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Objasnienia skrotow

Objasnienia skrotow stosowanych w pracy

S5HT - serotonina

6-OHDA - 6-hydroksydopamina

a.u.- arbitralna jednostka (ang. arbitrary unit)

ABC - rodzina biatek transportowych, posiadajacych kasete wigzacg ATP (ang. ATP-
binding cassette transporters)

AP-1 - czynnik transkrypcyjny (ang. activating protein-1)

Apaf-1 - czynnik aktywujgcy proteazy w apoptozie (ang. apoptosis protease-activating
factor 1)

Apoc. - inhibitor oksydazy NADPH — 4'-hydroksy-3'-metoksyacetofenon, synonim —
apocynina

ApoM - apolipoproteina M

APP - biatko prekursorowe amyloidu B (ang. amyloid beta precursor protein)

ASN - a-synukleina

ATP — adenozynotrojfosforan

AP - amyloid beta

BACE - p-sekretaza amyloidu beta

BAX (gen kodujacy bax) — biatko pro-apoptotyczne z rodziny Bcl-2

Bcl-2 (gen kodujacy bcl2) - biatko anty-apoptotyczne z rodziny Bcl-2

BDNF - neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived
neurotrophic factor)

BH — domena biatek z rodziny Bel-2 (ang. Bcl-2 homology)

BSA - surowica bydleca (ang. bovine serum albumin)

CARD - domena aktywacji i rekrutacji kaspaz (ang. caspase activation and recruitment
domain)

CDK - kinazy zalezne od cyklin (ang. cyclin dependent kinases)

CEM - mikrodomeny bogate w kaweoling (ang. caveolin-enriched microdomain)
ChA - Choroba Alzheimera

ChP - Choroba Parkinsona

CIB1 - biatko wigzace wapn i integryne 1 (ang. calcium- and integrin-binding protein 1)
CREB - czynnik transkrypcyjny (ang. cCAMP-response-element-binding protein)

DA — dopamina


https://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Kaseta_(biochemia)&action=edit&redlink=1
https://pl.wikipedia.org/wiki/Adenozyno-5%E2%80%B2-trifosforan
https://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Kinazy_zale%C5%BCne_od_cyklin&action=edit&redlink=1
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DAG - diacyloglicerol
DAT - transporter dopaminy
DBS - gleboka stymulacja mézgu (ang. deep brain stimulation)
DCF - 2°,7’-dichlorofluoresceina
DJ-1 — biatkowa deglikaza, kodowana przez PARKY
DLB - choroba otepienna z cialami Lewy’ego (ang. dementia with Lewy bodies)
DMSO - dimetylosulfotlenek
DOPAC — kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy
DPPH - 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl
DTT — ditiotreitol
ECso — (ang. effective concentration) medialne stezenie skuteczne, warto$¢ stezenia danej
substancji, ktora indukuje w danychwarunkach ( w tym przypadku w medium
hodowlanym) okreslony efekt w 50% warto$ci maksymalnej
EDTA - s61 dwusodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
EGTA - kwas etylenoglikol-O-O*-bis (2-aminoetyl)-N,N,N*,N‘tetraoctowy
ER - siateczka $srédplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)
ERK1/2 - kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomérkowym (ang. extracellular signal
regulated kinase)
FBS - cielgca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum)
FTY720 - fingolimod
FTY720-P - ufosforylowany fingolimod
GAPDH - dehydrogenaza fosforanu aldehydu glicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-
phosphodehydrogenase)
GPCR - blonowe receptory sprz¢zone z biatkami G (ang. G-protein-coupled receptors)
GPe - galka blada zewnetrzna (fac. globus pallidus externus)
GPi - galka blada wewnetrzna (tac. globus pallidus internus)
GPx — peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase)
GPx-4 - peroksydazy wodoronadtlenkoéw fosfolipidowych
GSK-3 - kinaza 3 syntazy glikogenu (ang. glycogen synthase kinase 3)
H,DCF - 2°,7’-dwuchlorodwuhydrofluorescyna
H,DCF-DA - dwuoctan 2’,7-dwuchlorodwuhydrofluoresceiny
HDAC1, 2 - deacetylazy histonowe 1,2 (ang. histone deacetylases 1, 2)
HEPES - kwas 2-[4-(2-hydroksetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy
-6 -



Objasnienia skrotow

Hex — heksadecenal
Hrk (gen kodujacy hrk) — harakiri, biatko pro-apoptotyczne z rodziny Bcl-2
HVA — kwas homowanilinowy
IVVC system — system indywidualnie wentylowanych klatek (ang. individually ventilated
cage system)
JNK - kinaza N-koncowa c-JUN (ang. c—-Jun NH2-terminal kinase)
LC - miejsce sinawe (fac. locus coeruleus)
LCso - (ang. lethal concentration) medialne stezenie Smiertelne, warto$¢ st¢zenia dane;j
substancji, po narazeniu na ktorg mozna oczekiwac, ze w czasie ekspozycji nastapi zgon
50% organizmow narazonych na t¢ substancje¢ (W tym przypadku zywotno$¢ komorek
maleje do potowy wartosci kontrolnej hodowli komérek inkubowanej bez badanego
zwiazku, ale w tych samych warunkach )
LDH - dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)
LPS - lipopolisacharyd
LRRKZ2 - kinaza druga zwigzana z powtdrzeniami bogatymi w leucyne (ang. leucine-rich
repeat kinase 2)
MAO-B - monoaminooksydaza typu B
MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen activated protein kinases)
MEM - medium Eagle a (ang. Minimum Essential Medium Eagle)
MFS - super-rodzina transporterow blonowych (ang. major facilitator superfamily)
MPDP+ - 1-metylo-4-fenylo-2,3-dihydropirydyna
MPP+ - 1-metylo-4-fenylopirydyna
MPPP - 1-metylo-4-fenylo-4-propionoamidoksypirydyna, syntetyczna heroina
MPTP - 1-metylo-4-fenylo- 1,2,3,6-tetrahydropirydyna
MRI - rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging)
MTT - bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy
NADH - dwunukleotyd nikotynoamidoadeninowy, forma zredukowana
NADPH - ester fosforanowy dwunukleotydu nikotynoamidoadeninowego, forma
zredukowana
NBM - jadro podstawne Meynerta (ang. basal nucleus of Meynert)
NES - sekwencja odpowiedzialna za eksport z jadra do cytoplazmy (ang. nuclear export
sequence)
NF-kB - czynnik jadrowy kappa B (ang. nuclear factor kappa B)

-7 -
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NGF - czynnik wzrostu neuronow (ang. neuronal growth factor)
NLS - sekwencja lokalizacji jadrowej (ang. nulear localization sequence)
NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy
NPC - neuronalne komorki progenitorowe (ang. neural progenitor cells)
OUN - osrodkowy ukiad nerwowy
PAGE - clektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. polyacrylamide gel
electrophoresis)
PARP-1 - polimeraza poli(ADP-rybozy)
PBS - bufor fosforanowy — buforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. phosphate buffer
saline)
PDGF - ptytkowopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)
PET - pozytonowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography)
PHB?2 - prohibityna 2 (ang. prohibitin 2)
Phe — fosfoetanoloamina
PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase)
PKB/AKt - kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B/AKkt)
PKC - kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)
PMSF - fluorek fenylometylosulfonylu, inhibitor proteaz serynowych
PPX — pramipeksol, agonista receptoréw dopaminergicznych D2/D3
PVDF - polifluorek winylidenu
r.Z. — rok zycia
RA — kwas retinowy (ang. retinoic acid)
Raf - serynowo-treoninowa kinaza
Ras - mate biatko G
RBD - zaburzenia snu w fazie REM (ang. rapid-eye-movement sleep behaviour disorder)
REM - faza snu, w ktorej wystepuja szybkie ruchy gatek ocznych (ang. rapid-eye-
movement)
RFT - reaktywne formy tlenu
RLS - zespot niespokojnych nog (ang. restless legs syndrome)
RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time
polymerase chain reaction)
S - prazkowie (fac. striatum)
S1P - sfingozyno-1-fosforan (ang. sphingosine-1-phosphate)
-8-
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S1PR1-5 - receptory dla sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphingosine-1-phosphate
receptors)

SDS - dodecylosiarczan sodowy

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

Ser — seryna

SK1a, SK1b - 2 warianty kinazy sfingozyny 1, powstale w wyniku alternatywnego
sktadania prekursorowego mRNA

SK1a, SK1b - 2 warianty kinazy sfingozyny 2, powstate w wyniku alternatywnego
sktadania prekursorowego mRNA

SKI 11 - inhibitor Sphk1 - 2-(p-hydroksyanilino)-4-(p-chlorofenylo)tiazol

SM - stwardnienie rozsiane (fac. sclerosis multiplex)

SN - istota czarna (fac. substantia nigra)

SNCA - nazwa genu kodujacego a-synukleine

SNpc — cze$é zbita istoty czarnej (fac. substantia nigra pars compacta)

SOD2 —mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa

SPECT - tomografia emisyjna pojedynczych fotonéw (ang. single-photon emission
computed tomography)

Sph -sfingozyna

Sphk1 (gen kodujacy sphkl) — kinaza sfingozyny 1(ang. sphingosine kinase 1)
Sphk2 (gen kodujacy sphk2) — kinaza sfingozyny 2 (ang. sphingosine kinase 2)

SPL (gen kodujacy sgpll) - liaza sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphingosine-1-phosphate
lyase)

Spns2 - biatko Spinster 2, transporter sfingozyno-1-fosforanu

SPP1 (gen kodujacy sppl) - fosfataza sfingozyno-1-fosforanu 1 (ang. sphingosine-1-
phosphate phosphatase 1)

SPP2 - fosfataza sfingozyno-1-fosforanu 2 (ang. sphingosine-1-phosphate phosphatase 2)
STN - jadro niskowzgorzowe (fac. nucleus subthalamicus)

STS — staurosporyna, aktywator apoptozy zaleznej od kaspaz

TH - hydroksylaza tyrozynowa (ang. tyrosine hydroxylase)

THA - wzgo6rze (tac. thalamus)

TH-IR — immunoreaktywnos$¢ hydroksylazy tyrozynowej (ang. tyrosine hydroxylase-

immunoreactivity)



Objasnienia skrotow

Thr - Treonina

TK - tomografia komputerowa

TNF-a- czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor)

TRAF2 - czynnik zwigzanym z receptorem dla TNF-a

VMAT2 - pecherzykowy transporter monoamin (ang.vesicular monoamine transporter)
VTA - pole brzuszne nakrywki (ang. ventral tegmental area, tac. area tegmentalis
ventralis)

WR - wolne rodniki

Y AP - koaktywator czynnikéw transkrypcyjnych

Z-DEVD-FMK - keton Z-Asp(O-Me)-Glu(O-Me)-Val-Asp(O-Me)fluorometylowy,
inhibitor kaspazy-3

-10 -
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Wprowadzenie

Choroba Parkinsona
Epidemiologia i klasyfikacja Choroby Parkinsona

Choroba Parkinsona (tac. morbus Parkinsoni, ChP) zostala po raz pierwszy
scharakteryzowana w roku 1817 przez londynskiego lekarza Jamesa Parkinsona, ktory
nazwal ja drzaczka porazna (lac. paralysis agitans), a wyniki opublikowal w jednej
z najczesciej cytowanych prac ,,An Essay on the Shaking Palsy” (Parkinson 1817). ChP
jest po Chorobie Alzheimera (ChA) drugg, co do czgstoSci wystgpowania chorobg
neurodegeneracyjng, charakteryzujaca si¢ rosngcym wspodtczynnikiem zapadalnos$ci.
Wyniki globalnej meta-analizy epidemiologicznej, przeprowadzonej w oparciu 0 dane
z baz Medline i Embase z lat 2001-2014 wskazujg na znamienny wzrost zapadalno$ci
na ChP wraz z wiekiem. U kobiet w wieku 40-49 lat $rednia zapadalno$ci wynosi 3,26
przypadkéw na 100 tys. osob i wzrasta do 103,48 w przypadku kobiet po 80. r.z.
U mezczyzn W przedziale wiekowym 40-49 lat srednia zapadalnosci na ChP wynosi 3,57
przypadkéw na 100 tys. osob i wzrasta do 258,47 po 80. r.z. (Hirsch i wsp. 2016). Liczba
zdiagnozowanych pacjentow wsrod mezczyzn jest wyzsza w stosunku do kobiet i wynosi
odpowiednio 1,5:1 (Wooten 2004), a wedtug niektorych zrodet nawet 3:1 (Dexter i Jenner
2013). Nizsza zachorowalno$¢ kobiet koreluje pozytywnie z dlugo$cig wieku rozrodczego
I stosowaniem hormonalnej terapii zastepczej w okresie pomenopauzalnym, co wskazuje
na protekcyjng rolg estrogenow (Wang i wsp. 2014; Nitkowska i wsp. 2014). W populacji
kaukaskiej czestos¢ wystepowania ChP okres$la sie na 0,12-0,18% populacji generalne;.
W populacji azjatyckiej zachorowalno$¢ na t¢ chorobe jest wyraznie nizsza (0,015-
0,018%) (Stawek 2014). Wyniki te wskazywa¢ moga z jednej strony na istotna role
czynnikow genetycznych w patogenezie choroby, ale takze na zr6znicowany dostep
do opieki medycznej. Sredni wiek zachorowania na ChP wynosi 58 lat, jednak choroba
moze zaczynaC si¢ wczesniej. Przypadki zachorowan przed 30. r.z. okres$lane sg jako
miodzienczy parkinsonizm (ang. juvenile parkinsonizm), za$ przed 40. r.z. jako ChP
o wczesnym poczatku (ang. young-onset Parkinson’s disease) (Fiszer i Bogucki 2014).
W Polsce na ChP cierpi 80-120 tys. osob, przy czym kazdego roku diagnozuje si¢ okoto
8 tys. nowych przypadkéow (Mutschler i wsp. 2012). Do roku 2030 przewiduje si¢

podwojenie liczby chorych na ChP na caltym §wiecie, co stanowi powazny problem
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zarowno kliniczny, jak i ekonomiczno-spoteczny w dobie starzejacego si¢ spoleczenstwa
Europy, w tym rowniez spoteczenstwa Polski (Dorsey i wsp. 2007). Réznorodne postacie
parkinsonizmu mozna podzieli¢ na cztery zasadnicze grupy (Stawek 2011, 2014):

= ChP (tzw. idiopatyczna), okre$lana jako parkinsonizm pierwotny, ktéra moze
wystepowacé jako posta¢ sporadyczna oraz rodzinna, genetycznie uwarunkowana,

w tym o wczesnym poczatku.

= Parkinsonizm o charakterze wtérnym badz objawowym, o znanej przyczynie
zaburzajacej czynno$é/uszkadzajacej osrodkowy uktad nerwowy (OUN). W tej
grupie wyrdézni¢ mozna m.in.: parkinsonizm polekowy (powstaly w wyniku
terapii m.in. neuroleptykami, blokerami kanatéw wapniowych, a-metyldopa),
toksyczny (na skutek zatru¢ m.in. tlenkiem wegla, pestycydami), naczyniowy,
parkinsonizm w przebiegu wodoglowia normotensyjnego, encefalopatii

watrobowej 1 zaburzen endokrynologicznych.

= Parkinsonizm powstaty w przebiegu choréb zwyrodnieniowych OUN innych niz
ChP (parkinsonizm-plus). Do tej grupy nalezg m.in.: Choroba otepienna z cialami
Lewy’ego (ang. dementia with Lewy bodies, DLB), zanik wielouktadowy

oraz postepujace porazenie ponadjardowe.

= Parkinsonizm powstaty w przebiegu zwyrodnien metabolicznych i dziedzicznych
OUN, m.in.: Choroby Wilsona, rodzinnego zwapnienia jader podstawy (Choroby
Fahra) oraz otepienia czolowo-skroniowego z parkinsonizmem zwigzanym

z chromosomem 17.

