
Poziomy mRNA analizowano metoda qRT-PCR. Wyniki znormalizowano wzgledem ekspresji genu
kodujacego beta aktyne (Actb). Dane reprezentuja warto$¢ $rednia £ SEM dla 5-8 niezaleznych
eksperymentow przeprowadzonych w trzech powtlrzeniach. Analize statystyczng przeprowadzono za
pomoca testu t - Studenta. * p< 0,05; ** p < 0,01 w poréwnaniu z odpowiednig grupa kontrolng

Aktywno$¢ oksydazy cytochromu C w komorkach SH-SY-5Y oraz BV2
poddanych dzialaniu oligomerow Ap 1-42

W fancuchu transportu elektronéw oksydaza cytochromu C (COX) jest
koncowym transbtonowym IV kompleksem w fosforylacji oksydacyjnej. Ten proces
faczy redukcje przekaznikow elektronow podczas metabolizmu z redukcja
molekularnego tlenu do wody i rownoczesng translokacja protondw z matrix do
przestrzeni migdzybtonowej. COX odpowiada za zuzycie tlenu w mitochondrialnym
tancuchu transportu elektronow, ktory napedza fosforylacje oksydacyjng do produkcji
ATP. Funkcja mozgu jest krytycznie zalezna od zuzycia tlenu i produkcji ATP (Watson
I McStay, 2020) dlatego tez, zbadano aktywnosci COX w komoérkach neuronalnych
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1 glejowych pod wyptywem dziatania peptydow AP. Wyniki pokazaty, ze aktywnos¢
oksydazy cytochromu C byla trzykrotnie wyzsza w komorkach BV2 w porownaniu
z SH-SYSY (p = 0003); jednak APOi-42 nie mial wptywu na aktywno$¢ tego enzymu
w wymienionych komorkach w czasie 24 godz. inkubacji.
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Wykres 9. Aktywnos¢ COX w komoérkach neuronalnych SH-SY5Y i komdrkach
mikrogleju -BV2

Aktywno$¢ COX oznaczono zgodnie z opisem w ,,Materiatach i metodach”. Dane reprezentuja warto$¢
srednig = SEM dla 4-6 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w trzech powtorzeniach.
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Poziom mRNA gen6w kodujacych bialka antyoksydacyjne (A), Sirtuiny
(B) oraz DNA zalezne PARPs (C) w korze myszy transgenicznych z chA
(APP+) i kontrolnych (APP-).

Celem dalszych badan byta analiza zmian ekspresji badanych dotychczas genéw
w korze mozgowej myszy w transgenicznym modelu choroby Alzheimera. Analogicznie
jak w badaniach cytotoksycznosci APi42 analizowano ekspresje genow kodujacych
biatka antyoksydacyjne i biatka mitochondrialne w korze mézgu myszy 3, 6 i 12
miesi¢cznych transfekowaych genem ludzkim dla biatka APP z mutacjg londynska
(APP+). Wyniki wykazaly znaczne obnizenie poziomu ekspresji genow dla Sod2
w korze 3 miesigcznych myszy z chA. Réwnczes$nie zaobserwowano zblizone warto$ci
poziomu mRNA dla Sod1, peroksydazy glutationowej 1 i 4 oraz katalazy w korze mozgu
myszy (APP+) i (APP-) (Wyk. 10A).

Stwierdzono natomiast znaczne obnizenie ekspresji genu dla Sirtl w korze 3
miesiecznych myszy i e w korze 12 miesigcznych myszy z nadekspresja genu APP (Wyk.
10B). Poziom mRNA dla mitochondrialnych SIRTs: Sirt3, Sirt4 i Sirt5 nie ulegat zmianie
w korze myszy (APP+) w poréwnaniu do (APP-).

Wykazano zmiany ekspresji genu dla PARP-1 kolejnego enzymu z rodziny
enzymow NAD zaleznych, ktory odgrywa kluczowa role w reakcji na stres oksydacyjny
1 podobnie jak Sirtuiny nalezy do enzymow regulujacych mechanizmy przezycia
1 $mierci komoérek w warunkach stresu. Stwierdzono przejsciowe obnizenie transkrypcji
genu kodujacego PARP-1 w korze 3 miesigcznych myszy natomiast wzrost poziomu
MRNA dla PARP-1 u 6 miesigcznych zwierzat. Ekspresja genéw dla pozostatych PARPs
zwigzanych z DNA: PARP-2 i PARP-3 pozostata niezmieniona u myszy (APP+) versus
(APP-) (Wyk. 10C).
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Wykres 10. Analiza ekspresji genéw kodujacych bialka antyoksydacyjne (A),
Sirtuiny (B) oraz DNA zalezne PARPs (C) w korze myszy transgenicznych z chA
(APP+) i kontrolnych (APP-).

Ekspresja genow: Sodl, Sod2, Gpx1, Gpx4 oraz Sirtl, Sirt3, Sirt4, Sirt5 oraz zwigzanych z DNA PARPs
mierzono z zastosowaniem metody gRT-PCR. Wyniki normalizowano wzgledem genu kodujacego [3-
aktyne (Actb). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta (n=3-8) * p <0,05, *** p
<0,001, w poroéwnaniu z grupa kontrolna.
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Poziom mRNA genow kodujacych bialka biogenezy mitochondriow
w korze myszy transgenicznych z chA (APP+) i kontrolnych (APP-)

Kolejnym etapem pracy byta analiza transkrypcji genéw zaangazowanych
w biogeneze mitochondriow. Kluczowym enzymem biogenezy mitochondriow jest PGC-
la, ktory $cisle wspolpracuje z jadrowymi czynnikami transkrypcyjnymi w tym PPAR-
a. Uzyskane wyniki badan wykazaly utrzymanie poziomu transkrypcji PPARa
I PGC-1a w korze mozgu myszy (APP+) 3 i 6 miesiecznych na poréwnywalnym
poziomie jak w korze myszy (APP-). Natomiast w korze mozgu myszy 12 M (APP+)
zaobserwowano istotne obnizenie ekspresji genow dla PPAR-a i PGC-la. Analiza
z zastosowaniem metody western blot wykazata statystycznie znamienne obnizenie
poziomu immunoreaktywno$ci biatka PGC-1o u 12 M myszy APP+ w poréwnaniu do
APP-. Ponadto poziom mRNA dla bialek regulujacych biogenez¢ mitochondriéw, takich
jak NRF1 i NRF2 oraz TFAM, byt znacznie podwyzszony na wczesnym etapie chA u 3
miesiecznych myszy {APP+) versus (APP-). W przypadku ekspresji genu dla Tfam
podwyzszony poziom mRNA byl istotnie statystycznie znamienny w korze mozgu 6
miesiecznych myszy (APP+) w porownaniu do odpowiedniej grupy wiekowej myszy
(APP-). Natomiast poziom mRNA dla genu Nrf2, byt z kolei znamiennie obnizony u 6
i 12 miesiecznych myszy transgenicznych w poréwnaniu do odpowiednich wiekowo grup

kontrolnych.
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Wykres 11. Analiza ekspresji genow kodujacych bialka biogenezy mitochondriéw
oraz poziom immunoreaktywnosci biatka PGC-1a w korze myszy transgenicznych
z chA (APP+) i kontrolnych (APP-).

Ekspresja genow kodujacych: PPAR-a, PGC-1a, Nrfl, Nrf2, Tfam mierzona z zastosowaniem metody gRT-
PCR. Wyniki normalizowano wzgledem genu kodujacego B-aktyne (Actb). Poziom immunoreaktywno$é¢
biatka PGC-1a w korze mézgu myszy transgenicznych FVB, 12 miesigcznych badano metodag Western
blot. Wykresy przedstawiajg wyniki analizy densytometrycznej normalizowanej wzgledem GAPDH.
Wyniki stanowia S$rednig arytmetyczng z 6 niezaleznych dos$wiadczen +SEM. Obok wykresow
zamieszczono przykladowe wyniki western blot. Do oceny statystycznej zastosowano test t-Studenta,
**<0,01 — réznica istotna statystycznie.
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Poziom mRNA genow kodujacych bialka dynamiki mitochondriow oraz
poziom immunoreaktywnosci tych bialek w Kkorze myszy
transgenicznych z chA (APP+) i kontrolnych (APP-)

Mutacja genu APP typu londynskiego u myszy 3 1 6 miesiecznych pozostawata
bez zmian na ekspresje¢ genéw kodujacych biatka fuzji mitochondriow w korze moézgu 3
1 6 miesi¢cznych myszy, natomiast spowodowala obnizenie ekspresji genu Mfnl u 12 M
myszy. Stwierdzono jednak brak zmian w poziomie genu dla Mfn2 u 12 miesi¢cznych
myszy (APP+) versus (APP-). Réwnoczesnie wykazanao znaczne podwyzszenie
ekspresji genu Opal u myszy 3 i 6 miesigcznych. Wyniki kolejnych badan demonstruja
znaczny wzrost ekspresji  genu Dnml kodujacego biatko zaangazowane
w rozszczepienie mitochondridw u transgenicznych 6 M myszy (APP+) versus (APP-).
Zaobserwowano rowniez podwyzszenie transkrypcji genu Fisl w korze myszy 3 i 6
miesi¢cznych (APP+) versus (APP-). W przeprowadzonych badaniach poziom mRNA
dla Dnml i Fisl w korze mézgu myszy 12 miesigcznych (APP+) byt zblizony do
obserwowanego u myszy (APP-). Podobnie jak nie towarzyszyly zmiany poziom
immunoreaktywnosci tych biatek kodowanych przez wymienione dla tych badane geny

u 12 M myszy z mutacjg londynska.
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Wykres 12. Analiza ekspresji genéw kodujacych bialka dynamiki mitochondriow
oraz poziom immunoreaktywnos$ci tych bialek w korze myszy transgenicznych
z chA (APP+) i kontrolnych (APP-).

Ekspresja genéw: Mfn-1, Mfn-2, OPA1, Fis1, Dnm1 mierzono z zastosowaniem metody qRT-PCR. Wyniki
normalizowano wzgledem genu kodujacego [-aktyne (Actb). Immunoreaktywnos$¢ tych bialek
w korze mozgu myszy transgenicznych FVB, 12 miesigcznych badano metoda immunochemiczng -
Western blot. Wykresy przedstawiaja wyniki analizy densytometrycznej normalizowanej wzglgdem
GAPDH. Wyniki stanowig $rednig arytmetyczng z 6 niezaleznych do$wiadczen £+SEM. Obok wykresow
zamieszczono przyktadowe wyniki western blot. Do oceny statystycznej zastosowano test t-Studenta,
p*<0,05; p**<0,01; ***p<0,001- rdznica istotna statystycznie.
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Poziom mRNA genow kodujacych bialka podjednostek kompleksow
oddechowych lancucha transportu elektronéw (ETC) w korze myszy
transgenicznych z chA (APP+) i kontrolnych (APP-)

Badania poziomu mRNA wybranych podjednostek komplekséw oddechowych
tanicucha transportu elektronow w korze myszy (APP+) wykazaly nieznamienne
obnizenie ekspresji genéw kodujacych podjednostki kompleksu I, IT i III w korze 6 i 12
miesiecznych myszy 1 znamienne obnizenie ekspresji podjednostki kompleksu I (mt-
Nd1) u 12 miesigcznych myszy (APP+) versus (APP-). Zmianom tym towarzyszyt wzrost
ekspresji genu kodujacego podjednostke kompleksu IV ETC (mt-CO1) w korze mozgu 6
I 12 miesigcznych myszy (APP+) w porownaniu z kontrolg (APP-).
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Wykres 13. Analiza ekspresji genéw kodujacych bialka podjednostek kompleksow
oddechowych lancucha transportu elektronow (ETC) w korze myszy
transgenicznych z chA (APP+) i kontrolnych (APP-).

Ekspresja genéw: mt-Nd1, Schab, Sdhc, mt-CytB, mt-CO1 mierzono z zastosowaniem metody qRT-PCR.
Wyniki normalizowano wzglgdem genu kodujacego p-aktyng (Actb). Wyniki stanowia S$rednia
arytmetyczng z 6 niezaleznych doswiadczen +SEM. Obok wykresow zamieszczono przyktadowe wyniki
western blot. Do oceny statystycznej zastosowano test t-Studenta, p*<0,05— rdznica istotna statystycznie.

Poziom immunoreaktywnosci wybranych bialek podjednostek
kompleksow ETC w korze myszy transgenicznych z chA (APP+)
I kontrolnych (APP-) oraz aktywnos$¢ cytochrom C-oksydazy (COX)

W kolejnych badaniach ograniczono si¢ wylacznie do oznaczenia poziomu
immunoreaktywnos$ci kolejnych podjednostek komplekséw oddechowych ETC takich
jak podjednostka kompleksu I- NDUFB8, kompleksu Il -SDHB, kompleksu I11- UQRC2
i kompleksu IV-COXII oraz kompleksu V -ATP5A. Uzyskane wyniki wykazaty zblizony
poziom immunoreaktywnosci dla badanych podjednostek w korze mozgu myszy (APP+)
oraz (APP-). Z jednym wyjatkiem podjednostki kompleksu IV, COXI|I, gdzie stwierdzono
obnizenie poziomu immunoreaktywnosci w korze mézgu myszy (APP+) versus (APP-)
o wartosci bliskiej znamienno$ci statystycznej (Wyk. 14A). Badanie aktywnosci
cytochrom C oksydazy wykazaly niewielki wzrost aktywnoSci, statystycznie
nieznamienny w korze mézgowej 12 miesigcznej myszy (APP+) versus (APP-) (Wyk.
14B).
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Wykres 14. Poziom immunoreaktywnos$ci bialek podjednostek kompleksow
oddechowych lancucha transportu elektronow (ETC) (A) oraz aktywnos$¢

cytochromu C oksydazy (COX) (B) w korze myszy transgenicznych z chA (APP+)
I kontrolnych (APP-).