Podstawy neuropatologiczne Choroby Parkinsona

U podioza ChP leza nie tylko postepujace, wieloneuronalne zaburzenia w obrgbie
uktadu pozapiramidowego, regulujacego funkcje motoryczne, ale takze zmiany
zwyrodnieniowe 1 masywne obumieranie neurondéw struktur limbicznych i odpowiednich
obszaréw kory, zaangazowanych w regulacj¢ proceséw poznawczych. Najwazniejsze
zaburzenia dotycza dopaminergicznego szlaku czarnoprgzkowiowego, ktory reguluje
naped ruchowy, koordynacj¢, a takze sitg¢ napiccia migéni SzKieletowych (Mutschler
i wsp. 2012). Szlak czarnoprazkowiowy rozpoczyna si¢ cialami neurondow

dopaminergicznych w czg¢sci zbitej istoty czarnej (tac. substantia nigra pars compacta),
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ktorych aksony siegaja swymi zakonczeniami prazkowia (tac. striatum). Istota czarna,
ktora swag nazwe zawdzigcza ciemnemu zabarwieniu wynikajacemu z duzej zawartosSci
zelaza 1 melaniny oraz prazkowie (jadro ogoniaste i skorupa) naleza do jader podstawy,
czyli podkorowych skupisk istoty szarej. Jadra podstawy uczestniczg w selekcji oraz
przetwarzaniu motorycznych wzorcéw zachowan. Obecnie postuluje si¢ rowniez, ze maja
one istotng role w kontroli procesow emocjonalnych i poznawczych (Laskowska 2009).
Stwierdzono ponadto degeneracj¢ neuronow dopaminergicznych w polu brzusznym
nakrywki (fac. ventral tegmental area, VTA). Zakonczenia nerwowe tych komorek
dochodza do struktur ukladu limbicznego, co moze tlumaczy¢ wystepowanie apatii,
nizszej samooceny oraz depresji u osoéb z ChP (Lieberman 2006). W poczatkowym
okresie schorzenia zanik neuronéw taczacych istote czarng z prazkowiem moze by¢
funkcjonalnie wyrOwnywany przez procesy adaptacyjne, jednak gdy postepujaca utrata
komorek dopaminergicznych siggnie 50%, wyrdwnanie czynno$ciowe przestaje byc
mozliwe (Noyce i wsp. 2016; Schrag i wsp. 2015). Konsekwencja jest zachwianie
homeostazy licznych uktadéw neuroprzekaznikowych, ktore wynika rowniez
z degeneracji neuronéw cholinergicznych jadra podstawnego Meynerta (ang. basal
nucleus of Meynert, NBM), z uszkodzenia neuronéw noradrenergicznych jadra miejsca
sinawego (fac. locus coeruleus, LC) i neurondéw serotoninergicznych jader szwu (Jellinger
1991; Bertrand i wsp. 1997). W ChP bserwuje si¢ obnizenie aktywno$ci enzymow
syntetyzujacych katecholaminy, w tym hydroksylazy tyrozynowej (TH), dekarboksylazy
fenyloetyloalaninowej i hydroksylazy tryptofanu - enzymu odpowiadajacego za synteze
serotoniny (5HT). Wyniki badan dotyczace zmiany iloSci neuronow SHT sag
niejednoznaczne. Ostatnie badania Cheshire i wsp. (2015) nie wykazaly zmian w gesto$ci
neuronow SHT w jadrze grzbietowym szwu. Ostatecznie w ukladzie pozapiramidowym
dochodzi do nasilenia hamujacej aktywnosci GABA-ergicznej neurondw przekazujacych
informacj¢ w kierunku wzgbérza, ktére prowadzi do hamowania aktywnosci

glutaminergicznej drog wiodacych ze wzgorza do kory (Schemat 1.).
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pacjent z chorobg Parkinsona

kora mézgowa
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zaburzona funkcja jader podstawnych
w chorobie Parkinsona
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Schemat 1. Udzial szlaku czarnoprgikowiowego w patomechanizmie choroby
Parkinsona. Zmodyfikowano wg Mutschler i wsp. (2012).

objasnienia skrotow: SN — istota czarna (fac. substantia nigra), S — prgzkowie (lac.
striatum), GPe — gatka blada zewnetrzna (tac. globus pallidus externus), GPi — gatka
blada wewnetrzna (fac. globus pallidus internus), STN — jgdro niskowzgorzowe (fac.
nucleus subthalamicus), THA — wzgdrze (tac. thalamus). Grubosé linii strzatek
odpowiada stopniowi aktywacji neuronow.

Aktualnie w etiopatogenezie ChP uwzgledniane sa zarowno czynniki genetyczne,
jak 1 srodowiskowe, ktore staty si¢ podstawg teorii ,,podwojnego uderzenia” (ang. double
hit). Badania epidemiologiczne wskazujg na czestsze zachorowania ludnosci wiejskiej,
pijacej wodg ze studni zanieczyszczonej pestycydami (Breckenridge i wsp. 2016). Liczne
przypadki parkinsonizmu odnotowano ws$réd studentow, zazywajacych heroing
zanieczyszczong toksyng - 1-metylo-4-fenylo- 1,2,3,6-tetrahydropirydyng (MPTP), czy
tez wsrod osob stosujacych efedron zanieczyszczony manganem (Langston i wsp. 1983;
de Bie i wsp. 2007). Pomimo tej samej ekspozycji na czynniki $rodowiskowe, nie
w kazdym przypadku dochodzito do wystapienia parkinsonizmu, co wskazywa¢ moze na
istotng rolg czynnikoOw genetycznych w etiopatogenezie ChP. Pokrewienstwo z osoba
chora, oprocz wieku pacjenta jest najczestszym czynnikiem ryzyka ChP. Monogeniczne

postacie ChP stanowia ok. 10% wszystkich jej przypadkoéw (Noyce i wsp. 2016; Olanow
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i Brundin 2013). Pierwszy opis predyspozycji genetycznej ChP dotyczyt rodziny Contursi
z poludnia Wiloch. Wykryto wowczas mutacje w genie kodujacym bialo a-synukleine
(ASN). Aktualne w ChP zidentyfikowano 1 opisano 18 mutacji, dziedziczonych
autosomalnie zarowno dominujaco, jak i recesywnie. Najczgsciej wystgpujace mutacje
dotycza gendw kodujacych ASN, parking, czy kinaz¢ druga zwigzang z powtorzeniami
bogatymi w leucyn¢ (ang. leucine-rich repeat kinase 2, LRRK2). Ponadto opisywane sa
nowe mutacje tych samych gendéw (ponad 100 dla genu parkiny), co $wiadczy o znacznej
heterogennosci choroby (Trinh i Farrer 2013; Sato i wsp. 2016).

Obecnie uwaza si¢, ze do $mierci neuronéw dopaminergicznych moze dochodzi¢
W mechanizmie uwarunkowan genetycznych, ale takze w wyniku przyspieszonego
starzenia, stresu oksydacyjnego, procesow zapalnych, w tym przewleklej reakcji zapalne;j
mikrogleju (Alam i wsp. 2016; Friedman 2005). Wspodlczesna definicja ChP zaktada, ze
schorzenie to nalezy do zespotu chordb neurodegeneracyjnych okre§lanych wspdlnym
mianem synukleinopatii, do ktorych naleza rowniez ChA, atrofia wielosystemowa i DLB
(Spillantini i Goedert 2000; Forloni i wsp. 2016). W chorobach tych dochodzi
do szerzenia si¢ nieprawidtlowej konformacji biatka ASN (Olanow i wsp. 2004; Walsh
i Selkoe 2016). Zgodnie z aktualng hipotezg synukleinopatii, ChP moze mie¢ swoj
poczatek w opuszce wechowej i jadrze grzbietowym nerwu btednego, gdzie najwczesniej
obserwuje si¢ wystepowanie wewnatrzneuronalnych, cytoplazmatycznych wtrgtow,
zbudowanych glownie z biatka ASN, wystepujacych w formie cial Lewy'ego (Lewy
body, LB) i neurytow Lewy'ego (Braak i wsp. 2003). LB zostaly po raz pierwszy opisane
w 1912 r. przez Friedricha H. Lewy’ego, wybitnego ucznia Alojzego Alzheimera (Lewy
1912). Analiza rozmieszczenia zagregowanego biatka ASN w ukladzie nerwowym oraz
w formie cial i neurytow Lewy’ego z uwzglednieniem stanu klinicznego pacjentow
umozliwila zaproponowanie i opracowanie rozwoju ChP przez Braak’a i wsp. (2003,
2004). Badacze Ci zaobserwowali 6 faz rozwoju ChP. W rozpoczynajacej ja fazie
pierwszej stwierdzili oni zmiany neurodegeneracyjne w jadrach ruchowych nerwu
btednego oraz w opuszkach wechowych. W fazie drugiej zmiany obserwuje si¢ w moscie,
w jadrze szwu oraz w wielokomorkowym jadrze siateczkowym, a dopiero w fazie trzeciej
ChP pojawiaja si¢ zmiany w substancji czarnej i w neuronach cholinergicznych jadra
komorowo-mostowego. W fazie czwartej uszkodzenia obejmuja obszary uktadu

limbicznego, w tym hipokamp. Faza piagta 1 szosta to pelny zespol zaburzen
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charakterystyczny dla ChP ze zmianami neuropatologicznymi w Kkorze, nie tylko
ruchowej ale i czuciowej oraz w korze asocjacyjnej. W warunkach fizjologicznych biatko
ASN wystepuje w formie monomerycznej. W stezeniu nanomolowym lokalizuje si¢ ono
glownie w zakonczeniach presynaptycznych. Wykazuje ono zdolnos¢ wigzania z blonami
lipidowymi i bierze udziat w ksztaltowaniu plastycznosci synaptycznej, w uwalnianiu
dopaminy (DA) i innych neurotransmiteréw (Murphy i wsp. 2000; Cabin i wsp. 2002;
Wilkaniec i wsp. 2013). W przypadku gdy ASN osiagnie odpowiednio wysokie stgzenie
wewnatrz neuronu moze dochodzi¢ do powstawania toksycznych oligomerow (Forloni
i wsp. 2016; Wilkaniec i wsp. 2013). Ponadto, ASN 0 nieprawidtowej konformacji moze
indukowa¢ zmiany w sgsiednich komorkach, podobnie jak w chorobach prionowych
(Olanow i Brundin 2013, Dunning i wsp. 2012; Goedert i wsp 2010; Walsh i Selkoe
2016). Biatko to uwalniane jest rowniez na zewnatrz komorki. ASN wykrywalna jest
w plynie moézgowo-rdzeniowym, osoczu, §linie, jak réwniez w medium komorek
hodowlanych (EIl-Agnaf i wsp. 2003; Jang i wsp. 2010; Lee i wsp. 2005). Badania
dowodza, ze kluczowa role w uwalnianiu ASN na zewnatrz komorki odgrywa stres
oksydacyjno/nitrozacyjny (Adamczyk i wsp. 2007; Jang i wsp. 2010; Lee i wsp. 2005).
Badania Adamczyk i wsp. (2006) wykazaly, ze zewnatrzkomérkowa ASN moze
hamowa¢ wychwyt zwrotny DA w mechanizmie blokowania transportera dopaminy
(DAT), co z kolei indukuje stres oksydacyjny w synaptosomach. DA w obecnosci
reaktywnych form tlenu (RFT) ulega utlenianiu nieenzymatycznemu i enzymatycznemu
do chinonéw DA, najprawdopodobniej za pomocg oksydaz. Produkty autooksydacji DA
mogg wchodzi¢ w interakcje z ASN i modulowaé proces agregacji tego biatka, jak
réwniez zwigksza¢ uwalnianic ASN do przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Norris i wsp.
2003; Bisaglia i wsp. 2007; Lee i wsp. 2011b). W warunkach fizjologicznych
monomeryczna ASN reguluje homeostazg DA poprzez wptyw na aktywnos$¢ TH, ktora
jest enzymem kluczowym dla syntezy tego neurotransmitera. Agregacja i uwalnianie
ASN z komoérki moze prowadzi¢ do zaburzenia metabolizmu DA 1 nasilenia zmian
oksydacyjnych tego neurotransmitera (Perez i Hastings 2004). Zewnatrzkomorkowa ASN
moze wywiera¢ swa toksycznos$¢ takze jako regulator naptywu jonow Ca2+ przez kanaty
wapniowe. W wyniku pobudzenia receptora NMDA i neuronalnej syntazy tlenku azotu
dochodzi do wzrostu poziomu NO i =zaleznej od NO aktywacji kaspazy-3,

a w konsekwencji do apoptozy zaleznej od kaspaz (Adamczyk i Strosznajder 2006;
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Adamczyk i wsp. 2009; 2010). ASN zwicksza tez uwalnianie peptydow amyloidu beta
(AP), prowadzi do dysfunkcji mitochondriow 1 obnizenia zywotnosci komorek

nerwowych (Kazmierczak i wsp. 2008).
Objawy przedkliniczne i kliniczne oraz rozpoznanie Choroby Parkinsona.

ChP charakteryzuje si¢ zarowno objawami ruchowymi, jak i pozaruchowymi,
ktorych stwierdzenie stanowi podstawe rozpoznania ChP. Kliniczne kryteria rozpoznania
zostaly opracowane przez zespot specjalistow stworzony przez Movement Disorder
Society (Litvan 2003). Sg to kryteria Brytyjskiego Banku Mézgdéw chorych na ChP (ang.
UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank) zgodnie z ktorymi do giéwnych objawow
ChP naleza:

= spowolnienie ruchowe (bradykinezja): zaburzona zdolno$¢ inicjowania ruchu,

spowolnienie i zmniejszenie amplitudy ruchu podczas jego powtarzania,

spowolnienie ruchow catego ciata. Oprocz bradykinezji wystepuje co najmniej jeden

z pozostatych objawow:

= sztywno$¢ migsniowa o charakterze plastycznym, tzw. objaw ,,rury olowiane;”,

= drzenie spoczynkowe (4-6 Hz),

= niestabilno$§¢ postawy (wystepujaca niezaleznie od zaburzen wzrokowych,

moézdzkowych, blednikowych, czy zaburzonego czucia proprioceptywnego).
Powyzszych objawéw nie mozna wytlumaczy¢ innymi schorzeniami. Ponadto wystgpi¢
powinny co najmniej 3 z ponizszych kryteriow wspomagajacych rozpoznanie:

= jednostronny poczatek,

= spoczynkowy charakter drzenia,

= postepujacy charakter schorzenia,

dobra odpowiedz na L-dopg (przez 5 lat lub wiecej),

= dyskinezy po leczeniu L-dopa,

= przebieg choroby (10 lat lub wigcej).
Do charakterystycznych objawoéw ChP naleza ponadto: mikrografia, mowa dyzartryczna:
powolna, niewyrazna, afoniczna, pozbawiona intonacji, hipomimika (tzw. ,twarz
pokerzysty”), pochylona sylwetka ciata, chod drobnymi krokami, nieodrywanie stop
od podioza (chod szurajacy), dystoniczne (zgigciowe w zakresie stawdw Srodreczno-
paliczkowych i tokciowych) ustawienie konczyny gornej. Ocena stopnia zaawansowania
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wg skali oceny Hoehn i Yahra (1967) uwzglednia 5 stadiow choroby, gdzie w stadium
pierwszym stwierdza si¢ jednostronne objawy ruchowe o niewielkim nasileniu,
a w stadium pigtym chory jest na wozku inwalidzkim lub lezacy i wymaga statej opieki.
Nalezy zaznaczy¢, ze pomimo stosowania kryteriow UK Parkinson’s Disease
Society Brain Bank nawet w najlepszych osrodkach na $wiecie kliniczne rozpoznanie
ChP moze by¢ negatywnie weryfikowane badaniem neuropatologicznym post mortem
(Hughes i wsp. 1992). Powyzsze kryteria obejmujg jedynie objawy ruchowe. W obrazie
klinicznym choroby istotne znaczenie maja rowniez objawy pozaruchowe, do ktorych
nalezg zaburzenia wechu oraz objawy ukladu wegetatywnego tj: zaparcia, $linotok,
lzawienie, podwyzszone wydzielanie toju, zaburzona termoregulacja i wydzielanie potu,
hipotonia ortostatyczna, czynno$ciowe zaburzenia pecherza moczowego (szczegdlnie
w nocy, tzw. nokturia) oraz zaburzenia seksualne (Schrag i wsp. 2015; Langston 2006).
Zaparcia s3 typowym objawem autonomicznym rozwinietej ChP, jednak mogg one
wyprzedzaé klasyczny poczatek choroby nawet 0 wiele lat (Svensson i wsp. 2016).
Znamiennym objawem prodromalnym sa takze zaburzenia wechu, co pozostaje
w shusznosci z badaniami Braak’a, ktory na podstawie badan histopatologicznych
moézgow pacjentow z ChP wskazat miejsce poczatku choroby w opuszce wechowej
i jadrze grzbietowym nerwu blednego (Braak i wsp. 2003, 2004; Ponsen i wsp. 2004).
Zarowno w obrazie przedklinicznym, jak i klinicznym choroby wystepuja czesto
zaburzenia neuropsychiatryczne typu depresji i zwigkszonego poziomu leku, zaburzenia
snu oraz zaburzenia poznawcze (Beavan i wsp. 2015; Schrag i wsp. 2015; Adams-Carr
i wsp. 2015; Chaudhuri i Schapira 2009; Stocchi i Stirpe 2014; Litvan i wsp. 2012). O ile
degeneracja neuronéw dopaminergicznych prawdopodobnie zwigzana jest z objawami
ruchowymi, zaburzenia poznawcze i zmiany nastroju zwigzane sg z niewydolnoscig
ukfadu cholinergicznego i serotoninergicznego (Ohno i wsp. 2015; Bohnen i wsp. 2015).
Podobnie jak powyzsze objawy uktadu autonomicznego, zaburzenia neuropsychiatryczne
moga wystapi¢ nawet kilkanascie lat przed wystapieniem typowego dla ChP obrazu
klinicznego. Naleza do nich: depresyjne obnizenie nastroju i zachowania Ilgkowe
(wystepuja u 40% pacjentéw), zaburzenia snu w fazie REM (ang. rapid-eye-movement
sleep behaviour disorder, RBD), trudno$ci w zasypianiu, nadmierna senno$¢ w ciggu

dnia, zespot niespokojnych ndg (ang. restless legs syndrome, RLS), wydtuzenie procesow
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myslowych, apatia, szybkie meczenie si¢, a w poznych okresach spowolnienie toku
myslenia (bradyfrenia) oraz ot¢pienie.