A.Immunoreaktywnos¢ biatek kompleksow ETC badano w korze mézgu myszy transgenicznych FVB, 12
miesigcznych badano metoda Western blot. Wykresy przedstawiaja wyniki analizy densytometrycznej
normalizowanej wzgledem GAPDH. Obok wykresow zamieszczono przyktadowe wyniki western blot.
B Aktywno$¢ COX u 3 i 12 M oznaczono zgodnie z opisem w ,,Materiatach i metodach”. Wyniki stanowig
srednig arytmetyczng z 6 niezaleznych do$wiadczen £SEM. Obok wykresow zamieszczono przyktadowe

wyniki western blot. Do oceny statystycznej zastosowano test t-Studenta, p*<0,05- roznica istotna
statystycznie.
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DYSKUSJA

Pomimo wielu lat intensywnych badan, etiologia i patomechanizm chA nie s3
poznane a terapia jest nieskuteczna. Choroba ta jest najci¢zszg forma otepienia i obecnie
cierpi na nig okoto 30 milionow ludzi na §wiecie. Liczne badania w znakomitych
o$rodkach naukowych zmierzajg do zrozumienia przyczyn tej choroby a przede
wszystkim jej sporadycznej postaci, ktora dotyczy 90% osoéb dotknigtych ta choroba.
Ponadto istotnym zagadnieniem jest lepsze zrozumienie mechanizmu dzialania peptydow
AB 1 innych biatek, ktére zmieniaja swoja konformacje 1 odkladaja si¢
w zard6wno w rodzinnej jak i1 sporadycznej postaci tej choroby. Badania zmierzaja nie
tylko do zrozumienia patomechanizmu ich dziatania, ale przede wszystkim znalezienia
nowych obiecujacych celow dla terapii tej choroby. Iskierka nadziei na jej poprawe
przynajmniej w okoto 50% przypadkéw (sporadycznej postaci chA) bylo zatwierdzenie
przez FDA w 2021 roku, po 20 latach badan przeciwciata skierowanego przeciw
peptydom AP (aducanumab) pomimo wielu kontrowersji 1 sprzeciwéw (Dunn i wsp.,

2021; Salloway i Cummings, 2021).

Przez ostatnie dekady hipoteza kaskady amyloidowej zdominowala obszar badan
nad chA (Hardy 1 Selkoe, 2002; Walsh 1 Selkoe, 2016). Dzieki trwajagcym debatom na
temat tej hipotezy 1 w Swietle ostatnich badan klinicznych opartych na usuwaniu AP,
wcigz pojawiaja si¢ nowe dowody na poparcie tezy. Brak rownowagi miedzy produkcja
a usuwaniem peptydoéw A jest zdarzeniem inicjujacym procesy patogenne chA (Hampel
i wsp., 2021). Nieprawidtowa akumulacja  amyloidu ostatecznie prowadzi do tworzenia
blaszek starczych 1 splatkéw neurofibrylarnych, dwdch patologicznych cech
charakterystycznych w chA. Stwierdzono, Ze najbardziej toksyczng forma AP jest AP1-42
oraz jego oligomery. Liczne badania wykazaty, Ze agregaty A, zwlaszcza rozpuszczalne
oligomery, zaburzaja zaréwno funkcje, jak 1 strukture¢ synaps (Kokubo
1 wsp., 2005; Wilcox i wsp., 2011) 1 prowadzg do degeneracji neurondéw, ich obumierania
oraz uposledzenia pamigci (Selkoe 1 Hardy, 2016). Dlatego tez jedng z gtownych hipotez

nadajacej kierunek badan przedstawiony w tej rozprawie byla analiza znaczenia
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peptydow AP na wilasciwosci antyoksydacyjne komoérek i1 funkcje mitochondriow

w modelach do$wiadczalnych chA in vitro i in vivo.

Od wielu lat dyskutowana jest rowniez rola zaburzen mitochondrialnych
w rozwoju chA i innych choréb neurodegeneracyjnych (Moriera i wsp., 2010; Cai
I Tamminieni, 2016; Cabez-Opazo i wsp., 2015; Swerdlow i wsp., 2014; Swerdlow
1 wsp., 2018; Spuch i wsp., 2012). Toczy si¢ nadal ozywiona debata na temat tego, czy
dysfunkcje mitochondriow sg przyczyng, konsekwencjg czy skutkiem ubocznym zmian
patologicznych w tkance neuronalnej. Hipoteza mitochondrialna chA Iaczy sie $cisle
z hipoteza metaboliczng, ktéra w ostatnich latach przezywa renesans ze wzgledu na
wyniki badan nad metabolizmem glukozy i w cukrzycy typu Il i wykazaniem, ze choroba
ta stanowi istotne ryzyko rozwoju chA. Wiadomo, ze mitochondria oprécz dobrze
znanego udzialu w metabolizmie glukozy w cyklu Krebsa i syntezie ATP, a wigc
w procesach energetycznych sg rowniez niezbedne do regulacji innych waznych funkcji
komdrkowych takich jak synteza pirymidyn i puryn, produkcja steroidéw, synteza hemu,
regulacja bilansu azotowego poprzez cykl mocznikowy, produkcja cial ketonowych,
przetwarzanie ksenobiotykdw, rownowaga redoks i udzial w apoptozie (Lukyanova,
2019). W ostatnich latach coraz bardziej widoczna staje si¢ réoznorodno$¢ uszkodzen
mitochondriéw w chA (Ohhta 1 Ohsawa, 2006; Wilkins 1 Swerdlow, 2018). Na uwage
zwracaja dane dotyczace translokacji AP do mitochondriéw 1 jego udziat
w wigzaniu si¢ z biatkami mitochondrialnymi, aktywnymi w wytwarzaniu wolnych
rodnikéw. Ponadto istotne sa zaburzenia interakcji mitochondriow z strukturami
wewnatrzkomorkowymi np. z siateczka srodplazmatyczng, z jadrem komorki. Peptydy
AP moga wplywac 1 aktywowac mitochondrialne szlaki prowadzace do $§mierci komorek
w tkance neuronalnej. Jednak do chwili obecnej nie ma wystarczajacych danych
dotyczacych roli peptydow AP w indukcji wezesnych zmian ekspresji gendw kodujacych
biatka zaangazowane w regulacj¢ funkcji mitochondrialnych w komorkach
1 w mozgach alzheimerowskich w r6znych ich obszarach. Dlatego tez w badaniach swoja
uwage skupilam na analizie ekspresji gendéw dla biatek antyoksydacyjnych
i mitochondrialnych w trzech liniach komdrkowych poddanych dziataniu oligomeréw

AP1-42 oraz w korze mozgu myszy transgenicznych z chA, 3, 6 1 12 miesiecznych.
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W kontekscie prowadzonych badan nalezy podkresli¢, ze poznanie dynamiki
zaburzen ekspresji genow kodujacych biatka mitochondrialne w warunkach toksycznosci
peptydow AP i w chA jest bardzo istotne poniewaz moga one mie¢ fundamentalne
znaczenie w patogenezie/ patomechanizmie tej choroby. Stan funkcjonalny
mitochondriow odgrywa wazng role nie tylko w bioenergetyce komorek i tkanek, ale
rowniez w ich reakcji na rozne stresujgce czynniki. (Picone i wsp., 2020). Mitochondria
sg waznymi posrednikami w przekaznictwie sygnalow stresowych wchodzacych do
komoérki. W odpowiedzi na stres mitochondria mogg regulowaé cykl komorkowy,
interakcje miedzykomorkowe i w krytycznej sytuacji wywota¢ apoptoze (Wallace, 2005).
Pomimo, ze patogeneza i patomechanizm chA jest wcigz niepoznany, duza liczba
dowodoéw sugeruje, ze uszkodzone mitochondria prawdopodobnie odgrywaja
fundamentalng rolg w patomechanizmie i w progresji chA. Uwaza si¢, ze zdrowa pula
mitochondriow nie tylko wspiera aktywno$¢ neuronéw poprzez dostarczanie
wystarczajacej ilosci energii 1 utrzymanie innych funkcji mitochondrialnych, ale takze
chroni neurony poprzez minimalizowanie uszkodzen oksydacyjnych. Majac to wszystko
na uwadze, badanie mechanizméw zmian procesOw zachodzacych w mitochondriach
w przebiegu chA moze prowadzi¢ do wskazania nowych obiecujacych punktéw uchwytu

w terapii tej choroby (Wang i wsp., 2020).

Przedstawione w pracy wyniki dotycza wplywu toksycznosci oligomerow
peptydu Ai42 na transkrypcje gendéw kodujacych biatka mitochondrialne w trzech
liniach komorkowych. Uwzgledniono szczurze komorki PC12 pheochromocytoma
rdzenia nadnerczy pochodzenia nerwowego, ludzkie komdrki neuronalne - SH-SY5Y
oraz mysie komorki mikrogleju-BV2. Ponadto badania prowadzono roéwniez na korze
mozgowej uzyskanej z myszy transgenicznych FVB-Tg (APP LD2/B6)
z wprowadzonym genem dla APP zawierajacym mutacj¢ londynska (Thyl; APP)
Val7171le. Model ten charakteryzuje zwigkszony poziom Afi-42 i zaburzony stosunek
AP1-42/AP1-40, a takze obecnos¢ wielu typowych objawdw i cech choroby Alzheimera.
Gromadzace si¢ zlogi AP powoduja w zaawansowanym stadium uszkodzenie
mitochondriéw oraz uwalnianie wolnych rodnikéw (Moechars i wsp., 1999; Van Dorpe
i wsp., 2000).
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Z dostepnych danych literaturowych wiadomo, ze stres oksydacyjny odgrywa
istotna rol¢ w procesie starzenia oraz moze by¢ kluczowy w patomechanizmie chA. Stres
oksydacyjny jest pomostem taczacym rézne zjawiska i mechanizmy chA. Jest to proces
powodujacy uszkodzenie neuronéw 1 przebiegajacy roznymi szlakami (Bai
1 wsp., 2022). Co wigcej, wykazano rowniez, ze dysfunkcja mitochondriéw i aktywacja
mikrogleju moze wzmagac produkcje reaktywnych form tlenu (RFT), ktore nastgpnie
mMoga przyczyniac si¢ do progresji chA. W niniejszej rozprawie doktorskiej zbadano, jak
oligomery AP wplywaja na ekspresje wybranych genow zaangazowanych w obrong
antyoksydacyjna 1 funkcj¢ mitochondriow w neuronalnych komoérkach SH-SYSY oraz
w uniesmiertelnionych komorkach mikrogleju - BV2 w hodowli. W celu stwierdzenia
czy w badanych modelach komorkowych dochodzi do wzrostu produkcji wolnych
rodnikow w  obecnosci  oligomeréw ABO  przeprowadzono eksperymenty
z wykorzystaniem wskaznika fluorescencyjnego (DCF). Zaobserwowano, ze oligomery
AP1-42 znaczaco wplywaly na poziom wolnych rodnikow w komoérkach neuronalnych SH-
SYS5Y oraz PC12, ale nie miaty wptywu na poziom ROS w komorkach mikrogleju BV2
w badanych czasach inkubacji 24 godz. W przedstawionej pracy stwierdzono réwniez, ze
AP znaczaco przyczynia si¢ do obnizenia zywotnos$ci wszystkich badanych komorek.
W przypadku komorek PC12 zaobserwowano rowniez wzrost komorek apoptotycznych

zalezny od czasu inkubacji z oligomerami peptydu ABO.

W systemie obrony komorek przed stresem oksydacyjnym wazng role odgrywaja
enzymy antyoksydacyjne takie jak dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza
glutationowa (Kurtas, 2016). W przeprowadzonych badaniach stwierdzono znaczacy
ponad 4 krotny wzrost ekspresji genu kodujacego SOD2 w komoérkach BV2 poddanych
dziataniu oligomeréw Api-42 w porownaniu do komorek kontrolnych. SOD2 moze by¢
odpowiedzialny za ochrong tych komoérek przed wzrostem poziomu wolnych rodnikow,
w tej linii komorkowej poddanej dziataniu APO. Regulacja rownowagi redoks jest
niezbedna dla prawidlowej funkcji komorek, 1 uwaza si¢, ze dysfunkcja mechanizmow
lezacych u podstaw rownowagi redoks jest zaangazowana w procesy neurodegeneracji.
Chociaz pozostaje niejasne, czy stres oksydacyjny jest gtowna przyczyna, czy jedynie
konsekwencja dysfunkcji komorkowej zwigzanej z neurodegeneracja (Andersen, 2004).

Zgromadzone dane sugeruja, ze uposledzona funkcja energetyczna mitochondriow
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1 zwickszone uszkodzenie oksydacyjne mitochondriow moga by¢ wczesnymi
zaburzeniami prowadzacymi do neurodegeneracji (Beal, 1996). Nadtlenek (O?7), jeden
z istotnych RFT wytwarzany w tancuchu transportu elektronéw w mitochondriach, bierze
udzial w réznych procesach biologicznych w o$rodkowym uktadzie nerwowym (Maier
i Chan, 2002). Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD) to enzymy, ktore katalizujg konwersje
0?- do nadtlenku wodoru (H20,) i zapobiegaja tworzeniu si¢ kolejnych aktywnych
rodnikdéw w reakcji O%", np. z tlenkiem azotu (NO). Enzymy te s3 odpowiedzialne za
ochron¢ komorek i tkanek przed kaskada wolnorodnikowa RFT. Mitochondria sg
zarbwno gtownym zrédlem RFT, jak 1 gléwnym celem uszkodzenia komorek
indukowanego przez wolne rodniki. Badania od dawna pokazuja zZe stres oksydacyjny
pochodzacy od mitochondriow jest kluczowym wyzwalaczem uszkodzen neurondw i ich
Smierci charakteryzujacych chA. Poziom antyoksydantéw i aktywnos¢ SOD2 jest
obnizona w mozgach pacjentéow z chA (Omar 1 wsp., 1999). Uwaza si¢, zZe
mitochondrialny SOD2 odgrywa wazna rol¢ w obronie komorkowej przed uszkodzeniem
oksydacyjnym przez RFT. Wczeséniej wykazano, ze SOD2 i SODI sg kluczowe
w dezaktywacji rodnikéw ponadtlenkowych i tlenku azotu, zapobiegajac tworzeniu si¢
nadtlenoazotynow i dysfunkcji mitochondriow (Kirby i wsp., 2002; Lebovitz i wsp.,
1996). Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki pokazuja, ze ekspresja gendéw
kodujacych kluczowe enzymy antyoksydacyjne SOD1 i SOD2 przebiega odmiennie
w zalezno$ci od typu komorek. Ekspresja genu dla mitochondrialnego Sod2 byta prawie
czterokrotnie wyzsza po 24 godz. traktowania ABO w komorkach BV2, co moze
Swiadczy¢ o uruchomieniu mechanizméw obronnych w komorce zapobiegajac przed
wzrostem stresu oksydacyjnego o czym wspomniano powyzej. Natomiast ekspresja genu
tego enzymu w komérkach neuronalnych SH-SY5Y byta zahamowana. Uwaza sig, ze
deregulacja rownowagi redoks bierze udziat w starzeniu si¢ i patogenezie chA (Kandlur
1 wsp., 2020). Badania Saski i wsp. (2011) pokazuja, ze myszy pozbawione SOD2
wykazywaty zwigkszong ilos¢ RFT w wyniku stresu oksydacyjnego w niedotlenieniu, co

sugeruje ze SOD2 odgrywa centralng role w eliminacji RFT (Saski i wsp., 2011).

W badaniach na komodrkach PC12 stres oksydacyjny wywolany przez AP rowniez
indukuje obnizenie transkrypcji genow zaangazowanych w obrong¢ antyoksydacyjng

powodujgc zmniejszenie poziomu mRNA genow Sodl i Sod2, a takze pozostatych
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badanych genéw kodujgcych enzymy antyoksydacyjne np. Cat po 96 godz. inkubacji z
APO. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy mogg sugerowacé, ze ekspresja genu Sod2
w mikrogleju moze odpowiada¢ za stwierdzany brak zmian w poziomie RFT
w komorkach mikrogleju BV2 w warunkach toksycznosci ABO. Jednak toksyczno$¢ A
znaczgco wpltywa na zywotno$¢ wszystkich typow komorek, co sugeruje, ze rozne
mechanizmy mogg by¢ odpowiedzialne za regulacje szlaku przezycia/$mierci tych

komoérek.

Wiadomo, ze neurony sg najbardziej podatnymi komorkami na uszkodzenia
oksydacyjne, podczas gdy komorki mikrogleju i astrocyty sa znacznie bardziej odporne
(Lassmann 1 wsp., 2016). Uszkodzenia oksydacyjne sa jednym z najwcze$niejszych
1 najwazniejszych zdarzen w chA (Persson i wsp., 2014; Perry i wsp., 2002; Nunomura
1 wsp., 2001; Gella i Durany, 2009). Oligomery AP zwigkszaja poziom wolnych
rodnikow,  zmieniaja  réwnowage  miedzy  procesami  prooksydacyjnymi
1 antyoksydacyjnymi, prowadzac do zmian kinaz, prozyciowych szlakéw sygnatowych,
do uposledzenia funkcji neurondéw i zwyrodnienia synaptycznego, na ktére wskazuje
wiele badan, w tym przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej (Schmitt 1 wsp., 2012;
Cieslik 1 wsp., 2015). W konsekwencji uszkodzenia oksydacyjne wywolane przez A
moga wplywac¢ na funkcje czynnikow transkrypcyjnych i1 zmian¢ ekspresji genow,
funkcje mitochondriow 1 integralnos¢ DNA. Wolne rodniki wywotuja peknigcia
pojedynczej 1 podwdjnej nici DNA, ktore z kolei moga by¢ odpowiedzialne za
zwigkszong aktywacje PARP-1 i akumulacje poli(ADP-rybozy) (PAR) waznej czasteczki
sygnatowej, ktora bierze udziat w regulacji wielu czynnikéw transkrypcyjnych. Ponadto
PAR uczestniczy w przekazywaniu informacji pomiedzy jadrem komorkowym
a mitochondriami. PAR moze rowniez przyczynia¢ si¢ do zmian przepuszczalno$ci btony
mitochondrialnej 1 uwalniania czynnika indukujacego apoptoze (AIF) oraz doprowadzi¢
do apoptozy niezaleznej od kaspaz (Dawson 1 Dawson, 2004; Fatokun i1 wsp., 2014).
Wyniki analizy immunochemicznej przedstawione w pracy pokazuja wzrost poziomu
PAR w komorkach PC12 traktowanych A. Nalezy podkresli¢, ze PARP jest produktem
aktywnos$ci enzymatycznej PARP-1, ktéry jest waznym enzymem maszynerii
molekularnej biorgcej udziat w przebudowie chromatyny. Enzym ten reguluje replikacje,

transkrypcje 1 naprawg DNA oraz jest molekularnym regulatorem proceséw przezycia
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i $mierci komorek (Park i wsp., 2020). Liczne badania wskazuja, ze PARP-1 jest
zaangazowany w regulacje ekspresji licznych genow poprzez liczne czynniki
transkrypcyjne w tym NFxB, p53, PPARs oraz przez kilka innych mechanizméw
(Strosznajder i wsp., 2012; Luo i Kraus, 2012). PARP-1 jest uwazany jako epigenetyczny
regulator plastycznosci 1 pamigci (Zeng 1 wsp., 2016) 1 jego nadmierna aktywacja moze
odgrywa¢ wazng role w zaburzeniach poznawczych (Jacewicz i1 wsp., 2009). Coraz
wigce] dowoddéw uzyskanych w réznych modelach eksperymentalnych sugeruje, ze
nadmierny wzrost aktywnosci PARP-1 moze by¢ kluczowym elementem molekularnych
zaburzen odpowiedzialnych za patogeneze chA (Mao i1 Zhang, 2021). Nadmierna
aktywacja PARP-1 spowodowana masowym uszkodzeniem DNA moze prowadzi¢ do
wyczerpania NAD*, ktéry jest substratem dla PARPs a przede wszystkim dla PARP-1,
ktory odpowiedzialny jest w ponad 90% za procesy poli(ADP-rybo) zylacji biatek w
mdzgu. Ponadto NAD™ jest rowniez substratem Sirtuin, a wyczerpanie NAD™ prowadzi
nieuchronnie do zahamowania deacetylacji bialek katalizowanej przez Sirtuing. Dlatego
zmiany ekspresji genéw kodujacych PARP-1 i wzrost jego aktywnosci moga prowadzi¢
do zabuzren aktywnos$ci deacetylaz histonowych typu III, Sirtuin, ktérych aktywno$é
zalezy od poziomu NAD*. Uwaza sig, ze inhibitory PARP-1 sg rOwnoczes$nie najlepszymi
aktywatorami Sirtuin, w tym SIRT1 (Bai i wsp., 2011). Poprzednie badania
koncentrowaty si¢ na roli PARP-1 w $§mierci 1 przezyciu komorek w roznych warunkach
stresowych (Strosznajder 1 wsp., 2012; Strosznajder 1 wsp., 2010). Badania te wykazaty,
ze nadaktywacja PARP-1 prowadzi do $mierci komoérek neuronalnych w hipokampie,
a hamowanie PARP-1 znaczaco chroni populacje komorek neuronalnych po krotkim
niedokrwieniu mozgu, ale nie po dtugotrwatym epizodzie niedokrwienia (Strosznajder
1 wsp., 2003). W przedstawionej rozprawie doktorskiej stwierdzono, ze zahamowanie
aktywnos$ci PARP-1 przez 24 godz. w znaczacy sposob wptywa stymulujaco na ekspresje
gendw zaangazowanych w obrong¢ antyoksydacyjng zarowno w komoérkach kontrolnych
jak 1 traktowanych APO, zwigcksza poziom mRNA gendéw Sodl, Gpxl i Gpx4 oraz
wplywa znamiennie stymulujagco na transkrypcje genow kodujacych podjednostke
kompleksu I, ECT i biatka dynamiki mitochondriow w komoérkach PC12 kontrolnych
1 w obecnosci ABO zwigksza poziom mRNA gendéw kodujacych: OPA1, Mnf2 i Fis1. W
przypadku komoérek poddanych dziataniu ABO hamowanie PARP-1 zwigkszato ekspresje
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genu Sdha, kodujaca podjednostke kompleksu oddechowego II. Natomiast w badaniach
Lapucci 1 wsp. (2011) dotyczacych dziatania inhibitora PJ34 w czasie 72 godz. inkubacji
wykazano jego odmienne dziatanie. Rozbieznosci moga by¢ zwigzane
z czasem hamowania PARP-1 (24 godz. w naszym badaniu versus 72 godz. opisanych
przez Lappuciego 1 wspolpracownikow). Jednak inne badanie wykazalo, ze
farmakologiczne hamowanie PARP-1 réwniez w czasie 72 godz. poprawia stan
bioenergetyczny mitochondriow (Felici i wsp., 2014; Felici i wsp., 2015). Badania
Martire i wspoOlpracownikéw (2016) pokazuja, ze aktywacja PARP-1 wplywa na
dysfunkcj¢ mitochondriow u transgenicznych myszy z chorobg Alzheimera oraz
w komorkach traktowanych peptydami AP. Aktywacja PARP-1 w tych warunkach
doswiadczalnych przyczynia si¢ do deficytu bioenergetyki poprzez zmniejszenie
poziomu oksydazy cytochromu C (IV), zuzycia tlenu prowadzacego do istotnych zmian
potencjalu blony mitochondrialnej (MMP) oraz wpltywa na modulacje szlaku
glikolitycznego poprzez aktywacj¢ kinazy pirogronianowej 2. Inhibitor PARP-1
wywieral tutaj dzialanie cytoochronne (Martire i wsp., 2016).

W przypadku naszych badan w stosowanych warunkach doswiadczalnych, ABO
znaczgco obnizyt zywotnos¢ komorek PC12, a zastosowanie inhibitora PARP, (PJ34) nie
chronito komorek przed wzrostem produkcji RFT 1 nie miatlo wplywu na Zywotnos¢
komorek poddanych dziatania peptydow APO przez 24 godz. Natomiast PJ34 obnizat
zywotno$¢ komorek PC12 po 96 godz. inkubacji i dlatego nie byl stosowany juz
w kolejnych doswiadczeniach dotyczacych transkrypcji gendw w komorkach PC12
poddanych dziataniu peptydow APO przez 96 godz. Stosowanie inhibitorow wymaga
szczegolne] uwagi 1 ostroznosci przy doborze st¢zen i czasu dziatania. Przedstawione
W niniejszej pracy badania wskazuja, ze hamowanie PARP-1 przez PJ34 aktywuje
ekspresje genow zaangazowanych w obrone antyoksydacyjng i regulacje dynamiki
mitochondriéw (rozszczepienie/fuzja). W opisanych badaniach nasze dane sugeruja, ze
stres oksydacyjny wywotany przez ABO (24 godziny) moze indukowaé zmiany
w ekspresji genéw kodujacych biatka mitochondrialne i zaangazowane w obrong
antyoksydacyjna oraz w rozszczepienie i fuzje. W przeprowadzonych badaniach na
komorkach PC12 wykazano, ze w wyniku 96 godz. inkubacji z peptydami ABO dochodzi
do obnizenia transkrypcji genéow (Opal, Mfn2, Dnml, Fisl) kodujacych biatka
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zaangazowane w procesie rozszczepienia i fuzji mitochondridéw. Wyniki $wiadczg, ze
efekt toksyczno$¢ APO zalezy $cisSle od czasu dzialania. Ponadto uzyskane dane
wskazuja na szczegdlng wrazliwosci gendow zaangazowanych w proces transkrypcji

biatek dynamiki mitochondridéw na toksycznos¢ ABO (w komoérkach PC12).

W badaniach na innych liniach komérkowych zaobserwowano, ze w przypadku
komoérek BV2 ABO w czasie 24 godz. powoduje obnizenie genu Mfn2 i pozostaje bez
wplywu na pozostate biatka dynamiki mitochondrialnej. Stwierdzono takze, ze ABO
w komorkach neuronalnych (SH-SY5Y i PC12), nie wywiera istotnego wplywu na
badane biatka zaangazowane w procesy rozszczepienia i fuzji mitochondriow w czasie

24 godzin.

Ponadto wyniki badan dotyczace toksycznosci peptydow AP wskazujg na nizsza
ekspresje genu badanych podjednostek kompleksu I (mt-Nd1) i Il (Sdha) ETC
w komorkach mikrogleju BV2 traktowanych ABO. Istotne zmiany zaobserwowano po
krotkotrwatej inkubacji (24 godziny). Natomiast istotna aktywacja ekspresji genu Sod2
w komoérkach BV2 moze sugerowad, ze jest to element mechanizmu chronigcego
mitochondria przed RFT generowanymi przez toksycznosci APO. Analiza ekspres;ji
gendw podjednostek ETC w komorkach SH-SYSY wykazata nizszy poziom mRNA dla
podjednostki kompleksu Il (Sdha) po 24 godz. traktowania ABO. Na uwage zashuguje
brak zmian ekspresji genow dla podjednostki IV kompleksu ETC oraz brak wptywu APO
na aktywnos$¢ oksydazy cytochromu C w badanych liniach komoérkowych. Uzyskane
wyniki moga Swiadczy¢ o udziale tego genu w dazeniu do utrzymywania funkcji ETC po

24 godz. inkubacji z ABO, pomimo stwierdzanej obnizonej zywotno$ci komorek.

Aktywnos$¢ oksydazy cytochromu C w komorkach BV2 byla trzykrotnie wyzsza
w porownaniu do aktywnos$ci tego enzymu w komorkach SH-SY5Y. Poprzednie dane
wykazaly, ze kompleks IV jest zmieniony w mozgach z chA. Stwierdzono, ze aktywno$¢
oksydazy cytochromu C (COX) jest istotnie obnizona w mozgach autopsyjnych
uzyskanych od pacjentow z zaawansowang chA w poréwnaniu do wartosci kontrolnych
(wiekowo odpowiednich) uzyskanych w badaniach mo6zgow post mortem od 0sob
zdrowych (Mosconii wsp., 2011). Badania in vitro wykazaty z kolei, ze hamujacy wplyw
AB1-42 na aktywnos¢ COX jest zalezny od obecnosci jonéw Cu?* (Crouch i wsp., 2006;
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Crouch 1 wsp., 2005). Efekt ten wydaje si¢ by¢ specyficzny dla jonow miedzi, poniewaz
nie zaobserwowano go w obecnosci Fe?* i Zn?*. Zalezne od miedzi hamowanie COX
przez APi-42 Wymaga zredukowania metioniny-35 i wydaje si¢ by¢ zalezne od zdolnos$ci

AP do wigzania i redukcji Cu?*.