Pomocniczo w diagnostyce wtérnych zespoldow parkinsonowskich wykonuje sie
badania neuroobrazowe: tomografi¢ komputerowa (TK) i rezonans magnetyczny (ang.
magnetic resonance imaging, MRI). Pojawienie si¢ izotopowych znacznikow, majacych
powinowactwo do czgéci presynaptycznej ukladu przekaznikowego w szlaku istota
czarna-prazkowie stworzylo mozliwo§¢ neuroobrazowania uktadu pozapiramidowego
I wczesnego rozpoznania choroby. Zastosowanie dla celéw klinicznych metod
pozytronowej tomografii emisyjnej (ang. positron emission tomography, PET) oraz
tomografii emisyjnej pojedynczych fotonéw (ang. single photon emission computed
tomography, SPECT) ograniczone jest jednak wysokim kosztem (Dgbrowska i wsp.
2015; Zhu i wsp. 2014). Zmiany w moézgu pacjentow z ChP w znacznej mierze
odzwierciedla skiad ptynu moézgowo-rdzeniowego, ktorego markerami sg przede
wszystkim ASN, biatkowa deglikaza, kodowana przez PARK7 - DJ-1, ale takze peptydy
AP 1 bialko Tau, znamienne dla ChA, ktore koreluja z zaburzeniami poznawczymi
(Magdalinou i wsp. 2014). Z uwagi na kosztowng i inwazyjng procedur¢ nakhucia
ledzwiowego poszukuje si¢ biomarkeréw ChP w innych tkankach. Pozytywna korelacje
migdzy poziomem pozamozgowej ASN a wystegpowaniem ChP wykryto w skorze
(Donadio i wsp. 2014), jelitach (Lebouvier i wsp. 2010) i gruczotach slinowych (Beach i
wsp. 2013). Badanie materiatu biopsyjnego tkanek obwodowych nie nalezy aktualnie
do rutynowej diagnostyki ChP, lecz w przyszto$ci moze usprawni¢ wczesne rozpoznanie

choroby.
Glowny kierunek terapii Choroby Parkinsona

Mimo zlozonego podioza ChP, leczenie farmakologiczne choroby opiera si¢
na aktywacji uktadu dopaminergicznego przez podawanie penetrujacego do mozgu
prekursora DA (L-dopy), stymulacji osrodkowych receptorow dopaminergicznych
za pomoca bezposrednich agonistow (m.in. pramipeksolu, ropinirolu) i hamowaniu
metabolizmu DA (stosowanie inhibitorow monoaminooksydazy typu B, MAO-B
tj. selegiliny i rasagiliny). Terapia polega tez na tlumieniu przekaznictwa
cholinergicznego (stosowanie chlinolitykow o dziataniu osrodkowym, np. biperidenu,
triheksyfenidylu) (Mutschler i wsp. 2012). Nalezy zaznaczy¢, ze ilo§¢ DA zmniejsza si¢
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fizjologicznie o 6-8% w kazdej dekadzie zycia i u zdrowych osoéb w wieku
szes¢dziesigciu lat wynosi ok. 40-50% wartosci wyjsciowej. W przypadku pacjentow
z ChP zawarto$¢ DA w prazkowiu obniza si¢ do 20% wyjSciowej wartosci stezenia tego
neuroprzekaznika w mézgu (Forno 1996; Pytka i wsp. 2013). Podawanie analogu DA —
L-dopy, okreslanej mianem ,,zlotego standardu” przynosi wowczas ograniczong czasem
kuracji poprawe stanu zdrowia pacjenta przez thumienie objawow ruchowych choroby,
jednak pozostaje bez wplywu na jej postep. W zaawansowanych stadiach ChP, ktorym
towarzyszy postepujacy zanik neurondéw dopaminergicznych i zmniejszona reaktywnos$¢
receptoréw, typowy jest rozwodj zjawiska okres$lanego jako objaw wyczerpywania (ang.
wearing off), ktoremu towarzyszg fluktuacje motoryczne. Dana dawka L-dopy poprawia
stan ruchowy pacjenta przez krotki czas, ale sztywnos$¢ i bradykinezja powracaja
gwaltownie po wyczerpaniu stezenia terapeutycznego leku, co wigze si¢
z koniecznoscig zwigkszenia dawki 1 czgstosci jego podawania oraz nasilenia dziatan
niepozadanych w postaci dyskinez, czyli nadmiernych 1 nieprawidlowych ruchow
mimowolnych (Mutschler i wsp. 2012).

Dla grupy chorych w zaawansowanej postaci ChP w ostatnich latach jako
alternatywe konwencjonalnej terapii doustnej opracowano neurochirurgiczne oraz
infuzyjne metody postepowania. Aktualnie rekomendowang metoda neurochirurgiczng
jest stymulacja struktur glebokich mozgu (DBS — ang. deep brain stimulation). Metoda ta
nie wyklucza stosowania farmakoterapii w dalszym etapie choroby. Jej glowne
przeciwwskazania to brak reakcji na L-dopg, towarzyszacy zespot otepienny, depresja
oraz zaburzenia funkcji poznawczych (Fenoy i Simpson 2014). U chorych,
u ktorych zastosowanie DBS nie jest mozliwe ze wzgledu na przeciwwskazania
neurochirurgiczne, spore nadzieje budzg terapie infuzyjne, pozwalajace na utrzymanie
statego stezenia terapeutycznego leku w krwioobiegu, co umozliwia ciggly stymulacje
dopaminergiczng w mozgu. Stosowane sa podskorne wlewy agonisty receptoréw
dopaminergicznych - apomorfiny oraz dojelitowe wlewy L-dopy w postaci zelu,
podawanej bezposrednio do jelita poprzez zewngtrzny zglebnik zalozony poprzez
powloki skoérne brzucha (system Duodopa). Metody te sa bardzo skuteczne
w redukcji czasu ,,off” i zmniejszaniu liczby dyskinez (zwlaszcza system Duodopa)
(Bogucki 2013). Wazny element terapii ChP stanowi rehabilitacja neurologiczna, ktora

nie ogranicza si¢ tylko do usprawnienia fizycznego, ale takze obejmuje inne dziedziny
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rehabilitacji tj. terapie zaburzen mowy i potykania, problemy psychologiczne, zdolnos¢
do pracy i sprawy socjalno-bytowe (Kozak-Putowska i wsp. 2015).

Mimo ztozonej terapii ChP skuteczno$¢ leczenia choroby jest ograniczona przez
stale postgpujaca utrate neurondw dopaminergicznych. Gléwnym wyzwaniem stojacym
przed dzisiejsza nauka jest zatem poznanie przyczyn rozpoczynajacych proces
degeneracji neurondw, okreslenie markeréw wczesnego okresu schorzenia i stworzenie
mozliwosci przyczynowego leczenia choroby poprzez wplyw na jej naturalny przebieg.
Zasadne jest koncentrowanie farmakoterapii na zwigzkach o dziataniu neuro-
protekcyjnym, dlatego waznym kierunkiem badan podstawowych jest identyfikacja
nowych mechanizméw molekularnych $§mierci komorek, ktore kolejno pomoga

w poszukiwaniu potencjalnych zwigzkow spowalniajacych ten proces.

Model neurotoksycznosci MPTP/MPP+ w badaniach Choroby
Parkinsona

Celem zrozumienia zmian w ChP na poziomie molekularnym, a tym samym
opracowania terapii neuroprotekcyjnej prowadzone s3g badania w modelach
komorkowych 1 zwierzecych tej choroby. Jako ztoty standard modelu ChP uznawana jest
neurotoksyna S$rodowiskowa 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna/1-metylo-4-
fenylopirydyna (MPTP/MPP+). Toksyna MPTP/MPP+ wywoluje specyficzng
1 powtarzalng degeneracje neurondéw szlaku czarnoprazkowiowego u ludzi, matp i myszy,
dlatego jest zwigzkiem pierwszego wyboru dla badan nad mechanizmem $mierci
komorek nerwowych w przebiegu ChP (Jackson-Lewis i wsp. 2012). Jako chemiczne
czynniki modelowe ChP u zwierzat stosowane s3 rowniez zwigzki takie jak:
6-hydroksydopamina (6-OHDA), pestycydy (rotenon, parakwat) oraz czynniki pro-
zapalne takie jak lipopolisacharyd (LPS). Model toksycznosci MPTP stosowany u myszy
1 malp, oraz model 6-OHDA stosowany u szczurOw, uznawane s3 za najpeiniej
odzwierciedlajagce  zaré6wno  ubytek neuronéw  szlaku  czarnoprazkowiowego,
jak i symptomy choroby (Blesa i Przedborski 2014). Charakterystyk¢ neurotoksycznych
wiasciwosci MPTP wykonano w oparciu o badania autopsyjne mozgoéw 3 pacjentow,
ktorzy zachorowali na ChP w wyniku zatrucia MPTP (Langston 1 wsp. 1999).
W roku 1982 roku w grupie ok. 300. osob z pdocnej Kalifornii po zastosowaniu
dozylnym preparatu syntetycznej heroiny - 1-metylo-4-fenylo-4-propionoamidoksy-

-21-



Wprowadzenie

pirydyny (MPPP), analogu narkotyku meperydyny (Demerolu), pojawit si¢ szybko
postepujacy zesp6t Parkinsona. Za neurotoksyczne wiasciwosci odpowiedzialna byta
MPTP, ktora powstala jako produkt uboczny na drodze syntezy MPPP. Zatrucie
wywotlato nieodwracalne i cigzkie zaburzenia funkcji motorycznych, znamienne dla
zespotu parkinsonowskiego, w tym drzenie, sztywno$¢, spowolnienie ruchowe,
niestabilno$¢ postawy i1 stany bezruchu. Pacjenci w poczatkowych stadiach choroby
reagowali pozytywnie na leczenie L-dopa i bromokryptyng, jednak w wyniku
dlugoterminowej terapii w obrazie klinicznym wystapily nieodwracalne dyskinezy,
identyczne z obserwowanymi u pacjentéw ze zdiagnozowang ChP (Ballard i wsp. 1985;
Langston 1 wsp. 1983). Czas przezycia chorych wynosit od 3 do 16 lat. Badanie
neuropatologiczne kazdego pacjenta wykazalo zanik pigmentowych komoérek nerwowych
w istocie czarnej (Langston i wsp. 1999). Wrazliwo$¢ na MPTP zalezng od wieku i dawki
wykazano takze w badaniach na matpach i na myszach, skad pochodzi wigkszos¢ obecnej
wiedzy na temat tej toksyny. Udowodniono istotng korelacje miedzy zanikiem ciat komoérek
dopaminergicznych w obrebie czeSci zbitej istoty czarnej (tac. substantia nigra pars
compacta, SNpc), wigkszg w stosunku do utraty neuronéw pola brzusznego nakrywki (lac.
ventral tegmental area , VTA), a stopniem zaburzenia czynnosci ruchowych u malp i myszy
poddanych dziataniu MPTP (Blesa i wsp. 2012; Seniuk i wsp. 1990; Jackson-Lewis
i Przedborski 2007). W doswiadczeniach na matpach, ktorym podawano mate dawki MPTP,
wykazano preferencyjny zanik zakonczen neuronéw dopaminergicznych w obrebie skorupy
prazkowia w stosunku do jadra ogoniastego (Snow i wsp. 2000; Moratalla i wsp. 1992).
MPTP jako zwigzek lipofilowy przenika barierg¢ krew-mozg w ciggu kilku minut (Markey
1 wsp. 1984). Nastepnie z udzialem MAO-B w komorkach glejowych oraz neuronach
serotoninergicznych MPTP utleniana jest do 1-metylo-4-fenylo-2,3-dihydropirydyny
(MPDP+). Kolejno MPDP+ prawdopodobnie na drodze spontanicznej oksydacji
metabolizowana jest do jonu MPP+, ktory uwalniany jest do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej (Schemat 2.). MPP+ wykazuje wysokie powinowactwo do transportera
dopaminy (DAT) (Hare i wsp. 2013; Javitch i wsp. 1985). Badania in vivo dowodzg, ze DAT
jest niezbedny dla dziatania MPTP. Farmakologiczna inhibicja tego biatka lub jego delecja
chroni komoérki dopaminergiczne przed degeneracja (Kitao i wsp. 2007; Javitch i wsp. 1985;
Bezard i wsp. 1999). Jon MPP+ wewnatrz komorki nerwowej moze przyjac rozne lokalizacje
(Schemat 2.). MPP+ moze wptywaé na pecherzykowy transporter monoamin (ang.vesicular
monoamine transporter, VMAT?2), ktory translokuje MPP+ do pecherzykow synaptycznych.

Komorki z nadekspresja VMAT?2 maja zdolnos¢ sekwestracji MPP+ wewnatrz pecherzykow
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synaptycznych, co zmniejsza pule toksyny dostepng dla mitochondriow i czyni komorki
opornymi na dzialanie MPP+ (Chen i wsp. 2005). Nadekspresja VMAT2 zapobiega
degradacji zakonczen neurondéw dopaminergicznych w prazkowiu myszy poddanych
dzialaniu MPTP (Lohr i wsp. 2016). Myszy z podwdjna homozygotyczng delecja VMAT?2 sa
natomiast bardziej wrazliwe na neurotoksycznos¢ MPTP (Takahashi i wsp. 1997). Kolejnym
miejscem lokalizacji jonu MPP+ jest cytozol, gdzie moze on wchodzi¢ w interakcje
z niektorymi enzymami, takimi jak dehydrogenaza aldehydowa (Klaidman i wsp. 1993).
Lokalizacja odpowiedzialng za neurotoksyczne dziatanie MPP+ jest pierwszy kompleks

tancucha transportu elektronéw w mitochondrium (Schemat 2.).

o

1 nom g E \?
\ . AQNP

~
MPP+ blokuje
™ g - b enzymy | kompleks 'ar’\cucha'
. MPTP transportu elektronéw
MAOB | -,
MPDP* MPP
2 4 f
komérka glejowa MER
\/\,e‘.

pqcherzyk _J mnochondrlum

Q
bariera l Al v
krew -mézg Q Q e e
,T Q
Q

@
l synaptyczny MF’F’+
MPP+ —’—‘g—\\
+ +
neuron \[:AT MPP MPP
dopaminergiczny MPJP"' MPP+

Schemat 2. Mechanizm dzialania MPTP/MPP+. Zmodyfikowano wg Dauer
i Przedborski (2003).

objasnienia  skrotow:  MPTP -  1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna,
MPDP+ - 1-metylo-4-fenylo-2,3-dihydropirydyna, MPP+ - 1-metylo-4-fenylopirydyna,
MAO-B — monoaminooksydaza typu B, VMAT2 - pecherzykowy transporter monoamin
(ang. vesicular monoamine transporter), DAT — transporter dopaminy

MPP+ hamujgc aktywnos¢ NADH dehydrogenazy, prowadzi do zaburzenia
fosforylacji oksydacyjnej, co wywoluje gwaltowne obnizenie poziomu adenozyno-
trojfosforanu (ATP) i zwigkszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT), ktore
prowadza do oksydacyjnego uszkodzenia biatek i DNA (Nicklas i wsp. 1985; Henchcliffe

i Beal 2008). MPP+ moze indukowa¢ takze stres oksydacyjny w mechanizmie uwalniania
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DA z pecherzykow synaptycznych (Johnson 1988). Dopamina, jako niezwykle reaktywna
czasteczka, wykazuje sktonnos¢ do fatwego utleniania i wytwarzania RFT (Meiser i wsp.
2013; Hattoria 1 wsp. 2009).