Kolejne moje doswiadczenia prowadzone na mysim modelu choroby Alzheimera
pokazaty znaczace zmiany w ekspresji gendw kodujacych enzymy zaangazowane
w obrong antyoksydacyjng 1 dynamike mitochondriow w korze mozgowej myszy (APP+)
w poréwnaniu z myszami kontrolnymi bez transgenu (APP-, wiekowo odpowiednimi).
Najistotniejsze przedstawione w tej pracy zmiany dotycza ekspresji genéw kodujacych
Sirtl i PARP-1, enzyméw zaleznych od NAD, ktore obecne sg gltoéwnie w jadrze
komorkowym, ale rowniez zlokalizowane w mitochondriach. Sirtuiny i PARP-1
wykorzystujg NAD™ jako substrat i zaproponowano, ze inhibitory PARP sg najlepszymi
aktywatorami Sirtuin (Bai i wsp., 2011). W mysim modelu chA stwierdzono zmiany
ekspresji genu kodujacego PARP-1, obnizenie u 3 M i wickszy wzrost poziomu mRNA
w korze myszy transgenicznych- 6 M z chA, natomiast transkrypcja genu dla pozostatych
dwoch PARPs zwigzanych z DNA czyli PARP-2 i PARP-3 nie ulegata zmianie.
Stwierdzony zmiany t ekspresji genu kodujacego PARP-1 moga w istotny sposob
modyfikowaé funkcje tego enzymu w tym jego udzial w procesach naprawy DNA.
Nalezy jeszcze raz podkresli¢, ze PARP-1 w mdzgu jest odpowiedzialny istotnie za
proces poli (ADP) rybozylacji biatek i za epigenetyczne modyfikacje. Dla obu rodzin
enzymow (18 enzymoéw PARPs i 7 enzymOw Sirtuin) NAD syntetyzowany
w mitochondriach jest substratem, wobec tego dodatkowo ma to istotny wplyw na

energetyke komorki (bowiem synteza 1 czasteczki NAD wymaga 3 czasteczek ATP).

Przedstawione tutaj badania wykazaly znaczace obnizenie ekspresji gendéw dla
Sirtl u 3 i 12 miesigcznych myszy transgenicznych. Poniewaz SIRT1 jest najlepiej
zbadanym 1 najwazniejszym cztonkiem z rodziny Sirtuin, obnizenie poziomu transkrypcji
tego enzymu we wczesnych stadiach chA moze odgrywa¢ wazng rolg
w progresji patologii chA (Jesko i wsp., 2017; Jesko 1 Strosznajder, 2016). Obnizenie to
moze prowadzi¢ do zaburzen homeostazy pomiedzy nieamyloidogennym szlakiem

degradacji APP poprzez sekretaze-o a amyloidogennym szlakiem zaleznym od dziatania
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sekretazy-P, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do nadmiernego uwalniania peptydow
AP (Jesko 1 wsp., 2017). W ostatnich 2 dziesigcioleciach opublikowano wiele badan
dotyczacych Sirtuiny 3 zlokalizowanej w mitochondriach i jej roli w procesie starzenia
si¢ 1 neurodegeneracji (Kincaid i wsp., 2013; Bell i wsp., 2011). Obie Sirtuiny, SIRT1
i SIRT3 kontrolujg funkcje mitochondriow i enzymy antyoksydacyjne poprzez
deacetylacje np. SOD2, Gpx, PGC-1a (Kincaid i wsp., 2013; Jesko i Strosznajder, 2016;
Jesko 1 wsp., 2017). Szlak NAD/Sirtuina wptywa réwniez na dtugo$¢ zycia i sugeruje sig,
ze aktywacja Sirtuin z wyjatkiem Sirtuiny 2, moze chroni¢ mézg przed neurodegeneracja
(Jesko 1 wsp., 2017; Jiang 1 wsp., 2014; Polito 1 Albani, 2017; Van Bulck i wsp., 2019).
Rowniez poprzednie wyniki wykazaty, ze inhibitor PARP-1 wzmaga ekspresje Sirtl,
Sirtd i Sirt6 w komorkach kontrolnych oraz Sirtl réwniez w warunkach toksycznosci
ABO (Wencel i wsp., 2018). Hamowanie PARP-1 moze bowiem wywiera¢ dzialanie
cytoochronne poprzez aktywacj¢ ekspresji Sirtl i Sirt6 (Wencel i wsp., 2018).
Stosunkowo mato wiemy o roli SIRT4 i SIRTS pozostatych dwoch z posrod trzech
mitochondrialnych Sirtuin w procesie starzenia i w chA. OdpowiedZ mitochondriéw na
stres oraz rola SIRTs i PARPs fakt, ze nie jest w petni wyjasniona do chwili obecne;.
Ostatnie badania wskazuja na istotne znaczenie kompleksowej odpowiedzi
mitochondriow na stres okreslanej jako mitochondrialna odpowiedZ zintegrowana na
stres mitoISR (ang. mitochondrial integrated stress response, ISR), ktéra jest sktadowa
bardziej catosciowej zintegrowanej odpowiedzi komorki na stres. Odpowiedz ta z kolei
wymaga udziatu interakcji wielu enzymow 1 czynnikdw transkrypeyjnych regulujacych
odpowiedZ mitochondriow (Kaspar 1 wsp., 2021). Te zlozone procesy wykraczaja
znacznie poza zakres prezentowanych badan, ale powinny by¢ pomocne w ocenie
skomplikowanej odpowiedzi mitochondriow na stres w tym rowniez w przebiegu chA.
Niemniej jednak niezaleznie od ztoZzonosci procesu odpowiedzi na stres bardzo wazne
jest poznanie dynamiki zmian transkrypcji genow zaangazowanych w obrong
antyoksydacyjna i funkcje mitochondriéw we wczesnych stadiach chA w korze mozgu
1 innych czgsciach mézgu. Dalsze intensywne badania prowadzone sa w celu odpowiedzi
jakiej natury sa zachodzace zmiany i ktére z nich moga by¢ pierwotne a ktore sa
konsekwencja innych zjawisk. Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki badan maja

na celu podjecie proby odpowiedzi na to pytanie.
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Funkcjonowanie mézgu w sposob krytyczny opiera si¢ na syntezie ATP przez
kompleksy oddechowe w ETC w mitochondriach. W niniejszym badaniu transkrypcja
genoéw kodujacych podjednostki kompleksow oddechowych zaangazowanych w ETC
w korze mozgu myszy z chA byla, obnizona, ale w zadnym przypadku nie osiagne¢ta
znamiennosSci statystycznej z jednym wyjatkiem znacznego podwyzszenia ekspresji genu
kodujacego podjednostke kompleksu IV (mt-COl1), prawdopodobnie w wyniku
mechanizmu kompensacyjnego dla zmian we wszystkich pozostatych kompleksach,
a takze w reakcji na obnizony poziom immunoreaktywnos$ci biatka podjednostki COX 11
kompleksu IV stwierdzony w korze moézgowej myszy z chA pordéwnaniu
z kontrolami. W mozgu pacjentow z chA (badanych post mortem) zaobserwowano
obnizenie aktywnos$ci oksydazy cytochromu C. Nalezy jednak podkresli¢, ze dotyczy to
p6znych zaawansowanych etapow choroby (Mauer i wsp., 2000). Poniewaz wykazano,
ze peptydy AP maja zarbwno pozytywny jak 1 negatywny wptyw na poziom produkcji
RFT w chA, doglebne poznanie zjawisk molekularnych odpowiedzialnych za zaburzenia
ekspresji genow kodujacych biatka mitochondrialne jest kluczem do zrozumienia
rozwoju zmian patologicznych w tej chorobie. Pomimo wielu badan w dalszym ciggu

wyjasnienia wymagaja mechanizmy dzialania oligomeréw peptydow APao.

Nieodtgcznie ze stresem oksydacyjnym wywotanym przez peptydy ABO tacza si¢
zaburzenia aktywno$ci PARP-1, Sirtuin 1 obnizona funkcja enzymdw antyoksydacyjnych
oraz nieprawidtowa dynamika mitochondrialna w chA (Wang i wsp., 2020). Zjawiska te
moga leze¢ u podtoza poczatkowej fazy chA, ktora rozpoczyna si¢ na lata przed
pojawieniem si¢ blaszek AP 1 deficytow poznawczych (Styr 1 Slutsky, 2018). Ostatnie
badania sugeruja, ze dysfunkcja mitochondriow (Wang 1 wsp., 2020) oraz nieprawidiowa
transmisja synaptyczna (Hardy i Selkoe, 2002; Styr i Slutsky, 2018) wystepuja we
wczesnym stadium choroby 1 wyprzedzaja pojawienie si¢ nieprawidtowosci
histopatologicznych lub klinicznych. Dlatego identyfikacja wczesnych zmian
mitochondrialnych i synaptycznych w prodromalnej/wczesnej fazie chA ma ogromne
znaczenie dla opracowania lepszych narzedzi diagnostycznych i skuteczniejszych
interwencji terapeutycznych. Duza uwage przywigzuje si¢ do badan dynamiki
mitochondridéw 1 jej znaczenia w patomechanizmie chA. Dane sugerujg si¢, ze zmiany

organizacji sieci mitochondrialnej moga przyczyni¢ si¢ do powstawania
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1 rozwoju tej choroby (Burte i wsp., 2015). Wykazano, ze zaburzenia réwnowagi
pomiedzy procesami fuzji i fragmentacji (rozszczepienia) mitochondriow wptywajg na
niewlasciwg organizacje¢ sieci mitochondrialnej i moga by¢ przyczyng licznych zaburzen
metabolicznych w chA. Dokladna rownowaga migdzy procesem fuzji i rozszczepienia
jest utrzymywana przez mitochondrialne biatka btonowe, GTPazy, takie jak OPAl
i Mfn1/2. Mutacje w tych biatkach prowadza do wadliwej sieci mitochondrialnej,
powodujac liczne zaburzenia bioenergetyki, zakldocong kontrole jakosci biatek oraz
proliferacji mitochondriow (Burte i wsp., 2015). Wiele wspolczesnych badan wskazuje,
ze obserwowane w chA zaburzenia metabolizmu biatka APP moga by¢ odpowiedzialne
za dysfunkcj¢ mitochondriow, w szczegdlnosci ich fuzji 1 rozszczepienia (Lee 1 wsp.,
2022; Lopez Sanchez i wsp., 2019). Zgodnie z danymi literaturowymi zaburzenie
metabolizmu energetycznego poprzedza Kkliniczny poczatek chA, a dysfunkcja
mitochondridw zostala uznana za wczesng 1 znaczaca ceche choroby (Swerdlow, 2018;
Wang i wsp., 2014), co sugeruje kluczowa ich role w patogenezie chA. Dlatego tez
niniejsza rozprawa doktorska ma na celu analiz¢ ekspresji gendw dla biatek
mitochondrialnych w warunkach toksycznosci APOi42 w trzech réznych liniach
komoérkowych oraz w korze mézgu myszy transgenicznych, aby lepiej zrozumieé
mechanizmy molekularne lezace u podstaw dysfunkcji mitochondriow w chA

1 wskaza¢ nowe cele dla przysztego rozwoju terapii.

Zaobserwowane w naszych badaniach  zaburzenia funkcji  mitochondriow
w wyniku zwigkszonego metabolizmu biatka APP w mozgach myszy transgenicznych
w r6znych przedziatach wiekowych wykazalo, Ze istotne zmiany w zaburzeniach
dynamiki mitochondrialnej dotycza szczegdlnie poczatkowej fazy choroby.
W przeprowadzonych dos$wiadczeniach zaprezentowanych w naszych badaniach
zaobserwowaliSmy aktywacje ekspresji genu Fisl u 3 i 6 miesiecznych myszy z chA
i wzrost ekspresji genu kodujacego Drpl w korze myszy 6 M z chA. Z kolei w przypadku
myszy 12 M stwierdzono obnizong ekspresje genu Mfnl. Wyniki te koresponduja z
badaniami na komorkach neuronalnych uzyskanych z transgenicznego (Tg2576) mysiego
modelu chA, gdzie poziom genu i biatka Fisl sg istotnie podwyzszone, natomiast poziom
genu Mfnl byly obnizone (Calkins i wsp., 2011). W przeprowadzonych do$wiadczeniach

wykazano réwniez zwigkszenie ekspresji genow kodujacych biatko OPA1, biorgcego
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udziat w fuzji mitochondriow u 3 M i 6 M myszy z chA. Podwyzszony poziom mRNA
genu kodujagcego OPA1 w naszych badaniach moze sugerowac aktywacj¢ procesu
kompensacyjnego lub ochronnego. Bowiem jak pokazaly inne doniesienia literaturowe
ekspresja genu OPA1 jest niezbedna aby chroni¢ komorki przed apoptoza. Badania
poprzednich lat pokazuja, ze nadekspresja genu OPAl zapobiega rozszczepieniu
mitochondriéw 1 chroni komorki przed $miercig apoptotyczng zachodzaca na szlaku
mitochondrialnym, ale nie przed apoptoza indukowang przez szlak receptorowo zalezny
(Frezza i wsp., 2006). Jednak badania ukazuja réwniez, ze OPA1 wymaga Mfnl a nie
Mfn2 do zainicjowania fuzji mitochondrialnej. W naszych badaniach jak wspomniano
powyzej podwyzszone poziomy ekspresji genu OPAl moga $wiadczy¢, ze komorki
starajg si¢ dostosowac¢ do obnizonej transkrypcji genow kodujacych biatka fuzyjne w tym
Mfnl. Réwniez jak pokazujg badania in vitro, w ktorych zastosowano komorki M17 lub
Na2 z nadekspresja prekursora peptydu AP typu dzikiego (APPP) lub zawierajacego
mutacje¢ szwedzka (APPPsw), zwigkszona akumulacja AP powodowala obnizenie
poziomu ekspresji genu Mfnl, Mfn2 oraz OPAL, podczas gdy poziom ekspresji genu Fisl
ulegt  zwiekszeniu, czemu  towarzyszyla  fragmentacja  mitochondriow
i zmniejszenie ich liczby (Wang i wsp., 2008a; Park i wsp., 2015). Te przedstawione
wyniki sugeruja zaburzenie CzyroOwnowagi migdzy procesem rozszczepienia 1 fuzji
mitochondriow.

W przedstawionym manuskrypcie pracy doktorskiej wykazano rowniez podwyzszony
poziom ekspresji genu Dnm1 w korze mézgowej 6 M myszy z chA, bez zmian ekspresji
w przypadku 3 1 12 miesigcznych. Te rozbiezno$ci w poziomach mRNA genu kodujacego
Drpl w roznym wieku moge by¢é rdwniez zalezne od plci  zwierzat
1 modyfikacji funkcji licznych czynnikow w tym transkrypcyjnych w ré6znym wieku.
Podobne wyniki uzyskane zostaty w mitochondriach z kory mézgu myszy 3xTg, 2 i 6
miesiecznych, gdzie zaobserwowano podwyzszony poziom Drpl u samic (Wang i wsp.,
2008a). Pomimo rozbieznosci w zmianach pozioméw mRNA dla Drp1, badania sugeruja,
ze wzrost ekspresji genu Dnm1l i Fisl moze prowadzi¢ do wzmozonego rozszczepienia
mitochondriow i moze by¢ zaangazowany w dysfunkcj¢ neurondw w chorobie
Alzheimera. Ponadto wykazano wspolng lokalizacje Drpli AP, zwickszone poziomy

ekspresji genu Dnml oraz obnizone poziomy mitochondrialnych biatek fuzyjnych
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w moézgach autopsyjnych z chA (Manczak i wsp., 2011). Jednak inne badania
demonstrowaty obnizony poziom biatka Drpl, OPA1l, Mfnl i Mfn2 oraz znaczgco
podwyzszony poziom biatka Fis1 w mézgu w chorobie Alzheimera (Wang i wsp., 2009a,
2009b). Natomiast badania Huang i wspolpracownikow (2011) pokazaty, ze Drpl moze
wchodzi¢ w interakcje z Mfn2 na powierzchni mitochondriéw, a nadekspresja genu
Dnml moze utatwia¢ fuzje mitochondriow w komorkach z niedoborem Mfn2 lub Mfn1,
co wskazuje, ze Drpl moze uczestniczy¢ nie tylko w rozszczepieniu, ale takze w fuzji
mitochondriow (Huang i wsp., 2011). Z Kkolei wyniki badan Anand i wsp. (2014)
dostarczaja dodatkowych danych dotyczacych zakldcenia pomigdzy mechanizmami
rozszczepienia i fuzji mitochondriow w wyniku dziatania dtugich i krétkich form OPAT.
Stwierdzono, ze krotkie formy OPAl wywotuja fragmentacje mitochondriow
i kolokalizuja si¢ z biatkami biorgcymi udziat w rozszczepieniu, co z kolei sugeruje, ze
metabolizm biatka OPA 1 moze regulowac rOwnowage pomiedzy rozszczepieniem a fuzja

mitochondriow (Anand i wsp., 2014).

W naszych badaniach pokazujemy, ze najwigksze zmiany dotyczg wzrostu
ekspresji genu kodujacego Fisl, bioracego udzial w fragmentacji mitochondriow
w poczatkowej fazie choroby, a tylko nieznaczny jest udzial Drpl. Badania te wskazuja,
ze by¢ moze to nie Drpl jest odpowiedzialne za nadmierng fragmentacj¢ mitochondriow,
ale Fisl. Do podobnego wniosku doszli autorzy badania pokazujacego, ze nadekspresja
genu Fisl moze wywotac rozlegla fragmentacje¢ mitochondriow, nawet przy braku zmian
poziomu Drp1 lub innego czlonka z rodziny zwigzanego z dynaming 2 (Dyn2) (Yu i wsp.,
2019). Wskazuje to, ze Drpl / Dyn2 moze by¢ w duzej mierze zbedne w przypadku
fragmentacji mitochondriow indukowanej przez Fisl. Istnienie zaleznych od Fisl, ale
niezaleznych od Drpl / Dyn2 szlakéw rozszczepienia mitochondriow u ssakow. Fisl
bowiem silnie oddziatluje z pro-fuzyjnymi GTPazami Mfnl, Mfn2 i OPA1 na poziomach
endogennych, co potwierdza przypuszczenia, ze Fisl moze regulowa¢ dynamike
mitochondridw poprzez wplyw na procesy fuzji (Yuiwsp., 2019). Zgodnie z tg koncepcja
Fisl zmniejsza aktywno$¢ GTPazy Mfnl, Mfn2. Nadekspresja Fisl zmniejsza fuzje
mitochondrialng, podczas gdy zahamowanie Fisl nasila wymian¢ zawarto$ci macierzy
miedzy mitochondriami, niezaleznie od tego, czy Drpl jest obecny czy nie w komorkach.

Niniejsza praca wykazuje istotne zmiany poziomu mRNA dla Fisl, ktory moze brac¢
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udziat w dwukierunkowej regulacji rozszczepienia mitochondriow 1 bialek
odpowiedzialnych za fuzje. Fis1, znany jako czynnik rozszczepiajacy mitochondria moze
by¢ rozpatrywany rowniez jako bialko hamujace fuzj¢ mitochondrialng. Ponadto
zaobserwowano, ze Fisl moze zmienia¢ si¢ w réznych modelach chA, zar6wno, gdy
stwierdzono wzrost poziomu dla Dnm1 (Kandimalla i wsp., 2018; Manczak i wsp., 2018),
jak rowniez w przypadku gdy dochodzito do zmniejszenia poziomu Dnm1 (Wang i wsp.,
2008a; Wang i wsp., 2009a, 2009b). Brak zmian w poziomach mRNA Dnml w 3 i 12
miesigcznych myszach transgenicznych z chA 1 nieznaczny wzrost poziomu
immunoreaktywnosci biatka Drpl u 12 myszy z chA moze sugerowac ze biatko to na
badanym etapie chA u myszy nie jest zaangazowane aktywnie w proces dynamiki
mitochondridow. Znaczenie moze mie¢ potranslacyjna modyfikacja Drpl, ktéra
W pewnym stopniu moze wyjasni¢ te sprzeczne wyniki. Modyfikacja potranslacyjna jest
kluczowa w dziataniu Drpl. S-nitrozylacja to kowalencyjne wigzanie grupy tlenku azotu
z tiolem cysteiny w celu utworzenia S-nitrozotiolu (SNO), moze mie¢ szczegbdlne
znaczenie w chA. Tlenek azotu (NO) jest wytwarzany w odpowiedzi na peptydy AP, co
prowadzi do s-nitrozylacji Drpl (SNO-Drpl). Proces ten powoduje zwigkszone
rozszczepienie mitochondridw, utrate synaps i uszkodzenie neuronéw w pierwotnych
hodowlach neuronéw szczuréw (Barsoum i wsp., 2006), jak i w tkance mézgowej 0s6b
z chA w badaniach po$smiertnych (Cho 1 wsp., 2009). Wyniki te pokazaty dodatkowo, ze
w moézgach pacjentow z chA dotyczace Drpl, zapobieganie nitrozylacji tagodzi
uszkodzenia neuronéw. Jednak inni badacze odkryli, Ze s-nitrozylacja nie ma wptywu na
aktywno$¢ Drpl, a SNO-Drpl nie ro6zni si¢ znaczagco w chA w poréwnaniu z grupa

kontrolng (Bossy 1 wsp., 2010).

Biogeneza mitochondrialna jest rowniez zmieniona w chA. W naszych badaniach
przeanalizowaliSmy zalezne od wieku zmiany transkrypcji genéw biorgcych udziat
w biogenezie mitochondriow w korze mozgu myszy transgenicznych z chA. Badania
wykazaty obnizenie ekpresji genu kodujacego PGC-1la (koaktywator gamma receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysomow la), ktory jest gtdwnym regulatorem
biogenezy mitochondriow u 12 M myszy transgenicznych z chA. Rownocze$nie
stwierdzono obnizenie poziomu immunoreaktywnosci biatka PGC-1a. Obnizeniu ulega

rowniez ekspresja genu PPAR-a. Wyniki moga sugerowaé zmniejszenie zdolnosci
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komorek do tworzenia nowych mitochondriow w tym modelu chA. Dane te sg zgodne
z innymi pracami, ktore przedstawiajg zmiany w ekspresji genu Ppargcl w mozgu
pacjentdw z chA i w zwierzgcych modelach chA. Poziom biatka PGC-1a byt obnizony
w mozgach mysiego modelu Tg2576 (z nadekspresja APP z mutacja szwedzka) (Qin
i wsp., 2009; Wang i wsp., 2021). Z danych literaturowych wynika, ze nadekspresja genu
Ppargcl chroni komdrki nerwowe w hodowli przed stresem oksydacyjnym (St-Pierre
1 wsp., 2006) oraz zwigksza tworzenie i utrzymanie kolcow dendrytycznych w neuronach
hipokampa (Cheng i wsp., 2012). Obnizenie ekspresji tego waznego czynnika wplywa na
zwigkszenie poziomu RFT w komoérkach 1 moze prowadzi¢ do zmian molekularnych
odpowiedzialnych za starzenie komorki. Z kolei obnizenie poziomu mRNA dla genu
PPAR-a moze w konsekwencji modulowa¢ metabolizm APP poprzez szlak
amyloidogenny i doprowadza¢ do zwigkszonego uwalniania/akumulacji A w mozgu
(Corbett 1 wsp., 2015). Mozna sugerowac, ze peptydy AP uwalniane w nadmiernej ilosci
w korze moézgu myszy 12 M z chA moga by¢ odpowiedzialne za obserwowane
w prezentowanych danych obnizenie poziomu mRNA genu kodujacego PPAR-a i PGC-
la. Opisane zjawiska molekularne mogg zamyka¢ bltedne koto zdarzen patologicznych

w chA.

Kolejnym biatkiem biorgcym udziat w biogenezeie mitochondriow jest
mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (TFAM), ktéry odpowiedzialny jest za
biosyntez¢ mtDNA (Miranda i wsp., 2022). Liczne doniesienia literaturowe wskazuja, ze
w chA i w innych chorobach neurodegeneracyjnych, zmniejszona jest liczba kopii
mtDNA (Filograna i wsp., 2021; Klein i wsp., 2021). Zjawisko to koreluje
z zaburzeniami funkcji poznawczych (Andrews 1 Goate, 2020). Dane te sugeruja, ze
zachowanie liczby kopii genomu mitochondrialnego 1 integralnosci jego sekwencji moze
odgrywac kluczowa rol¢ w utrzymaniu poziomu ATP i zachowaniu Zywotno$ci komorek
w warunkach stresu. W niniejszej rozprawie pokazano, ze ekspresja genu Tfam — biatka
kodowanego w  jadrze komorkowym, ktore odgrywa zasadnicza rolg
w metabolizmie mtDNA, w poczatkowym etapie (3 1 6 miesigcznych myszy
z nadekspresja APP) jest istotnie podwyzszona. Wyniki $wiadczy¢ moga, ze
podwyzszona transkrypcja genu Tfam moze zwigksza¢ liczbe mtDNA koordynujac tym

samym biogeneze mitochondrialng, pelnigc jednoczesnie funkcje obronng w stosunku do
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obnizonego poziomu ekspresji genu Ppargcl oraz PPAR-a. Wzrost ekspresji tego genu
moze wptywac na utrzymanie stabilno$ci genomu mitochondrialnego w warunkach stresu
i sugerowaé jego udzial w mechanizmach obronnych przed nadmiernym stresem
oksydacyjnym (Miranda i wsp., 2022). Zgodnie z tymi obserwacjami, poprzednie prace
opisywaty ochronny wptyw nadekspresji TFAM w komodrkach poddanych dziataniu
peptydow AP (Xu i wsp, 2009). Wzrost ekspresji genu Tfam, poprzez utrzymanie
poziomu mtDNA, chronit komoérki SH-SY5Y transfekowane ludzkim genem APP z
mutacja szwedzka przed stresem oksydacyjnym wywolanym zwigkszonym uwalnianiem
APB. Ponadto chronit przed obniZzeniem poziomu aktywnosci oksydazy cytochromu C,

enzymu IV kompleksu ETC w tych komérkach (Xu i wsp., 2009).

Liczne badania wykazaly, ze pod wplywem stresu oksydacyjnego komorki
moézgowe dostosowuja swoj metabolizm 1 ekspresje genéw, aby utrzyma¢ homeostazg
redoks poprzez aktywacj¢ Nrf2 i innych szlakéw odpowiedzi na stres (Yang i wsp., 2015;
Cuadrado i wsp., 2018). Powszechnie wiadomo, ze Nrf2 przemieszcza si¢ do jadra po
aktywacji przez stres oksydacyjny, gdzie wigze si¢ z elementem odpowiedzi
antyoksydacyjnej (ARE) w promotorze kilku gendéw kodujacych takie enzymy jak:
SOD1, transferazy glutationowe, ligaza glutaminianowo-cysteinowa i oksygenaza
hemowa-1 (HO-1). Wykazano, ze nadekspresja genu Nrf2 ma dzialanie cytoochronne,
podczas gdy wyciszenie genu Nrf2 zwigksza wrazliwo$¢ na stres (Davies 1 wsp., 2021;
He 1 wsp., 2020). W niniejszej rozprawie doktorskiej zaobserwowano rowniez
podwyzszone poziomy ekspresji gendw takich jak: Nrfl, Nrf2 w poczatkowe] fazie
choroby. Kodowane przez te geny czynniki transkrypcyjne biorg istotny udziat
w biogenezie mitochondriow 1 w stresie oksydacyjnym oraz w wielu innych waznych
procesach molekularnych zaangazowanych w regulacj¢ plastyczno$ci synaptycznej
1 pamigci (Davies 1 wsp., 2021). Przedstawione dane rowniez mogg sugerowac, ze NRF2
chroni mitochondria przed zaburzeniami u myszy 3 miesi¢cznych a jego obnizony
poziom ekspresji u 6 1 12 miesiecznych myszy z mutacjg londynska moze swiadczy¢
o postepie choroby i dalszym zaburzeniu szlakéw przekaznictwa zaleznych of NRF2.
Z kolei w dos$wiadczeniach z muszkami owocowymi wykazano, Zze umiarkowana
aktywacja genu Nrf2 wydluzata Zzycie. Natomiast utrzymujaca si¢ diugotrwata
hiperaktywacja Nrf2 znacznie skracala dlugo$¢ zycia u dorostych muszek
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1 prowadzita do wzrostu ich $miertelnosci w stadium larwalnym (Tsakiri 1 wsp., 2013).
Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie moga sugerowac, ze obnizony poziom
ekspresji genu Nrf2 ma niekorzystne dziatanie na stan fizjologiczny mitochondriow,

biogeneze i funkcje mitochondriow.