Komoérki o fenotypie neuronalnym poddane dziataniu MPP+ sg powszechnie
uznawanym modelem stresu oksydacyjnego, wykorzystywanym jednoczesnie jako model

zmian molekularnych obserwowanych w ChP (Xie i wsp. 2010; Khwanraj i wsp. 2015).

Molekularny mechanizm smierci komorek w modelu MPTP/MPP+

Przez dlugi czas apoptoza uznawana byla za gldwny mechanizm programowanej
$mierci neuronéw W przebiegu ChP. Badania w modelach in vitro i in vivo wykazaly,
ze autofagia, pasywna oraz programowana nekroza, czy apoptoza niezalezna od kaspaz,
réwniez mogg odpowiada¢ za $mier¢ komorek dopaminergicznych (Venderova i Park
2012). W modelach in vivo ChP w wymienionych warunkach stresowych komorka moze
umiera¢ w wyniku kilku mechanizméw, zaleznie od dawki toksyny, rejonu mézgu lub
typu komoérek oraz ich aktualnego stanu energetycznego (Venderova i Park 2012). MPP+
jako inhibitor I kompleksu tancucha transportu elektronow 1 aktywator silnego stresu
oksydacyjnego kieruje komorke glownie na droge wewngtrznego szlaku apoptozy,
zaleznej od dysfunkcji mitochondriow i proteolitycznych enzyméw - kaspaz. Wysokie
dawki MPP+ mogg prowadzi¢ jednak do nekrotycznej S$mierci komorki,
co prawdopodobnie wigze si¢ z drastycznym obnizeniem poziomu ATP (Elmore 2007).
Pierwsze doniesienia dotyczace programowanej $mierci komoérki w modelu ChP
pochodzg z badan in vitro z uzyciem toksyny MPP+, w ktérych wykazano znamienng dla
apoptozy fragmentacje DNA (Itano i Nomura 1995; Dipasquale i wsp. 1991). Badania
in vivo/in vitro z uzyciem toksyny MPTP/MPP+ wykazujg charakterystyczne dla
apoptozy zmiany na Kilku jej etapach, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem bialek z rodziny
Bcl-2, cytochromu c oraz enzymoéw proteolitycznych z grupy kaspaz. Biatka Bcl-2
sklasyfikowa¢ mozna w trzy podrodziny. Pierwsza z nich to anty-apoptotyczne biatka
Bcl-2 zawierajace cztery domeny BH (ang. Bcl-2 homology), ktorych podstawowa
funkcja jest zachowanie integralno$ci blony mitochondrialnej przez wigzanie pro-
apoptotycznych biatek z drugiej podrodziny Bax (trzy domeny BH), zwanych réwniez
biatkami efektorowymi apoptozy. Biatka nalezace do trzeciej podrodziny, zawierajace

wylacznie domen¢ BH3 (ang. BH3-only” proteins), wypieraja pro-apoptotyczne biatka
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typu Bax z kompleksow z biatkami anty-apoptotycznymi. Ich ekspresja wzrasta
w warunkach stresowych i ograniczona jest do okreslnego typu komorek. Przyktadem
biatka BH3-only jest Harakiri (Hrk), ktérego ekspresja ograniczona jest do komorek
nerwowych i aktywowana jest w odpowiedzi na brak neuronalnego czynnika wzrostu
(NGF) (Ham i wsp. 2005). Wzrost ekspresji pro-apoptotycznego biatka Bax z rodziny
Bcl-2, a takze wzrost stosunku Bax do anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 (Bax/Bcl-2),
wykazano zarowno w komérkowych modelach MPP+, jak i w SN zwierzat poddanych
dziataniu MPTP (Hassouna i wsp. 1996; Khwanraj i wsp. 2015; You i wsp. 2016; Zhao
i wsp. 2016). Jednoczesnie podwodjna homozygotyczna delecja biatka Bax zmniejsza
wrazliwos¢ myszy na MPTP (Vila i wsp. 2001). Wysoka ekspresje biatka Bax wykazano
tez w mézgach autopsyjnych pacjentow z ChP (Hartmann i wsp. 2001). Bax tworzac
heterodimery z innymi bialkami pro-apoptotycznymi formuje kanaly w zewngtrznej
btonie mitochondrialnej dla biatek w niej zakotwiczonych m.in. cytochromu c. Wiele
badan w modelu MPTP/MPP+ wykazalo wzrost uwalniania cytochromu c¢
z mitochondriow do cytoplazmy (Cassarino i wsp. 1999; Liu i wsp. 2015; Wang i wsp.
2015; Chaudhuri i wsp. 2016). Cytochrom ¢ w obecnosci ATP 1gczy si¢
z biatkiem Apaf-1 (ang. apoptotic protease activating factor-1), formujgc apoptosom
(Schemat 3.). Odstonicte domeny CARD (ang. caspase activation and recruitment
domain) biatek Apaf-1 sg luzno zwigzane z apoptosomem i mogg oddzialywaé
z domenami CARD prokaspaz-9, tworzagc struktur¢ podobng do dysku. Aktywna
inicjatorowa kaspaza-9 polaczona z apoptosomem moze aktywowaé wykonawczg
prokaspaze-3 i prokaspaze-7, co prowadzi do proteolizy bialek w komorce, a ostatecznie
do jej $mierci (Green i Reed 1998; Marek 2013; Yuan i Akey 2013; Bratton i Salvesen
2010). Liczne badania wykazaty, ze MPP+ powoduje zalezng od dawki i czasu inkubacji
aktywacje kaspazy-3 (Du i wsp. 1997; Kaul i wsp. 2003; Zheng i wsp. 2016). Hartmann
i wsp. (2000) wykazali w analizie post mortem pacjentow z ChP korelacje migdzy
stopniem utraty neuronéw dopaminergicznych w $§rédmozgowiu a ekspresja tej
egzekutorowej kaspazy. Wazny element szlaku apoptozy stanowi jadrowy enzym
naprawczy DNA oraz regulator transkrypcji - polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP-1,
EC.2.4.2.30), ktora katalizuje ADP-rybozylacje m.in. biatek histonowych oraz czynnikow
transkrypcyjnych (tj. AP-1, AP-2, p53, NF-xB) (Krishnakumar i Kraus 2010; Pellegrino
i Altmeyer 2016). W warunkach silnego stresu, wywotanego m.in. toksyng MPP+,
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polimeraza PARP-1, ktora jest preferencyjnym substratem dla kaspazy-3, ulega
proteolizie (Ye i wsp. 2015; Fan i wsp. 2015). Obecno$¢ fragmentow PARP-1 o ci¢zarze
89 kDa i 24 kDa jest biomarkerem aktywnos$ci proteolitycznej kaspazy-3 (Kaufmann
i wsp. 1993; Chaitanya i wsp. 2010). Polimeraza PARP-1 moze by¢ tez cieta in vitro
przez kaspazg-7. Podczas gdy 89 kDa fragment uwalniany jest do cytoplazmy, fragment
o ciczarze 24 kDa zawierajacy 2 palce cynkowe moze trwale wigzaé si¢ z polimeraza
PARP-1, hamujac jej aktywnos$¢, a tym samym naprawg DNA (D’Amours i wsp. 2001)
(Schemat 3.). Proces ten moze odgrywac rolg w apoptozie komorek w przebiegu ChP,
ChA, niedokrwienia oraz urazowego uszkodzenia mozgu (Kanthasamy i wsp. 2006; Peng
i wsp. 2002; Lau i wsp. 2006; Chaitanya i Babu 2008).

RFT
MPP+ RFT RFT

prokaspaza 9

agmebtacja DN

)
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aktywacja prokaspazy 9 PARP-1

DNA
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aktywacja kaspaz 5 T
cigcie PARP-1

efektorowych =%
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degradacja bialek
cytoplazmatycznych

Schemat 3. Mechanizm Smierci komorki w warunkach stresu wywolanego MPP+.
Zmodyfikowano wg Marek (2013).

objasnienia skrotow: MPP+ - 1-metylo-4-fenylopirydyna, BAX — biatko pro-apoptotyczne
z rodziny Bcl-2, Cyt ¢ - cytochrom ¢, Apaf-1 — ang. apoptosis protease-activating factor 1,
PARP-1 — polimeraza poli(ADP-rybozy), RFT — reaktywne formy tlenu

Kluczowa rolg w mechanizmie $mierci komérek w warunkach toksycznos$ci

MPP+ odgrywa biatko ASN. Badania Wu i wsp. (2009) wykazaly, ze obnizenie ekspresji
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genu dla ASN w komoérkach SH-SY5Y poddanych dzialaniu MPP+ znosi uwalnianie
cytochromu ¢ do cytoplazmy oraz wzrost ekspresji pro-apoptotycznego biatka Bax,
co chroni komorki przed dysfunkcjg mitochondriow i $miercig. Ponadto nieletalne
stgzenie MPP+ powoduje uwalnianie ASN do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j,
zwickszajac jej toksyczno$¢ i1 prowadzagc do S$mierci komorek SH-SYS5Y (Pyszko
I Strosznajder 2014b). Istnieje wiele dowodow in vitro/in vivo oraz badan post mortem
pacjentow z ChP, ktore wskazujg na Smier¢ komérek nerwowych na drodze klasycznej
apoptozy, jednak zaden z jej etapdw nie jest wykorzystywany jako punkt uchwytu
w strategii terapeutycznej tej choroby. Udziat aktywnych sfingolipidow (sfingozyno-1-
fosforanu i ceramidu), ktore jako czasteczki sygnalizacyjne rowniez decyduja
0 przezyciu/$mierci komorki w  patomechanizmie ChP, jest zagadnieniem
niewyjasnionym. Identyfikacja zachwiania homeostazy sfingolipidowej
w modelu ChP moze wskaza¢ cenny kierunek strategii neuroprotekcyjnej, co uzasadnia

podjecie przeze mnie tematu niniejszej rozprawy.

Kinazy sfingozyny (Sphkl i Sphk2)
Znaczenie kinaz sfingozyny i sfingolipidow w fizjologii i patologii komorki

Zywo dyskutowanym tematem badan ostatniej dekady stalo sie zagadnienie
udziatu sfingolipidow w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych, glownie ChA
i stwardnienia rozsianego (sclerosis multiplex, SM) (Reed 2011; Couttas i wsp. 2014;
Ceccom i wsp. 2014; Brinkmann i wsp. 2010). Sfingolipidy sg zrdéznicowana pod
wzgledem budowy i funkcji rodzing lipidow blonowych. Najczesciej wystepujacym
w blonach komorkowych przedstawicielem sfingolipidow jest sfingomielina (Kishimoto
i wsp. 2016). Czasteczki sfingolipidow w wyniku samoorganizacji moga tworzy¢
w blonach komoérkowych mikrodomeny blonowe, zwane tratwami lipidowymi, Ktore
petnia role w przekazywaniu sygnatow (Pacheco i wsp. 2016). Badania ostatnich 2 dekad
wykazaty, ze niektore sfingolipidy, tj. ceramid, sfingozyna (Sph) oraz sfingozyno-1-
fosforan (ang. sphingosine-1-phosphate, S1P) biorg udzial w transdukcji sygnatu
wewnatrz komorki, a takze migdzy komérkami, co stanowi dowod, ze lipidy podobnie jak
bialka peti¢ mogg istotng funkcj¢ sygnalizacyjng (Pyne i wsp. 2016). Ceramid

1 sfingozyna s3 zaangazowane w szlaki obejmujace odpowiedZ na stres komorkowy,
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zatrzymanie cyklu komorki oraz jej programowang s$mier¢ (Cuvillier i wsp. 1996;
Ogretmen i Hannun 2004). W przeciwienstwie do ceramidu i sfingozyny, S1P jest
czasteczkg pro-zyciowa, ktéra bierze udziat w regulacji wzrostu, rdéznicowania,
proliferacji komorek oraz hamowaniu procesu apoptozy (Spiegel
i Milstien 2003; Pyne i Pyne 2002; Cuvillier i Levade 2001). Ze wzgledu
na przeciwstawne dziatanie powyzszych sfingolipidow dynamiczna roéwnowaga
pomiedzy S1P a ceramidem, okreslana czesto jako ,,biostat sfingolipidow”, uznawana jest
za istotny czynnik decydujacy o przezyciu/$mierci komorek (Spiegel i Milstien 2003).
W szlaku metabolizmu sfingolipidéw ceramid i S1P dzielg tylko 2 enzymatyczne reakcje.
Pierwsza to deacetylacja ceramidu do sfingozyny, a druga to fosforylacja sfingozyny

z udziatem kinaz sfingozyny (Schemat 4.).

heksadecenal

+

fosfoetanoloamina

ATP

S SPL
o " Sphk1/2
- — R r—————— 0—r|-‘-|'—0 N CyaH
HOW o N e, SPPIE ] B
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OH NH,
NH,
" Sph S1P
I D-erytro-sfingozyna D-erytro-sfingozyno-1-fosforan
apoptoza dzialanie pro-Zyciowe

biostat sfingoipidow

Schemat 4. Udziat Sphk1/2 w utrzymaniu biostatu miedzy ceramidem a sfingozyno-1-
fosforanem (schemat autorski).

objasnienia skrotow: S1P — sfingozyno-1-fosforan, Sphk1/2 - kinazy sfingozyny 1 i 2,
Sph — sfingozyna, SPP1/2 — fosfatazy S1P 1i 2, SPL — liaza S1P
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Istnienie szlaku metabolicznego, ktérego kolejne metabolity maja wyraznie
przeciwstawne dzialanie odpowiednio pro oraz anty-apoptotyczne (ceramid/S1P)
sugeruje, ze nawet niewielkie zaburzenie tej homeostazy moze mie¢ fundamentalne
znaczenie dla losu komorki. Liczne badania wskazuja, ze kluczowymi enzymami
regulujacymi homeostaz¢ S1P/ceramid sa kinazy sfingozyny (Sphk1/2) (EC:2.7.1.91)
(Olivera i Spiegel 1993; Olivera i wsp. 2013; Pyne i wsp. 2016)

U ssakoéw sklonowano i scharakteryzowano dwie, odmienne pod wzglgdem
budowy i witasciwosci biochemicznych izoformy Sphk: Sphkl i Sphk2, ktoére pelnig
kluczowa role w utrzymaniu biostatu sfingolipidow (Neubauer i Pitson 2013; Pyne i wsp.
2016). Enzymy te Kkatalizujg przeniesienie reszty fosforanowej z ATP do grupy
1-hydroksylowej osiemnastowgglowego, nienasyconego aminoalkoholu z jednym
wigzaniem podwojnym - sfingozyny (Sph). Sphkl i Sphk2 kodowane s3 przez
2 oddzielne geny, zlokalizowane odpowiednio na chromosomie 17 (17025.2)
i 19 (19913.2). Podwdjna homozygotyczna delecja obydwu izoform kinaz sfingozyny
(sphk1/" sphk2/) u myszy prowadzi do zaburzenia procesu angiogenezy
oraz neurogenezy, W tym do niecalkowitego zamknigcia cewy nerwowej,
a w ich konsekwencji do embrionalnej $mierci (Mizugishi i wsp. 2005). Myszy
z delecja tylko jednej z izoform sg fenotypowo prawidlowe, plodne i charakteryzuja si¢
podobng dlugoscig zycia do myszy pozbawionych delecji (Mizugishi i wsp. 2005).
U myszy (sphk1™, sphk2*'*) oraz (sphk2™, sphk1*"*) nie obserwuje si¢ zmian w poziomie
S1P w wiegkszo$ci tkanek, poza surowica, gdzie w przypadku delecji sphkl poziom S1P
ulega obnizeniu do 50% wartos$ci osigganej u myszy typu dzikiego (Allende i wsp. 2004;
Mizugishi i wsp. 2005). Sugeruje to istotna rol¢ pierwszej izoformy w syntezie
surowiczej puli S1P. Sphk1 i Sphk2 mimo, ze syntetyzuja ten sam produkt, r6znig si¢ pod

wzgledem budowy, lokalizacji wewnatrzkomorkowej i wlasciwosci biochemicznych.