Kolejne wyniki uzyskane w rozprawie pokazuja, ze ekspresje gendéw dla
podjednostek tancucha transportu elektroné6w s3 obnizone nieznamiennie w modelu
zwierzecym chA z wyjatkiem wzrostu poziomu mRNA dla podjednostki IV kompleksu
(mt-CO1) oksydazy cytochromu C u 6 M. Ten wzrost ekspresji genu dla COX1 oraz
wzrost niewielki wzrost aktywno$§¢ COX u 12 M myszy z chA, ktéry obserwujemy
w naszych badaniach moze $wiadczy¢ o uruchomieniu mechanizmow zabezpieczajacych
utrzymanie poziomu ATP w komorce. Natomiast badania przeprowadzone przez Bosetti
1 wsp. (2002) oraz Mastroeni i wsp. (2017) wykazany obnizenie aktywnos$ci tego enzymu
post mortem w mozgach pacjentow w zaawansowanym stadium choroby Alzheimera.
Rozbieznosci w uzyskanych wynikach mozna wytlumaczy¢ réznymi warunkami

towarzyszacymi przygotowaniu materiatu do oznaczen aktywnosci.

Nasze badania demonstruja obnizony poziom immunoreaktywnosci biatka, jednej
z wielu podjednostek oksydazy cytochoromu C (COX2) kompleksu IV. Istnieje wiele
podjednostek dla kompleksu IV cytochromu C oksydazy. U ssakow COX sktada si¢ z 13
podjednostek (Kadenbach 1 wsp., 2015; Soto 1 wsp., 2012), z czego 3 podjednostki sa
kodowane przez genom mitochondrialny (COX1, COX2 1 COX3) 1 s3 rdzeniem
katalitycznym COX, podczas gdy pozostate 10 podjednostek (COX4, COX5a, COX5b,
COX6a, COX6b, COX6c, COX7a, COX7b, COX7c 1 COXS8) sa kodowane genom
jadrowy i sa podjednostkami strukturalnymi otaczajacymi rdzen katalityczny (Kadenbach
1 wsp., 2015; Soto i wsp., 2012). Ze wzgledu na ztozong budowe COX trudno na
podstawie zmian poziomu jednej z podjednostek ocenia¢ poziom biatka catego enzymu

w badanym modelu chA.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze do chwili obecnej rola oligomerdéw peptydu
A4z w zaburzeniach transkrypcji gendw kodujacych enzymy antyoksydacyjne 1 biatka
mitochondriow w korze mézgowej, a takze dynamika tych zmian w zaleznosci od wieku

z uwzglednieniem wczesnych etapow chA w modelach do$wiadczalnych nie zostata
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w pelni wyjasniona. Badane zagadnie jest nowatorskie a uzyskane w pracy doktorskiej
wyniki demonstrujg istotne obnizenia ekspresji genow kodujacych enzymy
zaangazowane w procesy antyoksydacyjne w bardzo wczesnych stadiach choroby oraz
istotne obnizenie poziomu mRNA dla biatek biogenezy w zaawansowanym stadium
choroby. Uzyskane wyniki badan wskazujg konkretne cele dla strategii terapeutycznej
dotyczace aktywacji SOD2 oraz SIRT1, ktory jest najwazniejszym enzymem z rodziny
deacetylaz histonowych grupy III, zaangazowanym w regulacje¢ przemian APP i proces
biogenezy mitochondriéw. Aktywatory SIRT1 mogg istotnie korzystnie wptywaé na
szlaki przezycia i $mierci komorek, a tym samym wywiera¢ dzialanie neuroprotekcyjne,
Uzyskane wyniki wskazuja rowniez na efekt inhibitora PARP-1, ktory poprzez wptyw na
transkrypcje gendow kodujacych liczne biatka mitochondrialne moze mie¢ rowniez
zalezne od czasu korzystne dziatanie neuropprotekcyjne w chA. Ponadto stwierdzone
w badaniach istotne obnizenie transkrypcji genow kodujacych biatka biogenezy
mitochondridow wskazuje, ze aktywatory NRF2, PPAR-a 1 PGC-1a powinny w istotny

sposob tagodzi¢ /spowalniac przebieg chA.
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PODSUMOWANIE

e Uzyskane wyniki wskazuja ze oligomery APO142 znaczaco wplywaja na
ekspresj¢ niektorych gendéw regulujgcych stan oksydo-redukcyjny w komorce,
dynamike oraz biogenez¢ mitochondriow 1 mogg stanowi¢ jeden z waznych
czynnikbw odpowiedzialnych za zaburzenia tych organelli w chorobie
Alzheimera.

e Inhibitor PARP-1 w krotkim czasie dziatania moze Kkorzystnie wptywac na
transkrypcje genow zaangazowanych w funkcje mitochondriow, réwniez
w warunkach cytotoksycznosci APO, co wskazuje na jego wazne znaczenie
cytoprotekcyjne.

e Wyniki demonstrujag istotne obnizenie poziomu mRNA dla bialek
zaangazowanych w obrong antyoksydacyjnag: SOD2, SIRT1 i PARP-1 we
wczesnych etapach choroby, co w efekcie moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu
oksydacyjnego i ostabienia szlaku przezycia komorki.

o Wykazano istotne zmiany ekspresji gendw zaangazowanych w biogeneze
mitochondriow dotyczace mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A
(TFAM), ktoérego ekspresja ulega aktywacji oraz znaczacego obnizenia poziomu
mRNA genu kodujacego biatko Nrf2 PGC-1a u myszy z chA.

e Ponadto wykazali§my aktywacj¢ gendw zaangazowanych w rozszczepianie
mitochondriow (Fisl, Dnml) oraz obnizona ekspresj¢ genu dla Mitofuzyny 1
(Mfnl), ktora odgrywa wazng role¢ w fuzji mitochondriéw. Zaburzenie ekspresji
wymienionych gendw moze mie¢ roOwniez istotne znaczenie nie tylko
w dynamice mitochondriow ale rowniez w procesach energetycznych komorek.

e Znamiennie wyzszy poziom MRNA oksydazy cytochromu C, podjednostki
kompleksu 1V (mt-CO1l) u myszy z chA moze wskazywa¢ na mechanizm
kompensacyjny w odpowiedzi na obnizong transkrypcje genéw dla pozostatych
badanych podjednostek kompleksow (I, 11, 11I) ETC oraz na obnizony poziom
immunoreaktywnosci biatka badanej podjednostki COX2. Nalezy podkresli¢, ze
aktywno$¢ cytochrom C oksydazy w moézgu myszy z chA utrzymuje si¢ na
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poziomie warto$ci kontrolnych. Uzyskane wyniki $wiadcza o zdolnosci
mitochondriow w utrzymaniu funkcji IV kompleksu w tancuchu transportu
elektronéw i tym samym o istotnych endogennych mechanizmach obronnych
zabezpieczajacych funkcje mitochondriéw w zaawansowanym stadium chA.

Na podstawie analizy transkrypcji gendw w badaniach toksycznosci peptydow AB
w mysim modelu chA, mozna wnioskowa¢, ze aktywatory SIRT1 (w tym inhibitor
PARP-1) oraz PGC-la, Fisl, NRF2 mogg odgrywa¢ wazng rolg
w udoskonalaniu strategii terapeutycznej chA.
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WNIOSKI

Zmiany transkrypcji genéw w wyniku dziatania peptydéw AP zaleza od czasu
ich dzialania, rodzaju komoérek a w przypadku zwierzgcego modelu chA od
wieku, stadium zaawansowania zamian patologicznych oraz czesci mozgu.
Wylacznie wezesna faza dziatania peptydow AP / wezesny etap chA stwarza
szanse na aktywacje proceséw cytoprotekcyjnych, ktore moga chroni¢ komorki
przed aktywacja proceséw prowadzacych do degeneracji i $mierci.

Inhibitor PARP-1 poprzez aktywacj¢ ekspresji genow enzymow
antyoksydacyjnych i biatek dynamiki mitochondriow oraz podjednostek
kompleksow oddechowych w krotkim czasie dzialania moze korzystnie
wptyng¢ na poziom wolnych rodnikow 1 stan energetyczny komorek
i wywiera¢ efekt cytoprotekcyjny rowniez w chorobach neurodegeneracyjnych.
Zmiany ekspresji genow antyoksydacyjnych, w komorkach mikroglejowych
poddanych dziataniu ABO w tym znaczacy, znamienny wzrost poziomu mRNA
dla Sod2 moze chroni¢ te komorki przed aktywacija kaskady wolnorodnikowej
i wplywa¢ istotnie na ich funkcje ochronne /protekcyjne
w stosunku do komorek nerwowych w okreslonych warunkach stresu.
Zwigkszony poziom ekspresji APP 1 wzrost poziomu peptydow AP w korze
moézgu myszy z chA poprzez wptyw na zmiang transkrypcji genow kodujacych
biatka obrony antyoksydacyjnej, w tym SOD2 w mitochondriach oraz
enzymow zaleznych od NAD, SIRT1 i PARP-1, jadrowych odbiorcow kaskady
wolnorodnikowej moze w konsekwencji zaburza¢ funkcje licznych czynnikow
transkrypcyjnych i1 przemian metabolicznych APP w kierunku szlaku
amyloidogennego.

Uzyskane wyniki wskazujg ze peptydy AP i wywotane przez nie zmiany
transkrypcji gendw dla biatek dynamiki 1 biogenezy mitochondriow
stwierdzane w korze mozgu zwierzat z chA sa zjawiskami molekularnymi
towarzyszacymi progresji zmian patologicznych. Rownocze$nie otrzymane

dane wskazuja na duze zdolno$ci mitochondriow w utrzymaniu funkcji w tym
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przede wszystkim funkcji 1V kompleksu ETC, aktywno$ci cytochromu C
oksydazy w warunkach stresu wywotanego dziataniem peptydow.

e Na podstawie analizy transkrypcji gendw w mysim modelu chA mozna
wnioskowac, ze aktywatory SIRT1 (w tym inhibitory PARP-1) oraz aktywatory
PPAR s/PGC-la i NRF2, jak rowniez inhibitory Fisl moga wywierac
obiecujace dziatanie neuroprotekcyjne zastosowane we wczesnym stadium
chA.

Choroba Alzheimera o |
12M] 3M-6M | 3M-6M  [12M]

A - Czynniki genetyczne i srodowiskowe I el I ‘1' I prow I l’
'T‘m\ ‘1' ‘é,ISodz Ii, | Ppar-a | l,
T_ —> IParp-l IT I Nrf2 Ii,

'T‘W \ | Fist_|® | ppargc1 I‘l,
M me-co1| | mt-coz| l IDnml |4 w1,
:
Dynamika mitochondrialna | Enzymy antyoksydacyjne 1
Biogeneza mitochondrialna Dynam|ka mitochondrialna
: / ! \

PRZEZYCIE/SMIERC
| NEUROPROTEKCJA KOMO/RKI NEURODEGENERACJA |

Rycina 7. Schematyczne przedstawienie wynikow podsumowujacych zaburzenia
mitochondrialne w modelu zwierzecych choroby Alzheimera
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STRESZCZENIE

Choroba Alzheimera (chA) jest chorobg zwyrodnieniowag uktadu nerwowego
1 najciezsza forma otgpienia. Starzenie si¢ jest istotnym czynnikiem ryzyka dla
sporadycznej postaci chA o niewyjasnionej etiologii i mechanizmie wystepujacej
u ponad 90% o0s6b chorych na chA. Pozostale 5-10% stanowi rodzinna posta¢ chA
0 wczesnym poczatku uwarunkowana zmianami genetycznymi. Kluczowymi zmianami
neuropatologicznymi stwierdzanymi w mézgu oséb chorych jest akumulacja peptydu 8
amyloidu (Ap) i nadmiernie ufosforylowanego biatka tau, ktére w procesie chorobowym
zmieniajag konformacj¢ 1 ulegaja agregacji prowadzac do tworzenia odpowiednio
oligomerow AP (APO), fibryli i zewnatrzkomodrkowych blaszek starczych oraz
wewnatrzkomorkowych splatkow neurofibrylarnych. ABO, ale takze ufosforylowane
biatko tau mogg wywotywa¢ zaburzenia neuronalne poprzez kilka mechanizmoéw, w tym
aktywacje kaskady wolnorodnikowej i aktywacje stresu oksydacyjnego, uposledzenie

szlakoéw sygnatowych oraz dysfunkcj¢ mitochondriow.

W ciagu ostatnich lat sformutowano wiele hipotez probujacych wyjasniajacych
potencjalne patomechanizmy/ przyczyny chA. Wéréd nich dominujaca od ponad 25 lat
i nadal aktualna jest hipoteza kaskady amyloidowej, hipoteza stresu oksydacyjnego oraz
od dekady coraz czgsciej rozpatrywana hipoteza metaboliczna 1 mitochondrialna.
Obecnie hipoteza mitochondrialna nadal zajmuje kluczowa pozycje ze wzgledu na istotng
/fundamentalng rolg¢ mitochondriow w komérkach eukariotycznych. Sci§le z nia
pofaczona jest hipoteza metaboliczna dotyczaca zaburzen przemian glukozy, ktora
w ostatnim dziesigcioleciu przezywa renesans ze wzgledu na liczne badania wskazujace,

ze cukrzyca typu Il stanowi powazne ryzyko dla rozwoju chA.

Uposledzenie funkcji mitochondriow wydaje si¢ by¢ wczesnym 1 krytycznie
waznym zdarzeniem w procesie starzenia si¢ mozgu i w patogenezie/patomechanizmie
chA. Dysfunkcja mitochondriéw moze mie¢ wpltyw na ekspresj¢ i przetwarzanie biatka
prekursorowego amyloidu (APP), a takze akumulacje AP, a zatem moze by¢ uwazana za

wyzwalacz odpowiedzialny za rozw6j zmian molekularnych i funkcjonalnych
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charakterystycznych objawéw chA. AP moze—-wywotywaé dysfunkcje metaboliczne,
zmniejszenie zuzycia tlenu, obnizenie mitochondrialnej obrony antyoksydacyjnej oraz
poziomu ATP/NAD" i aktywacje glikolizy. Znaczenie zaburzen przemian biatka APP
i B amyloidu nie budzi watpliwosci w rodzinnej postaci chA, natomiast nie jest w pelni
akceptowane 1 wywotuje liczne kontrowersje 1 dyskusje w przypadku postaci
sporadycznej chA. Uwalnianie peptydow AP 1 wzrost ich st¢zenia w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej wptywa nie tylko na funkcje zakonczen synaptycznych i neurony,
ale rOwniez na otaczajace komorki glejowe, a przede wszystkim na komoérki mikrogleju,
ktore petnig wazne funkcje zaré6wno neuroprotekcyjne, jak rowniez aktywuja procesy
zapalne i odgrywaja istotng role w progresji chA. Komorki mikrogleju, wplywaja na
rozwdj moézgu, zywotnosci neuronéw procesy starzenia si¢ i neurodegeneracji. Wzajemna
interakcja migdzy komorkami nerwowymi i glejowymi ma kluczowe znaczenie dla
przebiegu neurodegeneracji/ neurozapalenia. Oddzialywanie ABO z mikroglejem moze
prowadzi¢ do ich aktywacji 1 skutkowa¢ wytwarzaniem chemokin, neurotoksycznych
cytokin oraz reaktywnych form tlenu i azotu, ktore sg szkodliwe dla OUN. Mikroglej
pelni réwniez role neuroprotekcyjna, poprzez swoja zdolnos¢ do fagocytowania Af
i uwalniania cytokin przeciwzapalnych. W zwigzku z tym istnieje potrzeba zbadania
znaczenia oligomerow AP w zaburzeniach proces6w molekularnych, transkrypcji genow
kodujacych biatka zaangazowane w dynamike i1 funkcje mitochondriéw. Pomimo
wieloletnich badan nad znaczeniem peptydow AP w patologii chA, procesy molekularne

lezace u podstaw toksycznos$ci tych peptydow nie sag w petni wyjasnione.

Dlatego celem niniejszych badan bylo zbadanie transkrypcji genow kodujacych
biatka antyoksydacyjne, biatka kompleksow oddechowych tancucha transportu
elektrondw oraz biatek regulujacych fuzj¢/podziat i1 biogenez¢ mitochondriow
w modelu komoérkowym cytotoksycznosci ABO oraz w modelu zwierzgcym choroby
Alzheimera. Analizowano rowniez poziom wybranych bialek i1 aktywnos$¢ koncowego

enzymu w tancuchu transportu elektronow -oksydazy cytochromu C.

W niniejszej pracy zastosowano model cytotoksycznego dzialania egzogennych
oligomerow peptydu AP (APO142) w komoérkach guza chromochlonnego rdzenia

nadnerczy szczura (fac. Pheochromocyotma-PC12. Ponadto inkubowano z ABO ludzkie
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komorki neuronalne —SH-SY5Y neuroblastomy oraz unie$miertelnione mysie komorki

mikrogleju —BV2.

W badaniach na komodrkach oceniono wplyw ABO na wewnatrzkomérkowy
poziom wolnych rodnikéw za pomocag fluorometrycznego testu DCF, wrazliwos¢
komorek na stres oksydacyjny i ich przezycie za pomoca testu MTT, a w przypadku
komoérek PC12 zbadano dodatkowo poziom komorek apoptotycznych w roznym czasie
inkubacji z ABO oraz poziom immunoreaktywnosci dla czasteczki sygnalizacyjnej poli
(ADP-rybozy) - PAR, ktora jest produktem aktywnosci poli (ADP-rybozo) polimerazy,
PARP-1, enzymu jadrowego zwigzanego z DNA. Enzym ten jest jadrowym odbiorca
kaskady wolnorodnikowej i molekularnym regulatorem procesow przezycia i $mierci
komorki. Wobec powyzszego w badaniach uwzgledniono dziatanie inhibitora polimerazy
poli (ADP-rybozy) 1 (PARP-1). Z kolei w komorkach mikroglejowych

1 neuronalnych oceniono aktywnos$¢ oksydazy cytochoromu C.

Ponadto badania prowadzono na korze moézgowej uzyskanej z myszy
transgenicznych FVB-Tg (APP LD2/B6) z wprowadzonym ludzkim genem dla APP
zawierajacym mutacje londynska (Thyl; APP) Val717lle, ktore stanowig model
rodzinnej postaci choroby Alzheimera. Do badan uzyto 3 grupy wieckowe zwierzat — 3, 6
1 12 miesigczne. W zwierzecym modelu doswiadczalnym zbadano réwniez poziom
immunoreaktywno$ci dla biatek dynamiki mitochondrialnej oraz enzyméw dla
wybranych podjednostek komplekséw oddechowych u 12 miesigcznych myszy oraz

aktywnos$¢ oksydazy cytochromu C u 3 1 12 miesigcznych myszy.

W przedstawionej pracy stwierdzono, ze AP znaczaco wpltywa na obnizenie
zywotno$ci  wszystkich badanych komoérek. W  przypadku komorek PCI12
zaobserwowano réwniez wzrost komorek apoptotycznych zalezny od czasu inkubacji
z AP. Prezentowane w niniejszej pracy wyniki na komodrkach wykazatly, Zze oligomery
APi1-42 znaczaco wpltywaty na poziom wolnych rodnikéw w komorkach neuronalnych
PC12i SH-SYS5Y oraz ale nie miaty wptywu na poziom ROS w komoérkach mikrogleju
BV2 w badanych czasach inkubacji -24 godz.

W prowadzonych badaniach na komoérkach PC12 wykazano, ze peptydy ABO

w wyniku dziatania w czasie 96 godz. inkubacji spowodowaly obnizenie transkrypcji
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gendéw (Sodl, Sod2, Gpxl, Gpx4, Gsr), kodujacych biatka antyoksydacyjne oraz
obnizenie transkrypcji genow (Opal, Mfn2, Dnml, Fisl) kodujacych biatka
zaangazowane w procesie rozszczepienia i fuzji mitochondriow, jak roéwniez obnizenie
ekspresji genéw: mt-Nd1, Sdha, mt-CytB kodujacych biatka podjednostek komplekséw
oddechowych (I, II, IIT) ETC. Peptydy APO nie mialy natomiast wptywu na poziom
ekspresji genu (Cat) kodujacego katalaze, na transkrypcje genu Mnfl oraz genu mt-Col,
kodujacego podjednostke kompleksu IV. Ponadto peptydy APO w krétkim czasie
dziatania (24 godz. inkubacji) pozostawaty bez istotnego wptywu na poziom ekspresji

wszystkich badanych gendw.

Wyniki badan na komoérkach PC12 pokazaly wzrost poziomu PAR po 24 godz.
inkubacji z AP. Natomiast zastosowanie inhibitora PARP-1 (PJ34) niwelowalo
nadmierng aktywacje PARP-1 okreslang wzrostem poziomu immunoreaktywnosci
czasteczek PAR. Kolejno sprawdzono dziatanie inhibitora PJ43 na poziom mRNA dla
wyzej wymienionych genoéw. Wyniki pokazaly, ze farmakologiczne zahamowanie
PARP-1 przy uzyciu inhibitora PJ34 istotnie zwigksza poziom mRNA genow (mt-Nd1,
Sdha, mt-Cytb)  kodujacych  biatka  trzech  kompleksow  oddechowych.
W obecnosci APi1-42 inhibitor ten wptywat wylacznie na poziom mRNA genu Sdha
kodujacego podjednostke kompleksu I1. Ponadto PJ34 aktywowat ekspresje genow Opal
I Mfn2 w obecnosci peptydow AP. Uzyskane wyniki na komorkach PC12 pokazuja, ze
inhibitor PARP-1 poprzez aktywacj¢ ekspresji genow kodujacych enzymy anty-
oksydacyjne 1 biatka dynamiki mitochondriow oraz podjednostki kompleksow
oddechowych w krotkim czasie dziatania moze korzystnie wptynaé na poziom wolnych

rodnikéw 1 stan energetyczny komorek 1 wywiera¢ cytoprotekcyjny efekt.

Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki na komorkach neuronalnych
1 glejowych pokazuja, ze ekspresja genéw kodujacych kluczowe enzymy
antyoksydacyjne Sodl i Sod2 przebiega odmiennie w zaleznosci od rodzaju komorek.
Ekspresja genu dla mitochondrialnego Sod2 byta prawie czterokrotnie wyzsza po 24
godzinach traktowania ABPO w komorkach BV2, co moze §wiadczy¢ o uruchomieniu

mechanizméw obronnych w komorce zapobiegajagc przed wzrostem stresu
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oksydacyjnego. Natomiast ekspresja genu tego enzymu w komorkach neuronalnych SH-
SYSY byta obnizona.

Ponadto wyniki badan dotyczace toksycznosci peptydow AP wskazujg na nizsza
ekspresje genu badanych podjednostek kompleksu I (mt-Nd1) i Il (Sdha) ETC
w komorkach mikrogleju BV2 traktowanych ABO. Istotne zmiany zaobserwowano po
krotkotrwatej inkubacji (24 godziny). Natomiast znaczaca ponad 4 krotna aktywacja
ekspresji genu kodujgcego Sod2 w komorkach BV2 moze sugerowac, ze jest to element
mechanizmu chronigcego mitochondria przed wzrostem poziomu wolnych rodnikéw
generowanych przez uposledzong ETC w warunkach toksycznosci ABO. Analiza
ekspresji genow podjednostek ETC w komdrkach SH-SY5Y wykazata nizszy poziom
MRNA dla podjednostki kompleksu Il (Sdha) po 24 godz. traktowania ABO.

Aktywno$¢ oksydazy cytochromu C w komoérkach BV2 byla trzykrotnie wyzsza
w porownaniu do aktywno$ci tego enzymu w komoérkach SH-SY5Y. Traktowanie

komorek ABO przez 24 godz. nie powodowato zmian aktywnosci tego enzymu.

Wyniki uzyskane na komdrkach neuronalnych (SH-SY5Y) i komdrkach
mikrogleju (BV2) §wiadcza o tym, ze zmiany ekspresji badanych genow w komorkach
mikroglejowych (BV2) sg silniej wyrazone niz w komorkach neuronalnych (SHSY-5Y).
Nalezy jednak z ogromna ostroznoscig porownywa¢ wptyw AP w tych obu liniach
komorkowych. Niemniej jednak zjawiska te moga mie¢ znaczenie dla zrozumienia
proceséw molekularnych przebiegajacych w roznych typach komérek w odpowiedzi na
stres wywotany dziataniem ABO i mogg by¢ pomocne w ocenie znaczenia roli mikrogleju
w pehieniu funkcji ochronnych, cytoprotekcyjnych w stosunku do komorek

neuronalnych w okreslonych warunkach.

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

zyciowych komorki oraz w metabolizmie biatka APP poprzez regulacje sekretazy alfa.
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Ponadto stwierdzono zmiany ekspresji genu PARP-1, ktory koduje kolejny
enzym, podobnie jak Sirtl, nalezacy do rodziny enzymoéw zaleznych od NAD. PARP-1
pelni kluczowa role w regulacji licznych czynnikéw transkrypcyjnych, w mechanizmie
naprawy DNA w warunkach stresu oksydacyjnego 1 jak wspomniano wyzej
odpowiedzialny jest za mechanizmy przezycia i $Smierci komorek. Wyniki pokazujg
przejsciowe obnizenie transkrypcji genu kodujgcego PARP-1 w korze 3 miesi¢cznych
myszy 1 wzrost poziomu mRNA u 6 miesi¢gcznych zwierzat i zmiany te moga by¢

wynikiem reakcji na stres oksydacyjny towarzyszacy dziataniu ABO.

W Kkolejnych badaniach przeanalizowano ekspresje genéw dla biatek dynamiki
mitochondriow. Stwierdzono podwyzszong ekspresje genéw dla Fisl u 3 i 6
miesiecznych myszy oraz genu Dnml u 6 miesigcznych myszy APP+ z chA, natomiast
zmian tych nie obserwowano w korze 12 miesigcznych myszy z chA. W badaniu poziomu
biatka metoda immunochemiczng w korze moézgu 12 miesigcznych myszy
z chA nie stwierdzono réwniez zmian w poziomie immunoreaktywno$ci Drpl i Fis 1.
Rownoczes$nie na wezesnym etapie chA u 3 i 6 M myszy stwierdzono wzrost ekspresji
genu dla OPAL i brak zmian w korze 12 M myszy z chA w poréwnaniu do kontroli
odpowiednich wiekowo. Poziom immunoreaktywnosci tego bialka rdwniez nie ulegat
zmianie w korze mozgu 12 M myszy z chA. Stwierdzono natomiast obnizenie poziomu
MRNA 1 biatka dla Mfn1 u 12 miesigcznych myszy z chA. Wyniki te moga sugerowac,
ze zmiany te moga zaburza¢ dynamike¢ mitochondriow. Prezentowane badania ekspres;ji
genéw dla wybranych podjednostek kompleksow oddechowych w korze mdzgowej
myszy wykazaly, ze ekspresja genu dla podjednostka kompleks | (mt-Nd1) jest
znamiennie obnizona u 12 miesigcznych myszy transgenicznych. Poziom mRNA dla
pozostatych badanych podjednostek jest nieznamiennie obnizony, z wyjatkiem IV
kompleksu mitochondrialnego, gdzie zaobserwowano podwyzszony znamiennie poziom
MRNA dla podjednostki mt-Col u 6 i 12 miesiecznych myszy z chA. Przeprowadzono
badania poziomu immunoreaktywnosci dla innej podjednostki IV-COXII kompleksu 1V

1 stwierdzono obnizenie jej poziomu.

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki odnosnie biogenezy mitochondrialne;j

wykazaly, ze poziom mRNA dla Ppargl i PPAR-a jest statystycznie znamiennie
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obnizona u 12 miesigcznych myszy APP+, co moze swiadczy¢ o zaburzeniu biogenezy
mitochondrialnej w  poéznym  stadium chA. Rowniez wynik  poziomu
immunoreaktywno$ci dla PGC-la potwierdzit te zaleznos¢. Stwierdzono takze, ze
poziomy mRNA genu Tfam, odpowiedzialnego za metabolizm mtDNA oraz gendéw
jadrowych takich jak: Nrfl i Nrf2 sg podwyzszone na wczesnym stadium, co z kolei
sugeruje uruchomienie mechanizmdéw zabezpieczajacych przed zaburzong biogeneza.
Jednak w kolejnym stadium u 6 i 12 miesi¢cznych myszy zaobserwowano jego istotne

obnizenie, co wptywa na zaburzong strukture i funkcj¢ mitochondrialng.