Budowa kinaz sfingozyny

Sphk1 i Sphk2 po raz pierwszy sklonowano u drozdzy Saccharomyces cerevisiae
(Nagiec i wsp. 1998). Te konserwatywne ewolucyjnie enzymy wykazuja znaczng
homologi¢ W sekwencji aminokwaséw U drozdzy, nicieni (C. elegans), myszy i innych
ssakow, takze u czlowieka. Sphkl i Sphk2 nie wykazuja jednak podobienstwa pod

wzgledem sekwencji 1 struktury przestrzennej do innych znanych biatek. Pewna
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homologi¢ sekwencji stwierdzono jedynie z Kinaza diacyloglicerolu w obrebie domeny
katalitycznej (Kohama i wsp. 1998; Leclercq i Pitson 2006). Sphkl i Sphk2 zawieraja
pie¢ konserwowanych domen (C1-C5), przy czym domeny katalityczne lokalizujg si¢
w rejonie C1-C3, a domena wigzania ATP w regionie C2 (Pitson i wsp. 2002). Sphkl
pozbawiona jest hydrofobowych transblonowych sekwencji, ktore w liczbie czerech
obecne sg w izoformie drugiej. Pomimo istotnej homologii tych dwoch biatek (sekwencja
Sphkl w 45% jest identyczna z Sphk2, a w 80% wykazuje podobienstwo) stwierdzono
niewielkie rdéznice strukturalne determinujace odmienng lokalizacje wewnatrz-
komorkowa, specyficzno$¢ Substratowg oraz regulacje aktywno$ci obydwu enzymow
(Liu i wsp. 2000; Neubauer i Pitson 2013; Santos i Lynch 2015). Sphkl jest biatkiem
0 nizszej masie czasteczkowej anizeli Sphk2. Poznane i scharakteryzowane zostaty
2 warianty Sphkl, powstale w wyniku alternatywnego sktadania prekursorowego mRNA:
SK1la, zawierajacy 384 reszty aminokwasowe oraz SK1b, wzbogacony o dodatkowsa
sekwencje 86-aminokwasow N-konca, ktora prawdopodobnie odpowiada za wigksza
stabilno$¢ i mniejszg wrazliwo$¢ na degradacj¢ proteasomalng (Pyne i wsp. 2016).
Wzrost poliubikwitynacji, degradacji SK1a w proteasomie oraz jednoczesng oporno$é
SK1b zaobserwowano w komodrkach nowotworu prostaty niewrazliwych na androgeny
i rownocze$nie poddanych dziataniu inhibitora, czyli 2-(p-hydroksyanilino)-4-(p-
chlorofenylo)tiazolu (SKI 11), ktory uznawany jest jako preferencyjny inhibitor Sphkl,
dodatkowo stymulujacy jej degradacje proteasomalng (Lim i wsp. 2012). Dziatanie
powyzszego inhibitora na SKla i1 SKI1b jest jednak zalezne od typu komorek.
W komoérkach nowotworu prostaty wrazliwych na androgeny dochodzi do degradaciji
zarowno SKla, jak i SK1b, a takze zmiany réwnowagi S1P/caramid na korzys$¢ pro-
apoptotycznego ceramidu i $mierci komorki (Loveridge i wsp. 2010). Poznano takze
2 warianty Sphk2: SK2a (654 reszty aminokwasowe) oraz zawierajacy dodatkowa 36-
aminokwasowg sekwencje N-koncowa SK2b, ktora prawdopodobnie odpowiedzialna jest
za wigksze spektrum substratowe i aktywnos¢ katalityczng enzymu (Pitson 2011; Billich i
wsp. 2003). Zasadnicza roznica strukturalna migdzy Sphkl a Sphk2 polega na dtuzszej
sekwencji N-koncowej Sphk2, gdzie znajduje si¢ sekwencja lokalizacji jadrowej
(ang. nulear localization sequence, NLS). Ponadto centralna domena Sphk2 jest bogata
w reszty proliny, niezidentyfikowane w Sphkl, gdzie zlokalizowana jest sekwencja

odpowiedzialna za eksport Sphk2 z jadra do cytoplazmy (ang. nuclear export sequence,
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NES) (Neubauer i Pitson 2013). Fragment ten odpowiada¢ moze takze za wigksza
aktywno$¢ katalityczng wzgledem tych samych substratow. Przekladem moze by¢
fosforylacja fingolimodu, analogu sfingozyny i zarazem leku immunosupresyjnego
w SM, ktéra zachodzi z 30-krotnie wigksza aktywnoscia w przypadku Sphk2 niz Sphkl
(Billich i wsp. 2003).

Specyficznosé substratowa kinaz sfingozyny

Zaréwno Sphkl, jak i Sphk2 maja zdolno$¢ wigzania D-erytro-sfingozyny
i D-erytro-dihydrosfingozyny w miejscu katalitycznym, a w efekcie syntezy odpowiednio
S1P i dihydro-S1P, jednak z r6zng kinetykg reakcji. Naturalnie wystgpujaca w komorce
D-erytro-sfingozyna jest preferencyjnym substratem Sphkl, natomiast D-erytro-
dihydrosfingozyna jest fosforylowana z wigksza wydajnoscia przez Sphk2. Sphk2
w przeciwienstwie do Sphkl moze takze fosforylowa¢ inne substraty lipidowe
tj. fitosfingozyne, a takze inhibitor Sphkl - D, L-treo-dihydrosfingozyne (Liu i wsp.
2000). Sphk2 jest odpowiedzialna takze za fosforylacje fingolimodu (FTY720), ktory jest
analogiem sfingozyny i pierwszym doustnym lekiem immunosupresyjnym w SM.
W warunkach in vitro zdolnos$¢ fosforylacji FTY720 ma takze Sphkl, lecz Sphk2
przeprowadza tg reakcj¢ z duzo wickszg wydajnoscig (Billich i wsp. 2003; Paugh i wsp.
2003; Sanchez i wsp. 2003). Myszy z delecja Sphk2 (sphk2/") tylko w niewielkim stopniu
syntetyzuja  ufosforylowany fingolimod (FTY720-P) (Kharel i wsp. 2005).
Jak wspomniano powyzej, szersze spektrum substratowe Sphk2 wynika¢ moze
z obecnosci centralnej domeny bogatej w reszty proliny, chociaz funkcjonalne znaczenie
tych dodatkowych sekwencji nie jest w pelni poznane. Roéznice w zdolnosci
poszczegbdlnych substratow do aktywacji 1 hamowania Sphk1 i Sphk2 wykorzystywane sa
W optymalizacji warunkow badania aktywnos$ci poszczegdlnych izoform Sphk.
Niejonowy detergent, eter polimeru glikolu polietylenowego - Triton X-100 hamuje
Sphk2 1 zwigksza aktywno$¢ Sphkl. W przeciwienstwie do powyzszego zwigzku,
wysokie stezenia soli nieorganicznych maja hamujacy efekt na Sphkl, a istotnie
stymuluja aktywno$¢ Sphk2, co wykorzystywane jest w formutowaniu sktadu buforéw
inkubacyjnych do oznaczania aktywno$ci poszczegdlnych lizoform kinaz sfingozyny
(Don i wsp. 2007).
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Lokalizacja wewngtrzkomorkowa 1 rozmieszczenie tkankowe kinaz
sfingozyny

Ekspresja obydwu izoform Sphk, jak i stezenie S1P jest szczegdlnie wysokie
podczas rozwoju embrionalnego. U myszy najwyzszy poziom ekspresji Sphkl
obserwowany jest wezesniej (E7-E11) niz Sphk2 (E15-E17) (Liu i wsp. 2000). Sphkl
wystepuje glownie w cytoplazmie i siateczce Srodplazmatycznej (ang. endoplasmic
reticulum, ER), a takze moze by¢ zwigzana z btong komorkowa, do ktorej translokuje sie
jako forma aktywna (Pitson 2003). Sphk1 w gldwnej mierze odpowiada za synteze puli
S1P, transportowanej poza komorke 1 dziatajacej w sposdb auto 1 parakrynny
za posrednictwem receptorow dla S1P. Sphk2, w zalezno$ci od typu komorek, moze
wystepowaé¢ w ER, w jadrze komorkowym i mitochondriach. Sphk2 w odréznieniu
od Sphkl posiada w swej strukturze sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS) oraz
sekwencje¢ odpowiedzialng za eksport Sphk2 z jadra do cytoplazmy (NES) (Neubauer
i Pitson 2013). Obydwie izoformy wyst¢puja we wszystkich tkankach ludzkich, jednak
Sphk1 osigga najwyzsza ekspresj¢ w phlucach, sledzionie i limfocytach (Melendez i wsp.
2000), natomiast Sphk2 najliczniej wystepuje w watrobie i nerkach (Liu i wsp. 2000).
Wysoki poziom ekspresji Sphk1, ktora uznawana jest za onkogen, a tym samym wysokie
stezenie S1P, wystepuje w komorkach nowotworowych zotadka, ptuc, mézgu, okreznicy,
nerek, piersi i chfonniaka nieziarniczego (Pyne i wsp. 2014; Pyne i Pyne 2010). Wysoka
ekspresja Sphk1l w guzach litych, w tym nowotworach piersi, jest zwigzana z opornoscig

na Tamoxifen i ze ztym rokowaniem klinicznym dla pacjentéw (Watson i wsp. 2010).

Regulacja aktywnosci kinaz sfingozyny

Liczne czynniki wzrostu, w tym NGF (Edsall i wsp. 1997; 2001) oraz
ptytkowopochodny czynnik wzrostu (PDGF) (Meyer Heringdorf 1998), estry forbolu
(Buehrer i wsp. 1996), witamina D3 (Kleuser i wsp. 1998), agonisci receptorow
muskarynowych, czynnik martwicy nowotworéow (TNF-o) (Kimura i wsp. 1999)
i inne cytokiny powoduja wzrost aktywno$¢ Sphkl. W mechanizmie aktywacji Sphkl
kluczows role petnia: kinaza biatkowa C (PKC) (Buehrer i wsp. 1996), kinaza biatkowa
A (Machwate i wsp. 1998), a przede wszystkim Kkinaza regulowana sygnatem
zewngtrzkomorkowym (ERK1/2), ktora fosforyluje Sphkl na Ser 225, prowadzac

do 14-krotnego wzrost jej aktywnosci (Pitson 2003). Sphk1 w wyniku fosforylacji ulega
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translokacji do blony komoérkowej, gdzie znajduje si¢ sfingozyna (Sph), stanowigca
substrat dla syntezy S1P (Pitson 2003). Innym mechanizmem translokacji Sphk1 do blony
komorkowej jest bezposrednia interakcja z biatkiem wigzacym wapn i integryng 1
(CIB1), z ktorym Sphkl taczy sie¢ w sekwencji wigzacej kalmoduling (Jarman 1 wsp.
2010). Aktywnos¢ Sphk2 podobnie jak Sphkl wzrasta pod wplywem m.in. czynnikow
wzrostu, estrow forbolu (Hait i wsp. 2005), TNF-a, interleukin (IL-1B) (Mastrirea i wsp.
2005), a takze jest zalezna od fosforylacji z udziatem kinazy ERK1/2, ktora zwigksza jej
aktywno$¢ od 2 do 6 razy (Hait i wsp. 2005). Zidentyfikowano 2 miejsca fosforylacji dla
kinazy ERK1/2 na Ser 351 i na Thr 578 w przypadku SK2a oraz Ser 387 i Thr 614
w przypadku SK2b. Istotna dla funkcji Sphk2 jest modyfikacja post-translacyjna,
tj. fosforylacja z udziatlem kinazy biatlkowej D na Ser 419 i Ser 421 w rejonie NES, ktora
promuje eksport Sphk2 z jadra komorkowego (Ding i wsp. 2007).

Sfingozyno-1-fosforan

Metabolizm i mechanizm dziatania sfingozyno-1-fosforanu

S1P powstaje w komorce w wyniku fosforylacji sfingozyny przez dwie omoéwione
powyzej Kinazy. Sfingozyna jest produktem koncowym hydrolizy ceramidow. Ceramidy
syntetyzowane sg ,,de novo”’ lub uwalniane w wyniku hydrolizy wyzszych sfingolipidow
blonowych, gléwnie glikosfingolipidow oraz sfingomieliny. Pomimo, ze proces ten
zachodzi w wielu kompartmentach komorkowych, m.in. w blonie komodrkowe;,
wickszo$¢ sfingozyny powstaje w lizosomach (Proia i Hla 2015). Synteza S1P, zaleznie
od lokalizacji poszczegdlnych izoform Sphk1/2, zachodzi w kilku miejscach w komorce.
Sphkl wystepuje w cytoplazmie i ER. Enzym ten w wyniku fosforylacji ulega
translokacji do blony komoérkowej i syntetyzuje pule SIP, ktéra uwalniana jest

na zewnatrz komorki (Schemat 5.).
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Schemat 5. Metabolizm i mechanizm dzialania S1P. Zmodyfikowano wg Spiegel
i Milstien (2011).

objasnienia skrotow: S1P — sfingozyno-1-fosforan, Sphkl — kinazy sfingozyny 1, Sphk2 —
kinazy sfingozyny 2, Sph — sfingozyna, SPP1/2— fosfatazy S1P 1 i 2, SPL — liaza S1P,
Spns2 — biatko spinster 2, transporter S1P, SIPR1 — pierwszy receptor S1P, Phe —
fosfoetanoloamina, Hex — heksadecenal, HDAC1/2 - deacetylazy histonowe 1/2, HDL —
lipoproteina o wysokiej gestosci, PKBIAKt - kinaza biatkowa B, PI3K - Kkinaza 3-
fosfatydyloinozytolu, PHB2 - prohibityna druga

Proces ten zachodzi z duza wydajnoscia w erytrocytach, ptytkach krwi a takze
w komorkach $rodbtonka naczyn (Venkataraman i wsp. 2008; Pappu i wsp. 2007; Hisano
i wsp. 2012). Transport z zewnetrznej blony komorkowej jest aktywny i odbywa si¢ za
pomoca bialek transportowych. Do biatek tych nalezy biatko Spinster 2 (Spns2), ktore
jest cztonkiem super-rodziny transporterow blonowych (ang. major facilitator

superfamily, MFS) oraz biatka transportowe, posiadajacych kaset¢ wigzaca ATP
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(ang. ATP-binding cassette transporters) tj. ABC1, ABCG2, ABCALl. Spns2 jest
swoistym dla S1P transporterem, ktory uczestniczy m.in. w sekrecji SIP z komorek
srodblonka naczyn do krwi (Fukuhara i wsp. 2012). Proces uwalniania S1P z ptytek krwi
do osocza zachodzi pod wplywem sit rozciggania (ang. shear stress), a takze po
stymulacji trombing 1 jest $ciS§le zwigzany z aktywnoscia PKC (Salata
i wsp. 2012; Jonnalagadda i wsp. 2014). Zdolno$¢ uwalniania SI1P majg ponadto
neutrofile, komorki $rédblonka naczyn i erytrocyty (Ancellin i wsp. 2002). S1P, ktory
wydostaje si¢ poza komoérke moze dziata¢ zaro6wno na t¢ samg komorke, jak rowniez na
komorki sgsiadujagce w sposdb auto i parakrynny, za posrednictwem Swoistych
receptorow zwigzanych z bialkami G, nazwanymi S1PR1-5. S1P dziala¢ moze takze jako
wewnatrzkomorkowy przekaznik drugiego rzedu.

Wewnagtrzkomorkowa pula S1P syntetyzowana jest w znacznej mierze przez
Sphk2, ktoéra zlokalizowana jest gtownie w jadrze komoérkowym i mitochondriach
(Schemat 5.). Odpowiada ona za powstawanie puli S1P, odpowiedzialnej za regulacje
transkrypcji i funkcji mitochondriéw. Sphk2, obecna w jadrze komérkowym wchodzi
w sktad kompleksu represorowego w sekwencji promotora genow kodujacych cyklino-
zalezny inhibitor kinaz - biatko p-21 i czynnik transkrypcyjny c-fos. W wyniku aktywacji
kinazy PKC, np. przez estry forbolu nastepuje fosforylacja i zwigkszona aktywnosé¢
katalityczna Sphk2, ktora syntetyzuje S1P. W ciggu kilku minut poziom tego aktywnego
sfingolipidu zwicksza si¢ kilkukrotnie, czemu towarzyszy szybka kolokalizacja Sphk2
i deacetylaz histonowych (HDAC1/2). Powstaty S1P specyficznie wigze si¢ z HDACL
i HDAC2, hamujagc ich aktywno$¢ enzymatyczng (Hait i wsp. 2009). Powoduje to
uwolnienie kompleksu represorowego z promotora i umozliwia proces transkrypcji
genow biatek, takich jak p-21. Biatko p21 jest silnym inhibitorem kinaz zaleznych od
cyklin (ang. cyclin dependent kinases, CDK). Wiaze si¢ ono z kompleksami CDK2
1 CDK4, hamujac ich aktywnos¢ i tym samym dziata jako regulator cyklu komérkowego
w fazie G1 (Wade Harper i wsp. 1993).