Uzyskane wyniki badan moga by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu
mechanizméw toksyczno$ci peptyddow AP poprzez poznanie ich roli w zmianach
transkrypcji gendow zaangazowanych w regulacje stresu oksydacyjnego, dynamiki
i biogenezy mitochondriow w modelach do$wiadczalnych chA. Ponadto wyniki te
umozliwiajg wskazanie nowych punktow uchwytu dla strategii cytoprotekcyjnej w tym

w przebiegu chA.
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STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Alzheimer's disease (AD) is the most severe degenerative disorder of the nervous
system associated with aging. AD is the most severe dementia that attack more as 30
million people around the world. The ethiology and pathomechanism of sporadic form of
AD in unknown and this form accounting for about 90% of all AD cases. The other form
is familiar AD, which is the early onset disease related to genes alterations /mutations in
APP and enzymes involved in APP/AB metabolism. In the both form the accumulation of
amyloid B (AB) peptide and hyperphosphorylated tau are a hallmark and crucial element
of both form of AD. The conformation changes of AP leading to the formation of
oligomers, fibrils and to formation of extracellular senile plaques and intracellular
neurofibrillary tangles. ABO can induce synaptic/ neuronal disorders through several
mechanisms, including impaired signaling cascades, oxidative stress, and mitochondrial

dysfunction leading to synaptic degeneration and neuronal death.

It is proposed, that impairment of mitochondrial function appears to be an early
and critically important event in brain aging and in the pathogenesis/pathomechanism of
AD. According to this hypothesis, mitochondrial dysfunction must be primary event, that
may affect the expression and processing of amyloid precursor protein (APP) leading to
accumulation of AP and therefore mitochondria may be considered as
a trigger responsible for the development of AD symptoms. However, many genetic and
experimental studies demonstrated that soluble oligomers of ABO, the most toxic form of
this peptide can be responsible for molecular alteration leading to impairment of cognition
and to severe dementia through metabolic dysfunction, decrease consumption of oxygen,
suppression of mitochondrial antioxidant defense and ATP/NAD + level and increase the
rate of glycolysis. In consequence, APO may be responsible for synaptic degeneration

and neuronal death.

Microglial cells may protect neuronal cells against ABO toxicity at the early stage
of AD but they also play an important role in the activation of neuroinflammation and in
progression of AD. The mutual interaction between neuronal and glial cells is critical at

each stage of AD. The interaction of microglia with Ap oligomers leads to their activation
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and results in the production of chemokines, neurotoxic cytokines, reactive oxygen and
nitrogen species that are harmful to the CNS. Microglia also has
a neuroprotective role through its ability to phagocytose AP and release several growth
factors, anti-inflammatory cytokines. The exact mechanisms by which these cells
contribute to the pathology of AD is not fully elucidated.

The role of ABO in regulation/alteration of transcription of genes encoded proteins
engaged in mitochondria dynamic, function and biogenesis was not fully understand and

was nether investigated in the brain cortex during aging in animal model of AD.

Investigation of the alterations of molecular processes evoked by ABO may not
only improve our knowledge but should be important for indication of new targets,
offering hope for better strategies in the development of disease-modifying therapies.
Despite many years of research on the role of Ap peptides in the pathology of AD, the
molecular processes and pathways responsible of cells degeneration /death are not fully

understood.

Therefore, the aim of this study was to investigate the mRNA level of genes
encoding enzymes of antioxidant defense, proteins of electron transport chain respiratory
complexes, and of mitochondrial fusion / fission and involved in biogenesis in a cellular
and animal model of ABO toxicity and in brain cortex of AD Tg mice respectively.
Moreover, the effect of a poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) polymerase inhibitor
(PJ34) was studied in control PC12 cells and in PC12 cells subjected to ABO toxicity
during 24 h.

In this study, the cytotoxic effect of exogenous A peptide oligomers (ABO1-42)
was investigated in rat pheochromocytoma (Pheochromocyotma)-PC12 cells, human
neuroblastoma neuronal cells-SH-SY5Y and murine immortalized microglial cells -BV2.
The effect of ABO on cells viability and on the intracellular level of free radicals was
analyzed using MMT test and fluorometric DCF assay respectively. Moreover, the level
of apoptotic cells was detected using Hoechst 33342 test at different incubation times
with AB and the level of immunoreactivity for the PAR molecule, the product of PARP-

1 activity (involved in caspase independent apoptotic death) were also investigated using

140



Abstract Sylwia Zulinska

immunochemical method. Then the activity of cytochrome C oxidase was assessed in

microglial and neuronal cells, and in brain cortex.

Studies were also carried out on the cerebral cortexes obtained from FVB-Tg
transgenic mice (APP LD2 / B6) with the introduced human gene for APP containing the
London mutation (Thyl; APP) Val717lle, which are a model of familial Alzheimer's
disease. Three age groups of animals were used - 3, 6 and 12 months old female mice. In
an experimental animal model, the transcription of genes encoded anti-oxidative enzymes
and several other mitochondria proteins were determined on the level of mMRNA and in
selected cases on the level of proteins. Immunoreactivity for proteins of mitochondrial
dynamics and enzymes of selected subunits of respiratory complexes in 12-month-old
mice was analyzed using immunochemical method. The activity of cytochrome C oxidase

in 3 and 12-month-old mice were also determined.

The results presented in this study showed that the APi42 oligomers (ABO)
significantly influenced the level of free radicals in SH-SY5Y and PC12 neuronal cells,
but did not affect the ROS level in BV2 microglial cells. In the presented study, it was
also found that ABO significantly reduces the viability of all tested cells. In the case of
PC12 cells, an increase of apoptotic cells, was also observed depending on the time of

incubation with Ap.

In our research on PC12 cells the results showed that, incubation of cells with Af
peptides during 96h reduced transcription of genes (Sod1, Sod2, Gpx1, Gpx4, Gsr) coding
antioxidant proteins and also significantly affected expression of genes (Opal, Mfn2,
Dnm1l , Fisl) encoded proteins involved in the process of mitochondrial cleavage and
fusion. Moreover, ABO after 96 h decreased the level of mRNA of genes such as: mt-
Nd1, Sdha, mt-CyB for ETC respiratory complex proteins. However, it had no effect after

the short-time of action (24 h of incubation).

The results also showed an increase of immunoreactivity of PAR level after 24 h
incubation with ApO. Inhibitor (PJ34) of PARP-1 eliminates the excessive activation of
PARP-1 determined by the increase in the level of immunoreactivity of PAR molecules.
Therefore, the action of the inhibitor was examined on the mRNA level for the above-

mentioned genes. The results showed that pharmacological inhibition of PARP-1 with

141



Abstract Sylwia Zulinska

PJ34, significantly increased the mRNA level of genes (mt-Nd1, Sdha, mt-Cytb) coding
the respiratory complexes and in the presence of AB142. It is also enhanced expression of
gene Sdha coding subunit of complex |1, In addition, PJ34 activated genes Opal and Mfn2
coding proteins of mitochondrial dynamics in the presence of Ap peptides.

The results obtained on PC12 cells show that, the PARP-1 inhibitor by activating
the expression of genes of anti-oxidative enzymes and proteins of mitochondrial
dynamics and subunits of respiratory complexes in a short time of action can positively
affect the level of free radicals and the energy state of cells and exert a cytoprotective

effect.

The results obtained in this dissertation on neuronal and glial cells show that the
expression of genes encoding the key antioxidant enzymes Sodl and Sod2 differs
depending on the cell types. The expression of the gene for mitochondrial Sod2 was
almost four times higher after 24 hours of treatment with ABO in BV2 cells, which may
indicate the activation of defense mechanisms in the cell preventing cells from increasing
of oxidative stress. In contrast, expression of the gene of this enzyme in SH-SY5Y

neuronal cells was inhibited.

Moreover, the results of the AP peptide toxicity show a lower expression of gene
(mt-Nd1, Sdha) coding subunits of ETC complex | and 11 in BV2 microglial cells treated
with APO. Significant changes were observed after short-term incubation (24 hours). On
the other hand, activation of gene Sod2 expression in BV2 cells may suggest that it is an
element of the mechanism of antioxidative defence that, protects mitochondria against
ROS generated by impaired ETC under conditions of ABO toxicity. Analysis of ETC,
subunit gene expression in SH-SY5Y cells showed lower level of mRNA of gene (Sdha)

coding Complex II subunit after treatment with ABO for 24h.

The activity of cytochrome c oxidase in BV2 cells was three times higher,
compared to the activity of this enzyme in SH-SY5Y cells. ABO did not affect the activity
of this enzyme.

The results obtained on neuronal cells (SH-SY5Y) and microglial cells (BV2)
show that changes in the expression of the studied genes, evoked by ABO in microglial
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cells (BV2) are more strongly expressed than in this neuronal cells (SHSY-5Y). These
phenomena may be of significant importance for relationship between these cells under

different stress conditions.

Experiments in murine models of Alzheimer's disease showed significant changes
in the expression of genes encoding enzymes involved in antioxidant defense and
mitochondrial dynamics in the cerebral cortex of AD Tg (APP+) mice compared to age

matched control mice without the transgene (APP-).

The results on mitochondrial biogenesis presented in this study showed that the
MRNA level of genes for Ppargl and PPAR-a was statistically significantly reduced in
12-month-old APP+ mice model, which could be responsible for disturbanses in
mitochondrial biogenesis in advance-stage of AD. The level of immunoreactivity for
PGC-1la is also lower in 12 months old AD Tg mice. It was also found, that the levels of
mRNA for Tfam, and other genes responsible for-coding Nrfl, Nrf2, are elevated at an
early stage. However, in the next stage in 6 and 12 month old mice, significant reduction
of expression of these genes was observed, which may affects and the disturbed several

mitochondrial function.

In further research, gene expression for mitochondrial dynamics proteins was
analyzed. It was shown increased gene expression for Fisl was found in 3 and 6 month
old mice and Dnm1 in 6 month old APP+ mice with AD, which suggests that excessive
mitochondrial fragmentation may occur at an early stage of AD. However, this was not
confirmed by studies on the level of immunoreactivity for these proteins. At the same
time, the OPA1 gene was overexpressed at an early stage in 3 and 6 month old mice, while
the level of Mfnl was lowered in 12 month old APP+ AD Tg mice. These results may
suggest that mitochondria try to maintain their biological function in nerve cells for as

long as possible, protecting them in the initial stages.

The presented studies of gene expression for selected subunits of respiratory
complexes in the cerebral cortex of mice showed that they showed that the subunit
complex I (mt-Nd1) is significantly reduced in 12-month-old transgenic mice. The
remaining subunits are insignificantly decreased, with the exception of the IV

mitochondrial complex, where its increased levels were observed in 6 and 12-month-old
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mice with AD, possibly for decreased activity of cytochrome c¢ oxidase. However, this
was not confirmed by studies on the level of immunoreactivity for this complex, where it
was found to decrease close to significance. However, the differences obtained may be
due to the different subunits used for this complex. Elevated levels of respiratory complex
IV mRNA may suggest that some protective processes may be triggered in response to

pathological changes in the mitochondria.

The obtained research results may be helpful in a better understanding of the
mechanisms of A toxicity as a result of oxidative stress and, consequently, the disturbed
processes of mitochondrial dynamics and biogenesis accompanying neurodegenerative
diseases. Moreover, these results facilitate the identification of new target points for
effective cytoprotection therapy already at the cellular stage occurring at an early stage

of the disease.
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INNOWACYJNOSC ROZPRAWY

Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania przedstawiaja
znaczenie toksyczno$ci oligomeréw peptydow APia2 W zmianach transkrypcji genow
zaangazowanych w procesy antyoksydacyjne i funkcje mitochondribw w wybranych
liniach komérkowych oraz w zwierzgcym modelu rodzinnej postaci choroby Alzheimera
(chA). Po raz pierwszy w takim ujgciu badano szeroki wachlarz gendéw
w korze mbzgu myszy w trzech grupach wiekowych (3, 6, 12 M) w korze mozgowej

myszy z chA. Uzyskane wyniki badan wykazaty:

e I[stotne znaczenie oligomerow Afi-42 w modyfikacji ekspresji genéw kodujacych
biatka antyoksydacyjne i zaangazowane w regulacje dynamiki i1 funkcji
mitochondriéw. Efekt toksyczno$ci APO zalezy od rodzaju komorek, na ktdre
dziatajg i od czasu dziatania.

e Stwierdzono, istotng role enzymu jadrowego PARP-1 w regulacji, aktywacji
transkrypcji genow kodujacych biatka antyoksydacyjne (Sod1, Gpx1 i Gp4 ) oraz
jego istotny wplyw na poziom mRNA dla gendw zaangazowanych
w dynamike mitochondridw i transport elektrondw. Po raz pierwszy w warunkach
toksycznosci peptydow ABO wykazano, ze inhibicja PARP-1 powoduje wzrost
poziomu MRNA dla enzymow antyoksydacyjnych (Gpx1
i Gpx4), biatek dynamiki mitochondriow (Opal, Mnf2, Fisl) oraz podjednostki |1
kompleksu oddechowego. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zastosowanie inhibitora
PARP-1 (w odpowiedniej dawce 1 czasie) moze mie¢ istotne dzialanie
cytoprotekcyjne, rowniez w chA.

e Stwierdzono istotne zmiany ekspresji genéw w korze moézgu myszy z chA
w procesie starzenia. Wykazano u 3 miesiecznych myszy z chA obnizenie
poziomu transkrypcji genow kodujacych enzymy zaangazowane w obrone
antyoksydacyjng (Sod2, Sirtl, PARP-1). Uzyskane wyniki sugerujg, ze zaburzenia
ekspresji wymienionych gendw moga leze¢ u podstaw kolejnych niekorzystnych
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zjawisk w chA. Wyniki wskazuja na obiecujgce cele dla wczesnej interwencji
terapeutycznej w chA.

e Wykazano zalezne od wieku zmiany trankrypcji gendéw zaangazowanych
w dynamik¢ i biogeneze mitochondriow. Wyniki sugeruja, ze aktywacja
biogenezy mitochondriow (Nrf2, PGC-1a i PPAR-0) moglaby mie¢ korzystne
znaczenie w opracowaniu nowej strategii teraputycznej w zaawansoanych
stadiach chA.

e Wyniki badan po raz pierwszy wykazaty, ze ostatni enzym w tancuchu transportu
elektronow (ETC) oksydaza cytochromu C utrzymuje swoja aktywno$¢ na
niezmienionym poziomie w toksyczno$ci ABO w trzech liniach komérkowych
oraz w korzez moézgu myszy z chA co sugeruje na jej istotne znaczenie w
utrzymaniu jak najdtuzej funkcji mitochondriow.

e Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy poszerzajg i uzupetniajg stan
wiedzy dotyczacy znaczenia peptydow oligomerow ABO w regulacji /modulacji
transkrypcji gendw i moga byé pomocne w opracowaniu nowych strategii

neuroprotekcyjnych.
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