S1P, produkowany przez mitochondrialng Sphk2, wigze si¢ z duzym
powinowactwem i specyficznoscig do prohibityny drugiej (ang. prohibitin 2, PHB2)
(Strub i wsp. 2011). PHB2 jest wysoce konserwowanym biatkiem zlokalizowanym
glownie w wewngtrznej blonie mitochondrialnej i pelni istotng role w zachowaniu

struktury IV kompleksu fancucha transportu elektronéw (oksydazy cytychromu c)
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i fosforylacji oksydacyjnej (Artal-Sanz i Tavernarakis 2009). W przeciwienistwie do
PHB2, S1P nie wiaze si¢ z bialkiem PHBI, ktére z PHB2 tworzy duze, multimeryczne
kompleksy. W mitochondriach myszy z podw6jna homozygotyczng delecja Sphk2™”
wykryto, ze interakcja oksydazy cytochromu c z biatkiem PHB2 zostala wyraznie
zmniejszona. Jednoczesnie delecja genu sphk2” prowadzi do zaburzenia procesu
fosforylacji oksydacyjnej. Dane te wskazuja, ze interakcja S1P z PHB2 jest istotna dla
zachowania funkcji mitochondriow.

Kolejnym istotnym biatkiem efektorowym S1P jest TRAF2 (czynnik zwigzanym
z receptorem dla TNF-a)). Biatlko TRAF2 jest kluczowym regulatorem zaleznej od TNF-a
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-«f (czynnika jadrowego kappa B, ang. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), ktory odgrywa kluczowa rolg
w regulacji odpowiedzi immunologicznej, zapalnej i anty-apoptotycznej. Biatko TRAF2
taczy si¢ z Sphkl, zlokalizowang w poblizu wewngtrznej blony komérkowej i zwicksza
jej aktywnos¢. Powstaty wowczas S1P faczy sie¢ z N-koncowa domeng RING na biatku
TRAF2 (Alvarez i wsp. 2010). W wyniku kolejnych zjawisk molekularnych dochodzi
do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-«.

Jak wspomniano, S1P jest wysoce reaktywng czgsteczkg lipidows, ktorej stezenie
jest wyrazem rownowagi miedzy aktywnos$cig enzyméw odpowiedzialnych za jej synteze
i degradacje (Olivera i Spiegel 1993). SIP moze ulega¢ przeksztalceniu do ceramidu,
ktory stanowi substrat syntezy wyzszych sfingolipidow. W pierwszym ctapie S1P ulega
defosforylacji do sfingozyny z udziatem specyficznych dla S1P fosfataz: SPP1 oraz SPP2
(Le Stunff i wsp. 2007; Ogawa i wsp. 2003) (Schemat 5.). Obie fosfatazy naleza
do podrodziny fosfataz lipidowych i zlokalizowane sg w ER, ktora jest jednoczesnie
miejscem lokalizacji enzyméw syntezy ceramidow. SPP1 1 SPP2 biorg zatem udziat
w regulacji rownowagi S1P/ ceramid (Johnson i wsp. 2003). Kolejno, ceramidy moga by¢
metabolizowane do wyzszych sfingolipidow (Schulze i Sandhoff 2014). Zmiany
w metabolizmie wyzszych sfingolipidow, gtownie zaburzenie ich hydrolizy, prowadzi¢
moga do licznych lizosomalnych chordb spichrzeniowych, zwanych sfingolipidozami
(Platt 2014). S1P moze ulega¢ roéwniez nieodwracalnej degradacji do fosforanu
etanoloaminy i heksadecenalu (Schemat 5.). Reakcja ta zachodzi w ER z udziatem liazy
S1P (SPL). Produkty degradacji moga by¢ nast¢pnie kierowane na szlak syntezy

sfingolipidéw. Heksadecenal jest metabolizowany przez dehydrogenazg aldehydow
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thuszczowych  do  heksadekanianu, ktory jest prekursorem palmitoilo-CoA.
Fosfoetanoloamina natomiast stuzy do syntezy fosfatydyloetanolaminy, ktéra wraz
z palmitoilo-CoA stanowi substrat syntezy ceramidu de novo (Stiban i wsp. 2010).

Sfingozyno-1-fosforan w plynach ustrojowych

Stezenie S1P w surowicy (~ 1 uM) i ukladzie limfatycznym (~ 100 nM) moze by¢
nawet 100-1000 razy wyzsze w stosunku do ptynu srédmigzszowego tkanek (Olivera
i wsp. 2013; Schwab i wsp. 2005). Utrzymanie takiego gradientu st¢zen ma istotne
znaczenie dla biologicznej funkcji zewnatrzkomoérkowej puli tego lipidu. Wysokie
stezenie S1P w ukladzie krazenia wynika z jego wysokiego poziomu w erytrocytach
1 komorkach $rodbtonka, ktore metabolicznie ukierunkowane sg na jego uwalnianie. S1P
uwalniany z erytrocytow stanowi niemal catkowitg pulg S1P w surowicy na etapie
rozwoju embrionalnego oraz okoto 75% w przypadku dojrzatego organizmu. Pozostata
pula pochodzi z komoérek $rodblonka naczyn (Pappu i wsp. 2007; Xiong i wsp. 2014).
W warunkach fizjologicznych ptytki krwi nie wykazujg ekspresji liazy S1P i okreslane sa
mianem magazynu S1P. Podczas ich aktywacji moze dochodzi¢ do uwalniania S1P
i lokalnego wzrostu stezenia tego aktywnego sfingolipidu. W przypadku limfy glownym
zrodlem S1P sg komorki $rodblonka limfatycznego (Pham i wsp. 2010). Znakomita
wigkszos¢ surowiczej puli SIP wystepuje w postaci zwigzanej z lipoproteinami HDL,
VLDL i HDL (~65%) i albuming (~35%) (Argraves i Argraves 2007). Tylko niewielki
utamek procenta puli S1IP wystepuje w postaci wolnej. Z lipoproteinami S1P wigze si¢ za
posrednictwem apolipoproteiny ApoM, dzialajacej jako biatko opiekuncze, ktore
kontroluje poziom S1P we krwi, ulatwia jego rozpuszczenie w srodowisku wodnym oraz
transport w krwioobiegu. Ponadto ApoM chroni czasteczke tego aktywnego lipidu przed
degradacja i bierze udzial w jej prezentacji i interakcji ze specyficznymi receptorami dla
S1P (Christoffersen i wsp. 2011).

Receptory dla sfingozyno-1-fosforanu

Istnieje pig¢ blonowych receptorow S1P sprzezonych z bialkami G, okreslanych
mianem S1PR1-S1PR5 (Pyne i Pyne 2002; Kluk i Hla 2002; Takabe i wsp. 2008).
Receptory S1P posiadaja siedem transblonowych domen i1 wykazuja okoto 50%
identycznosci sekwencji aminokwasowej. Giownym ligandem jest dla nich S1P oraz
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wykazujacy mniejsze powinowactwo dihydro-S1P (Pyne i Pyne 2002; Taha i wsp. 2004).
Zalezna od pobudzenia powyzszych receptorow odpowiedz komorki jest istotna przede
wszystkim w rozwoju uktadow krwiono$nego, odpornoSciowego oraz Nnerwowego.
W dojrzalym organizmie S1PR1-5 biorg udzial w utrzymaniu integralnosci bariery
naczyniowej, reguluja napigcie naczyn oraz recyrkulacje limfocytow. Receptory S1P
i zalezny od nich szlak przekaznictwa mogg mie¢ znaczenic W przebiegu chorob
autoimmunologicznych, choréb o podiozu zapalnym i nowotworowym (Blaho i Hla
2014). Agonisci receptorow S1P oraz jego analogi mogg mieé istotne znaczenie
terapeutyczne. Najlepszym przyktadem jest wykorzystanie analogu sfingozyny -
fingolimodu (FTY720, nazwa handlowa Gilenya ™) jako pierwszego doustnego leku
immunosupresyjnego  w terapii SM. Kazdy =z receptorow sprzgzony jest
Z okreslonym typem bialek G, ktéore kolejno aktywuja szlaki przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego. Zalezna od pobudzenia poszczegdlnych receptoréw odpowiedz
komorki moze by¢ czesto przeciwstawna (Kihara i wsp. 2014).

Receptor pierwszy S1PR1 charakteryzuje wysoka ekspresja w wigkszo$ci tkanek
organizmu. Receptor ten, zwigzany z bialkiem Gai, hamuje aktywnos$¢ cyklazy
adenylanowej 1 przekaznictwo zwigzane z cAMP, aktywuje biatko Ras, ktore stymuluje
serynowo-treoninowg kinaze Raf, a nast¢pnie kaskade kinaz aktywowanych mitogenami
(ang. mitogen activated protein kinases, MAPK). S1PR1 posredniczy w przekazywaniu
sygnatow zwigzanych z procesami proliferacji, rdéznicowania 1 transformacji
nowotworowej (Walker i wsp. 2013; Koul i wsp. 2013). Delecja s1pl”™ powoduije
podobne zmiany jak delecja sphkl” i sphk2™”. Zarodki mysie nie przezywaja na skutek
wewnetrznych  krwotokow, spowodowanych zaburzeniem procesu angiogenezy
(Mizugishi i wsp. 2005). W uktadzie krazenia S1PR1 zaangazowany jest bowiem
w proces kontroli dojrzewania i migracji komorek miesni gltadkich naczyn krwiono$nych.
Wazng rolg S1IPR1 zlokalizowanego w komorkach $rodblonka naczyn jest utrzymanie
bariery i napigcia $cian naczyn krwionosnych. S1IPR1 wystepuje w mikrodomenach
bogatych w kaweoling (ang. caveolin-enriched microdomains, CEMSs), pobudza pro-
zyciowa kinaze Akt, ktora aktywuje biatko Rac, co powoduje reorganizacje aktyny
i utrzymanie bariery naczyn (Singleton i wsp. 2009). S1IPR1 obecny na powierzchni
limfocytow T odpowiada za ich ukierunkowang migracje z tkanki limfatycznej do chtonki

i krwi (Schwab i wsp. 2005). Internalizacja tego receptora hamuje proces recyrkulacji
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limfocytow (Brinkmann i wsp. 2004). S1PR1 jest réwniez obecny w komoérkach
nerwowych.

Receptory S1IPR2 oraz S1PR3 sa obecne w sercu ptlucach i mézgu, a SIPR3 takze
w nerkach, §ledzionie i trzustce (Sanchez i Hla 2004). Obydwa receptory sa sprzgzone
z biatkami Gai, Gog, oraz G12/13 i mogg wywiera¢ rozne efekty biologiczne (Means
I wsp. 2007). S1IPR2 powoduje zalezng od G12/13 aktywacj¢ biatka Rho, ktore hamuje
biatko Rac i tym samym hamuje migracj¢ komoérek (Sugimoto i wsp. 2003). Wywiera
zatem efekt antagonistyczny w stosunku do S1PR1, ktory aktywuje zalezng od Rac
migracje. Udowodniono takze przeciwstawny efekt receptoréw S1IPR2 i SIPR3 na kinazg
Akt i receptor dla PDGF. S1PR3 w mysich fibroblastach jest niezbedny dla aktywacji
pro-zyciowej kinazy Akt. Ponadto antagonista receptora PDGF znosi zalezng od S1P
aktywacje kinazy Akt. (Baudhuin i wsp. 2004). Z drugiej strony S1PR2 negatywnie
reguluje zalezng od receptora PDGF migracje 1 proliferacj¢ mysich fibroblastow
(Goparaju i wsp. 2005) . Myszy z delecja receptorow S1PR2 i SIPR3 (s1p2™” i s1p37) sa
zywotne 1 fenotypowo normalne, jednak charakteryzujg si¢ znaczaco nizsza liczbg
miotow. Niektére szczepy pozbawione ekspresji SIPR2 wykazuja spontaniczne epizody
padaczkowe, a takze zaburzenia narzadu stluchu i rdwnowagi oraz napigcia naczyn
krwiono$nych (Akahoshi i1 wsp. 2011; MacLennan i wsp. 2006). Podwojna
homozygotyczna delecja sipl” i slp2” poglebia obszar objety krwotokiem oraz
przyspiesza $mier¢ embrionalng myszy. Zjawiska te ulegaja spotegowaniu w przypadku
delecji trzech receptoréw slpl”, sip2” i s1p3”, co sugeruje wzajemna zalezno$é
receptoréw (Kono i wsp. 2004).

Wystepowanie S1PR4 i S1PR5, w odréznieniu od pozostalych receptorow,
ograniczone jest do okreslonego typu komorek. Receptory te sprzezone sg z biatkami Gai
oraz G12/13 (Griler i wsp. 2003). S1IPR4 wystepuje w komodrkach uktadu limfatycznego
i hematopoetycznego (Graler i wsp. 1998; Rivera i wsp. 2008). Receptor ten, pierwotnie
sklonowany z ludzkich 1 mysich komoérek dendrytycznych, wigze S1P ze 150 krotnie
mniejsza sitg niz pozostale receptory. Myszy z podwojna homozygotyczng delecja s1lp4 *
wykazuja normalng liczb¢ limfocytow obwodowych 1 regularng budowe uktadu
limfatycznego. S1PR4 tylko nieznacznie wptywa na funkcje limfocytow T in vivo.
Migracja komorek dendrytycznych i sekrecja cytokin ulegaja jednak wyraznemu

zaburzeniu. Brak ekspresji S1PR4 znacznie zmniejsza rdéznicowanie Subpopulacji
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limfocytow Th1l7 (Schulze i1 wsp. 2011). S1PR5 wykazuje najwyzsza ekspresje
w oligodendrocytach istoty bialej. Wystepuje on takze w skorze, sledzionie i komorkach
ukfadu odpornosciowego (glownie komoérkach NK) (Blaho i Hla 2014). Myszy
z podwojng homozygotyczna delecjg s1p5 + majg prawidlowy fenotyp, jednak wykazuja
nieprawidlowa migracje oligodendrocytow, zmniejszona liczb¢ komorek NK

na obwodzie i zwigkszong w weztach chlonnych (Mayol i wsp. 2011).

Rola sfingozyno-1-fosforanu w uktadzie nerwowym

Receptory S1P wykazuja wysoka ekspresje na etapie rozwoju embrionalnego
ukfadu nerwowego (Harada i wsp. 2004). Neuronalne komorki progenitorowe (ang.
neural progenitor cells, NPC) wykazujg ekspresje wszystkich typow receptoréw S1IPR1—
S1PRS5, z wyjatkiem S1PR4. Najliczniej wystepuje receptor S1IPR1, ktorego pobudzenie
aktywuje migracjc NPC do miejsc objetych uszkodzeniem (Kimura i wsp. 2007).
W neuronach zlokalizowane sa glownie receptory: S1PR1 oraz S1PR3, natomiast
w mniejszym stopniu S1IPR2 i S1PR5. W mikrogleju najliczniej wystepuje S1PRL.
W oligodendrocytach najwyzsza ekspresj¢ wykazuje S1IPR5, za§ w astrocytach S1PR3
(Blaho i Hla 2014; Chun i Hartung 2011; Kim i wsp. 2011) (Schemat 6.).

Mikrogle Oligodendrocyty
S1PR1>S1PR2>S1PR3=S1PR5 S1PR5>S1PR1=S1PR2>S1PR3

Neuron

Neuron

Neurony

Astrocyty 51PR1=51PR3>51PR2=51PR5

S1PR3>S1PR1>S1PR2>S1PR5

Schemat 6. Lokalizacja receptorow S1P w komdorkach osrodkowego uktadu nerwowego
(schemat autorski).

objasnienia skrotow: SIPR1-5 - receptory dla sfingozyno-1-fosforanu
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Myszy z delecja receptora pierwszego S1P charakteryzuje zaburzony proces
tworzenia nowych naczyn krwionosnych oraz niedomknigcie cewy nerwowej, ktore
prowadzg do $mierci zarodka. Podkresla to istotng rolg SIPR1 w prawidlowym rozwoju
embrionalnym. Smiertelnosci na etapie rozwoju zarodkowego nie obserwuje sie
w przypadku delecji pozostalych receptorow. Rola poszczegolnych receptorow S1P
zalezy od typu bialek G oraz bialek efektorowych z nimi sprzgzonych. Kluczowym
biatkiem efektorowym szlakow zaleznych od pobudzenia SI1PR1 jest Kkinaza 3-
fosfatydyloinozytolu (P13K), sprzezona z kinazg Akt. SIPR1 aktywuje takze bialko Ras,
ktore stymuluje ERK1/2. Kinazy Akt i ERK1/2 odpowiadaja za fosforylacj¢ biatek
zwigzanych z regulacjg proliferacji, migracji i przezycia komorki (Schemat 7.).
Kresomozgowie u zarodkow myszy Slpl'/' wykazuje podwyzszong apoptoze i obnizong
mitoze (Mizugishi i wsp. 2005). S1P posredniczy takze w dojrzewaniu i rozros$cie NPC.
W doswiadczeniu na zarodkowych komorkach macierzystych pochodzacych z kory
mozgowe] wykazano, ze mechanizm ten polega na zwigkszaniu produkcji laminy
w astrocytach, ktora sprzyja rozrostowi NPC (Spohr i wsp. 2012). Badania hodowli
komorkowej neuronow zwojowych korzeni grzbietowych wykazaty, ze SIPR1 bierze
udzial w procesie elongacji neurytow w odpowiedzi na NGF (Toman i wsp. 2004).
Receptor S1IPR1 bierze udzial w odpowiedzi bolowej. Myszy pozbawione ekspresji
S1PR1 oporne sg na odpowiedz bolowa (Mair i wsp. 2011). Inna grupa dowiodia,
ze w modelu bolu pooperacyjnego, myszy z podwojng homozygotyczng delecja S1PR3
(s1pr3”) wykazuja obnizona odpowiedz w stosunku do myszy slprl™, co wskazuje
na istotng role SIPR3 w odpowiedzi bolowej (Camprubi-Robles i wsp. 2013). S1IPR2
oraz zalezna od niego aktywacja bialka Rho, w przeciwienstwie do pobudzenia S1PR1,
odgrywa istotng role w hamowaniu migracji NPC do miejsc objetych uszkodzeniem.
Podanie antagonisty S1PR2 (JTE-013) lub wyciszenie jego RNA, istotnie zwicksza
migracje komorek do miejsc uszkodzonych w wyniku niedokrwienia mozgu (Kimura
i wsp. 2008). Receptory S1IP w komorkach opiekunficzych neuronéw wykazywaé moga
r6zng ekspresje¢ w zalezno$ci od stadidow rozwoju danej komorki, podczas ktorych
wywiera¢ moga rozng funkcje. Regulacja funkcji oligodendrocytow odbywa si¢ gtdwnie
za posrednictwem S1PR5. Receptor ten posredniczy w indukowanym przez biatka

Rho/ROCK hamowaniu migracji prekursorowych komorek oligodendrocytow oraz

-4] -



Wprowadzenie

aktywowanym przez kinaz¢ Akt przekazywaniu sygnatu pro-zyciowego w dojrzatych
oligodendrocytach (Schemat 7.).

N g | & (pom) (eoer) |

PLC o S
przezyciei

. proliferacja
Ca?* olgodendrocytéw
PKB/Akt ERK1/2 \ - \L

Rho
kinase

przezycie o
kor.norkl,.
proliferacja hamowanie

migracji
prekursorowych
komoérek
oligodendrocytéw

migracjakomérek ~hamowanie migracji
komérek

Schemat 7. Mechanizm dziatania S1P. Zmodyfikowano wg Brunkhorst i wsp. (2014).

Objasnienia skrotow: S1P — sfingozyno-1-fosforan, Spns2- biatko Spinster 2 - transporter
S1P, S1PR1-5 - receptory dla S1P,ai, ag12/13, aq — biatka G sprzezone z receptorami dla
S1P, Rho, Ras - biatka nalezgce do rodziny matych biatek G, MAPK - kinazy
aktywnowane mitogenami, PKB/Akt - kinaza biatkowa B, PI3K - kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu, PKC - kinaza biatkowa C, PLC - fosfolipaza C, ERK1/2 - kinaza

regulowana sygnatem zewngtrzkomorkowym

Rola sfingozyno-1-fosforanu w chorobach neurodegeneracyjnych

Znakomita wigkszo$¢ badan nad rolg Sphkl/2 oraz S1P dotyczy chordb
nowotworowych, gdzie selektywna i trwala inhibicja aktywnosci Sphk1/2 jest cennym
punktem uchwytu w planowaniu strategii terapeutycznej tych choréb. Ostatnio ro$nie
jednak liczba danych dotyczacych znaczenia hamowania aktywnos$ci/ekspresji Sphk1/2
oraz protekcyjnej roli sygnatu zaleznego od pobudzenia receptoréw dla S1P w chorobach
neurodegeneracyjnych. Najlepszym tego dowodem jest wprowadzenie do Kliniki

fingolimodu (FTY720, nazwa handlowa Gilenya ™) w terapii SM. Badania post mortem
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tkanki mozgowej pacjentoéw z ChA wykazuja zaburzenia ekspresji i aktywnosci enzymow
odpowiedzialnych za synteze i eliminacj¢ S1P, prowadzace do obnizenia poziomu tego
sfingolipidu w moézgu. Stwierdzono obnizong aktywnos$¢ izoform Sphkl i Sphk2
w hipokampie oraz cz¢$ci skroniowej istoty szarej pacjentow z ChA. W istocie szarej
odnotowano takze obnizenie aktywnosci fosfatazy S1P oraz obnizong ekspresje liazy
S1P. W badaniach post mortem pacjentow z ChA wykazano obnizony poziom S1P
w rejonie CA1 hipokampa oraz w dolnym zakrgcie skroniowym istoty szarej i bialej,
w porownaniu do materiatu z kontrolnych grup wiekowych. Spadek poziomu S1P
odpowiada stopniowi postepu choroby, mierzonej w skali Braak’a (Couttas i wsp. 2014).
Badania z innego os$rodka potwierdzaja obnizony poziom ekspresji Sphkl oraz
podwyzszony poziom liazy S1P w rejonie kory srédwechowej bogatej w zlogi AP
(Ceccom i wsp. 2014). Uzyskane dane dowodza, ze w utrzymaniu stalego poziomu S1P
w komorce, obok enzymoéw syntetyzujacych SI1P (Sphk1/2), fundamentalng role
odgrywaja liaza i fosfataza S1P, czyli enzymy odpowiedzialne za jego degradacje. Istotne
jest takze zachwianie rownowagi pomiedzy poziomem SIP, a ceramidem na korzy$é
ceramidu. W rejonie czotowo-skroniowym istoty szarej moézgow autopsyjnych pacjentéw
z ChA, wykazano wzrost ekspresji kwasnej sfingomielinazy, ktora prowadzi do wzrostu
poziomu ceramidu. Zmianom tym towarzyszy obnizenie poziomu S1P, Ktory wiaze si¢
z jego obnizong syntezg (He i wsp. 2010). Warto zaznaczy¢, ze poziom ceramidu
w plynie moézgowo-rdzeniowym, ktory u pacjentow z ChA jest niemal dwukrotnie
podwyzszony w poroéwnaniu do o0sob zdrowych, moze by¢ istotnym kryterium
diagnostycznym ChA (Satoi i wsp. 2005). Istnieja dowody, ze w komérkowym modelu
ChA zwigkszona synteza S1P moze mie¢ efekt neuroprotekcyjny. Nadekspresja Sphkl
w hodowli komorek neuronalnych chroni je przed apoptoza wywolang toksycznoscig
peptydow AP (AP 25-35). Zaobserwowano, ze peptydy AP prowadza do hamowania
ekspresji/aktywnosci Sphk1, obnizenia poziomu S1P oraz zywotno$ci komorek. Zjawiska
molekularne wywolane toksycznoscia peptydow AP sa podobne do tych, ktore
towarzyszg wyciszeniu genu dla Sphkl, co dowodzi istotnej roli Sphk1/S1P
w patomechanizmie ChA (Gomez-Brouchet i wsp. 2007; Yang i wsp. 2014). Badania
Takasugi i wsp. (2011) wykazaly, ze w mozgach pacjentow z ChA dochodzi
do wzrostu ekspresji Sphk2, a SIP syntetyzowany przez t¢ izoform¢ laczy sie
z B-sekretaza AP (BACE) na catej dlugosci, stymulujac jej aktywnos$¢ katalityczng oraz
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produkcje toksycznych peptydow AP. Dane te wskazuja na odmienng rolg SI1P,
Syntetyzowang przez rézne izoformy Sphkl/2, zlokalizowane w innych przedziatach

komoérkowych.

Dziatanie fingolimodu w uktadzie nerwowym

FTY720 jest pierwszym analogiem sfingozyny, ktory zyskal zastosowanie
kliniczne. Jest on doustnym lekiem immunosupresyjnym (Gilenya ™) stosowanym
w modyfikacji przebiegu ustepujaco-nawracajacej postaci SM o duzej aktywnosci
(Brinkmann i wsp. 2010; Kappos i Radue 2010; Sanford 2014). Pacjenci z SM
dlugotrwale leczeni FTY720 (dwuletnia terapia dzienng dawka 0,5 mg) wykazuja
zmniejszong utrate objetosci mézgu, przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby nawrotow
choroby i znacznym spowolnieniu postepu niepelnosprawnosci, co sugeruje, ze poza
dziataniem immunosupresyjnym, FTY720 wykazuje wlasciwosci neuroprotekcyjne
(Radue i wsp. 2012). Lek podawany w postaci nieaktywnej ulega in vivo fosforylacji
przez Sphk2 do aktywnego metabolitu - fosforanu fingolimodu (FTY720-P). Sphk2
fosforyluje FTY720 z 30-krotnie wicksza wydajnosécig niz Sphkl, co zwigzane jest
glownie z nizszg wartoscig Km dla Sphk2 (Billich i wsp. 2003). FTY720-P jest
modulatorem wszystkich receptorow dla S1P, z wyjatkiem S1PR2. Dane literaturowe
wskazuja na preferencj¢ wigzania tego zwigzku do S1IPR1 oraz w mniejszym stopniu do
S1PR3 i S1PR5 (Brunkhorst i wsp. 2014; Anastasiadou i Knoll 2016; Deogracias
i wsp. 2012). Do niedawna za glowny mechanizm dziatania FTY720 uznawano
internalizacje w weztach chionnych autoagresywnych limfocytow T, ktore moga
uszkadza¢ tkanke nerwowa. Obecnie wigkszos¢ badan poswieconych FTY720
nakierowana jest na jego bezposrednie neuroprotekcyjne dzialanie w OUN. Pierwszy
ze wskazanych szlakow dziatania FTY720, czyli hamowanie uwalniania limfocytow
z narzagdow limfatycznych, odbywa si¢ W dwojaki sposéb —w mechanizmie kontroli
migracji limfocytow oraz kontroli uwalniania ich ze zrgbu. W obu przypadkach kluczowa
rolg peli receptor pierwszy S1PR1, do ktorego FTY720-P wykazuje wysokie
powinowactwo. Wzrost st¢zenia SIP jest bodzcem chemotaktycznym dla limfocytow T,
ktéry odpowiada za ich ukierunkowang migracj¢ z narzagdéw limfatycznych do chlonki
i krwi (Schwab i wsp. 2005). FTY720-P wigzac si¢ z S1PR1 na powierzchni

limfocytow T, zmniejsza dostgpnos¢ receptora dla S1P, co hamuje reakcje limfocytow
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na bodziec chemotaktyczny, jakim jest wzrastajace stgzenie S1P. Trwale polaczenie
FTY720-P z S1PR1 na powierzchni limfocytéw powoduje jego internalizacje
I wzrost degradacji (Sykes i wsp. 2014). W drugim mechanizmie, kontroli wyjscia
limfocytow ze zrebu, FTY720-P wigzac si¢ z S1PR1 na powierzchni komorek
srodblonka, uruchamia kaskade zmian, w wyniku ktoérych dochodzi do uszczelniania
bariery s$rodblonkowej i nagromadzenia limfocytow w ukladzie limfatycznym (Imeri
i wsp. 2014). FTY720-P zmniejsza wigc liczbe autoagresywnych komorek w OUN, ktore
moglyby uszkadza¢ tkank¢ nerwowa. W ciggu 4-6 godz. po podaniu jednej doustnej
dawki fingolimodu (0,5 mg) liczba limfocytow we krwi obwodowej zmniejsza si¢ do
ok. 75% wartosci wyjSciowej. Dlugotrwale podawanie leku prowadzi takze do
utrzymania liczby limfocytow na niskim poziomie.

FTY720 ma takze zdolnos¢ przenikania bariery krew-mozg, gdzie ulega
fosforylacji 1 dziata w mechanizmie zaleznym od pobudzenia receptorow S1P, glownie
S1PR1, S1PR3 oraz S1PR5 (Brunkhorst i wsp. 2014). Oprocz obwodowego dziatania
immunosupresyjnego, ten analog sfingozyny wywieral moze bezposredni
neuroprotekcyjny efekt w OUN, co zostalo udowodnione w modelach in vitro i in vivo
chorob neurologicznych, m.in. modelu demielinizacji OUN (Slowik i wsp. 2014),
autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzenia (Seki i wsp. 2013, Choi i wsp. 2011),
wirusowego zapalenia mézgu (Blanc i wsp. 2014), urazu rdzenia kregowego (Lee i wsp.
2009; Norimatsu i wsp. 2012), niedokrwieniu mézgu (Hasegawa i wsp. 2010), modelu
zespotu Rett’a (Deogracias i wsp. 2012), toksycznosci AP (Takasugi i wsp. 2013) oraz
toksycznoéci indukowanej przez bialka prionowe (Moon i wsp. 2013). Dokladny
mechanizm dziatania FTY720 nie jest w pelni poznany, jednak wazng role odgrywac
moze Wzrost syntezy neurotropowego czynnika pochodzenia mézgowego (ang. brain-
derived neurotrophic factor BDNF) (Deogracias i wsp. 2012), hamowanie procesu
zapalnego w mikrogleju oraz wzrost syntezy czynnikow troficznych (Noda i wsp. 2013).
Ostatnie badania Hait i wsp. (2014) wykazaty, ze FTY720-P podobnie jak S1P hamujac
aktywnos$¢ jadrowej deacetylazy histonowej (HDACI1), zwicksza eckspresje genow
zwigzanych m.in. z procesami uczenia si¢ i pamigci. Ponadto FTY720-P aktywowac
moze fosforylacje czynnika transkrypcyjnego CREB (ang. cAMP-response-element-
binding protein), ktory reguluje ekspresje m.in. BDNF (Deogracias i wsp. 2012).

W ostatnich dwoch dekadach zwrocono szczegdlng uwage na udzial zaburzen
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bioaktywnych lipidow w procesach neurodegeneracyjnych i w mechanizmie $mierci
neuronéw. Liczne enzymy zaangazowane w regulacj¢ metabolizmu lipidéw proponowane

sa jako obiecujace punkty uchwytu dla skuteczniejszej terapii  chorob

neurodegeneracyjnych.
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Zalozenia i cel pracy

Ostatnie lata przyniosty przelom w dziedzinie badan nad rolg sfingolipidow
w biologii komorki. Szczegdlnie dotyczy to znaczenia S1P, jego receptoréw oraz
enzymow metabolizujacych S1P. Enzymami odpowiadajacymi za syntez¢ SIP sg kinazy
sfingozyny Sphk1 i Sphk2. Degradacj¢ S1P reguluja specyficzne fosfatazy (SPP1 i SPP2)
oraz liaza S1P (SPL). Syntetyzowany przez Sphk1 S1P jest transportowany do przestrzeni
pozakomorkowej przez transportery ABC 1 wywiera dziatanie za posrednictwem pigciu
receptorow blonowych, sprzgzonych z biatkami G (S1PR1-S1PRS5). Obnizenie poziomu
ekspresji 1 aktywnosci Sphkl, a tym samym syntezy S1P moze odgrywac istotng role
w patomechanizmie choréb neurodegeneracyjnych, w tym ChA i SM. Stymulacja
szlakow przekaznictwa zaleznych od receptoréw S1P jest wykorzystywana w terapii SM.
Do chwili obecnej znaczenie udziatu zaburzen metabolizmu sfingolipidow i zaleznych od
pobudzenia receptorow S1P szlakéw sygnalizacyjnych w patologii ChP jest stabo
poznane. Niniejsze badania opierajg si¢ na hipotezie, ze zmiana ekspresji/aktywnosci
Sphk1 1 homeostazy bioaktywnych sfingolipidow moze by¢ istotna w aktywacji procesow
molekularnych prowadzacych do $mierci komorek 1 zaburzen lokomotorycznych

w doswiadczalnych modelach ChP.

Celem rozprawy bylo zbadanie poziomu ekspresji i aktywnosci kinazy sfingozyny 1
(Sphkl) w modelach ChP oraz zaleinych od Sphkl szlakow przekaZnictwa
zaangaZowanych W mechanizm smierci komorek i zaburzenia aktywnosci ruchowej
wierzgt W modelach ChP. Ponadto badania dotyczyly neuroprotekcyjnego wplywu
fingolimodu (FTY720) — modulatora receptoréw S1P i pramipeksolu (PPX) - agonisty
receptorow D2/D3 na wybrane procesy molekularne oraz funkcje lokomotoryczng

zwierzgt w modelach ChP.

Realizacja celu badan w modelu komorkowym toksycznosci MPP+ dotyczyta:

1) Udziatu Sphk1, Sphk2, SPP1 i SPL w stresie oksydacyjnym wywotanym MPP+
w komoérkach SH-SY5Y.

2) Znaczenia farmakologicznego zahamowania aktywnosci Sphkl i jej wplywu
na poziom wolnych rodnikow oraz procesy molekularne regulujace zywotnos¢ komorek

SH-SY5Y.
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3) Dzialania cytoprotekcyjnego agonistow 1 modulatorow receptorow  S1P

z uwzglednieniem FTY720-P.

Realizacja celu badan w modelu zwierzecym ChP uwzgledniata:

1) Wptyw MPTP na poziom immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej i ocene
dziatania FTY720 - modulatora receptoréw S1P oraz pramipeksolu (PPX) - agonisty
receptoréw D2/D3.

2) Oceng poziomu ekspresji/aktywnosci Sphkl w prazkowiu i srddmozgowiu w mysim
modelu ChP oraz dziatanie FTY720 i PPX.

3) Szlaki molekularne regulujace procesy przezycia i $mierci komoérek w prazkowiu
i $rodmoézgowiu myszy po podaniu MPTP oraz FTY720 i PPX.

4) Wpltyw FTY720 i PPX na aktywnos$¢ motoryczng myszy w modelu ChP.
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Materialy i Metody

Komorkowy model doswiadczalny stresu oksydacyjnego
wywolany 1-metylo-4-fenylopirydyng (MPP+)

Ludzka linia komorkowa SH-SY5Y

Komorkowy model doswiadczalny stanowita Iudzka linia komorkowa
neuroblastoma SH-SY5Y - nerwiak plodowy wspotczulny, wywodzacy si¢ z komorek
cewy nerwowej. Komorki SH-SYSY stanowig jednorodng lini¢ komorkowa o fenotypie
neuronalnym (Xie i wsp. 2010). Linia ta jest trzykrotnym klonem linii komorkowe;j
neuroblastoma SK-N-SH, ktora zostala wyizolowana w 1970 roku z materiatu
biopsyjnego pochodzacego ze szpiku kostnego 4-letniego pacjenta z nerwiakiem
plodowym (Biedler i wsp. 1973). We wczesnych latach osiemdziesigtych zyskata ona
szerokie zastosowanie jako model neuronalny, ze wzgledu na wiele funkcjonalnych
i biochemicznych wiasciwosci neuronow. Komorki SH-SY5Y sg szeroko stosowanym
modelem badawczym w doswiadczeniach in vitro nad molekularnymi mechanizmami
prowadzacymi do przezycia lub $mierci komoérek nerwowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zmian molekularnych obserwowanych w ChP. Linia SH-SY5Y
wykazuje szereg cech znamiennych dla neuronéw dopaminergicznych. Po pierwsze,
komoérki te majg zdolnos$¢ syntezy DA i noradrenaliny, dzigki aktywnosci enzyméow
takich jak hydroksylaza tyrozynowa oraz B-hydroksylaza DA (Oyarce i Fleming 1991).
Po drugie, komorki SH-SY5Y wykazujg ekspresje receptorow DA i transportera DA
(DAT), ktory jest biatkiem znamiennym dla neuronéw dopaminergicznych w obrebie
OUN. DAT reguluje homeostaze¢ DA, uczestniczac w jej transporcie do komorki
nerwowej oraz sekwestracji (Takahashi i wsp. 1994). DAT jest rowniez preferencyjnym
transporterem  neurotoksyny  1-metylo-4-fenylopirydyny (MPP+), dlatego linia
komérkowa SH-SYS5Y jest powszechnie wykorzystywana do badania mechanizmow
neurotoksycznosci indukowanej przez MPP+ (Xie i wsp. 2010). Po trzecie, pomimo
niskiego poziomu ekspresji receptoréw DA, agonisci receptorow DA o wiasciwosciach
neuroprotekcyjnych, wywieraja swoj pro-zyciowy efekt w komorkach SH-SY5Y (Joyce
et al. 2003; Presgraves et al. 2004). Ponadto komorki te wykazuja ekspresj¢ receptorow
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opioidowych 1 muskarynowych oraz receptoréw dla neuronalnych czynnikéw wzrostu
(Ciccarone i wsp. 1989). W obecnosci niektorych zwigzkow farmakologicznych linia
komorkowa  SH-SY5Y  przybiera  bardziej  wyrazisty fenotyp  neurondow
dopaminergicznych, lub ulega zréznicowaniu do pierwotnych neurondéw $rodmozgowia.
Komoérki SH-SYS5Y, w zaleznosci 0od zastosowanych zwigzkow, moga byé tez
réznicowane w kierunku neuronéw 0 fenotypie adrenergicznym lub cholinergicznym.
Traktowanie komérek SH-SYS5Y estrami forbolu inicjuje ich réznicowanie w kierunku
fenotypu adrenergicznego, natomiast inkubacja z kwasem retinowym (RA) w kierunku
fenotypu cholinergicznego (Pahlman i wsp. 1984; Adem i wsp. 1987). Niektore srodki,
takie jak RA, nadajg komoérkom SH-SY5Y tolerancje¢ na zwiazki toksyczne m.in. przez
aktywacje pro-zyciowej kinazy Akt, wzrost ekspresji anty-apoptotycznego biatka Bcl-2
I jednoczesne obnizenie ekspresji pro-apoptotycznego biatka p53 (Cheung i wsp. 2009;
Tieu i wsp. 1999). W zwigzku z powyzszym, do oceny neurotoksyczno$¢ MPP+
I wlasciwosci neuroprotekcyjnych wybranych zwigzkéw za lepszy model uznawane sg
nier6znicowane komorki SH-SY5Y (Xie i wsp. 2010; Cheung i wsp. 2009) i takie

zastosowano w niniejszej rozprawie.

Warunki hodowli komorek SH-SY5Y

Nieréznicowane komoérki SH-SY5Y  (Sigma-Aldrich) hodowane  byty
W mieszaninie medidw Minimum Essential Medium Eagle/Nutrient Mixture F-12 Ham
(MEM/F12 Ham, w proporcji 1:1, Sigma — Aldrich) z dodatkiem 15% ptodowej surowicy
bydlecej (FBS, ang. fetal bovine serum), inaktywowanej w 56°C, 2 mM glutaminy,
mieszaniny aminokwasow (Sigma — Aldrich) oraz antybiotykow (50 jednostek/ml
penicyliny, 50 pg/ml streptomycyny). Hodowle prowadzono w sterylnych jednorazowych
plastikowych szalkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze nasyconej para
wodng 1 zawierajacej 5% CO2. Morfologie komorek w trakcie hodowli, a nastepnie po
podaniu badanych zwigzkéw chemicznych, obserwowano w mikroskopie $wietlnym

Olympus CKX41.

Indukcja  stresu  oksydacyjnego  z  uzyciem  neurotoksyny -
1-metylo-4-fenylopirydyny (MPP+)

Do eksperymentéw stosowano komorki miedzy 5 a 12 pasazem. Komorki liczono

za pomocg automatycznego czytnika liczby komorek (Bio Rad). Komorki SH-SY5Y
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wysiewano z gestoscia 1-1,5 x 10° komorek na szalke o $rednicy 10 cm, 5 x 10° komérek
na szalke o $rednicy 6 cm lub 7 x 10%dolek ptytki 96-dolkowej pokrytej kolagenem.
Po 24 godz. od wysiania komorek, medium hodowlane wymieniano na medium
zawierajaca 2% FBS oraz 2 mM glutaming, aminokwasy i antybiotyki w stezeniach
takich jak w medium hodowlanym. Nastepnie komorki traktowano wodnym

roztworem jodku 1-metylo-4-fenylopirydyny (MPP+ J), przygotowywanym ex tempore

(Sigma-Aldrich).
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Schemat 8. Wzor chemiczny toksyny MPTP/MPP+.

objasnienia skrotow: MPTP - 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna, MPP+-
1-metylo-4-fenylopirydyna, MAO-B —monoaminooksydaza typu B

Poczatkowo komorki poddano inkubacji z MPP+ w zakresie stezen 0,2-10 mM w czasie
24 godz. (Rycina 1A.), celem okreslenia wartosci LCso, (ang. lethal concentration), czyli
stezenia toksyny, przy ktorym zywotnos¢ komorek maleje do potowy wartosci kontrolnej
hodowli komoérek inkubowanej bez MPP+, ale w tych samych warunkach (goérna linia
kropkowa). Na podstawie krzywej zywotnosci okreslono warto$¢ LCso = 2,986 mM.
W oparciu o krzywg zalezno$ci poziomu wolnych rodnikéw (WR) od st¢zenia toksyny
MPP+ wyznaczono warto$¢ efektywnego stezenia toksyny MPP+, przy ktorym
odnotowano dwukrotny wzrost poziomu WR. Wynosita ona 3,214 mM (Rycina 1B.).
Na podstawie tej wartosci oraz LCso = 2,986 mM usrednione st¢zenie 3 mM zostalo

wybrane do kolejnych doswiadczen.
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Rycina 1. Wplyw 24-godzinnej inkubacji komorek SH-SY5Y z MPP+ na Zywotnosé
komorek i poziom wolnych rodnikow.

Komérki  SH-SY5Y inkubowano z MPP+(0,2-10 mM) przez 24 godz. Wykresy
przedstawiajq wyniki analizy Zywotnosci, wykonanej metodqg testu MTT (A) oraz analizy
poziomu wolnych rodnikow przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DCF (B). Wyniki stanowig
Sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen w  czterech-szesciu
powtorzeniach = SEM. Do oceny statystycznej zastosowano jednoczynnikowq analize
wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 — roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek
nietraktowanych MPP+,
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Farmakologiczna modyfikacja odpowiedzi komorek na stres oksydacyjny
wywotany MPP+

Badane zwigzki: sfingozyno-1-fosforan (S1P) i agoniSci/antagonisci receptorow
dla SIP oraz inhibitory wybranych szlakow sygnalizacujnych (Apocynina, Z-DEVD-
FMK) dodawano 1 godz. przed podaniem MPP+.

Kontrolami w prowadzonych doswiadczeniach byty komorki SH-SY5Y':
= nie poddane dziataniu MPP+,
= traktowane stosowanymi w do§wiadczeniach zwigzkami np. S1P,
= poddane dziataniu odpowiednich rozpuszczalnikoéw takich jak: DMSO i etanol.
Nie stwierdzono wplywu stosowanych rozpuszczalnikow na zywotno$¢ komodrek

SH-SYS5Y ipoziom wolnych rodnikow.

Charakterystyka i wzory chemiczne zwigzkow stosowanych w modelu in vitro

W prowadzonych badaniach stosowano nastepujace zwiazki, ktorych stezenia
zostaty wybrane na podstawie dostgpnej literatury:
1) Sfingozyno-1-fosforan (S1P), Enzo Life Sciences, rozpuszczony w metanolu,
przechowywany w stezeniu 1 mM w temperaturze -20°C. Bezposrednio przed
eksperymentem metanol odparowywano, a pozostaty w postaci filmu S1P rozpuszczano
w roztworze wodnym albuminy surowicy bydlecej (0,4% BSA). S1P stosowano

w stezeniu koncowym 1 uM.

Schemat 9. Wzor chemiczny sfingozyno-1-fosforanu (S1P), czyli fosforanu
D-erytro-(2-amino-4-octadecen-1,3-diolu)

2) Agonista receptorow S1PR1, S1PR3, S1PR4 i S1PR5 - fingolimod w formie
ufosforylowanej (FTY720-P), Cayman Biochemicals, rozpuszczony w DMSO, stosowany

w stezeniu koncowym 100 pM
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3) Agonista receptora S1PR1 — SEW2871, Cayman Biochemicals, rozpuszczony
w DMSO, stosowany w stezeniu koncowym 10 uM

4) Antagonista receptora S1PR1 — W123, Cayman Biochemicals, rozpuszczony
w DMSO, stosowany w stezeniu koncowym 20 uM

5) Antagonista receptora S1IPR1 i S1PR3 - VPC23019, rozpuszczony w DMSO,
stosowany w st¢zeniu koncowym 1 uM

6) Antagonista receptora S1PR2 — JTE-013, rozpuszczony w DMSO, stosowany
w stezeniu koncowym 1 uM

7) Inhibitor kaspazy-3 - keton Z-Asp(O-Me)-Glu(O-Me)-Val-Asp(O-Me)fluorometylowy
(Z-DEVD-FMK, R&D Systems), rozpuszczony w DMSO, stosowany w stezeniu
koncowym 100 uM

8) Inhibitor oksydazy NADPH - 4'-hydroksy-3'-metoksyacetofenon, (synonim -—
Apocynina (Apoc.), Sigma — Aldrich), rozpuszczony w DMSO i wodzie w stosunku
(1:1), stosowany w stezeniu koncowym 0,5 mM

9) W doswiadczeniach nad mechanizmem S$mierci komoérek w warunkach stresu
wywolanego MPP+ jako pozytywna kontrole wykorzystano aktywator apoptozy zaleznej
od kaspaz, czyli staurosporyne (STS, Sigma — Aldrich) — naturalny antybiotyk
wyizolowany z bakterii Streptomyces staurosporeus. STS jest stosowana in vitro w celu
aktywacji apoptozy komoérek. Efekty biologiczne STS wynikaja z jej zdolnosci inhibicji
kinaz biatkowych, przez uniemozliwienic zwigzania ATP. STS rozpuszczalna byta
W wodzie i stosowana w stezeniu 1 pM.

10) W doswiadczeniach nad mechanizmem $mierci komoérek w warunkach
farmakologicznego hamowania aktywnosci Sphkl, zastosowano specyficzny inhibitor
Sphk1 - 2-(p-hydroksyanilino)-4-(p-chlorofenylo)tiazol (SKI I1), rozpuszczony w DMSO

i stosowany w stezeniu koncowym SuM.
H
|
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Schemat 10. Wzér chemiczny inhibitora Sphkl, 2-(p-hydroksyanilino)-4-(p-
chlorofenylo)tiazolu - SKI 11
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Otrzymywanie frakcji podkomorkowych

Przygotowanie frakcji podkomorkowych odbywato si¢ wg metody opisanej przez
Wang i wsp. (2004). Komorki SH-SY5Y, po inkubacji z odpowiednimi zwigzkami,
plukano dwukrotnie buforem PBS (ang. phosphate buffer saline), a nastgpnie zawieszano
w buforze hipotonicznym zawierajacym 10 mM Tris-HCl o pH 7,4, 10 mM KCI, 1,5 mM
MgCl,, 1 mM EDTA, 1ImM EGTA, 1 mM DTT i mieszanin¢ inhibitorow proteaz
Complete (Roche Diagnostics). Po 5 minutowej inkubacji w 4°C w w/w buforze, komorki
homogenizowano za pomoca strzykawki z integralng igla o S$rednicy 0,3 mm,
przeciggajac tlok 12 razy, co ustalono kontrolujagc jako$¢ homogenizacji pod
mikroskopem. Homogenat (10% w/v) wirowano 10 min. z przyspieszeniem 500 X g
w 4°C. Osad (pellet, P1) zawierajacy zgrubng frakcje jadrowa zawieszano w 25 mM
buforze Tris-HCI o pH 7,4 z inhibitorami proteaz. Nadsacz (supernatant, S1) wirowano
15 min. z przyspieszeniem 15 000 x g w 4°C do otrzymania zgrubnej frakcji
mitochondrialnej (P2) i cytozolowej (S2). Zgrubng frakcj¢ mitochondrialng (P2)
zawieszano w 25 mM buforze Tris-HCI o pH 7,4 z inhibitorami proteaz. Uzyskany w ten
sposob material uzywano do oznaczania biatek metodg Western blot w zgrubnej frakcji
mitochondrialnej oraz do oznaczania aktywnosci Sphk1 i Sphk2 odpowiednio w zgrubnej

frakcji cytozolowej i w zgrubnej frakcji jadrowe;.

Zwierzecy model doswiadczalny ChP, wywolany dzialaniem
1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny (MPTP)

Zwierzeta doswiadczalne

Do eksperymentu wykorzystano doroste, 12-tygodniowe myszy szczepu
C57BL/6, samce o masie 20 — 25 g. Zwierzetom zapewniono optymalne warunki
klimatyczne o stabilnej temperaturze i wilgotnosci, z 12-godzinnym cyklem o$wietlenia
i nieograniczonym dostepem do wody i standardowej diety laboratoryjnej. Myszy
pochodzity z hodowli Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN.
Do$wiadczenia z udzialem zwierzat byly wykonywane wg zasad prawa etycznego,
zgodnego z Konwencjg Europejska, na podstawie zezwolenia wydanego przez IV
Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach z siedzibg

w Narodowym Instytucie Lekow w Warszawie (uchwata nr 96/2012 z dnia 04.12.2012 r.;
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do wniosku rozszerzonego uchwata nr 34/2014 z dnia 17.07.2014 r.). Laczna liczba
zwierzat wykorzystanych do do$wiadczen byla minimalna dla osiggnigcia istotnosci
statystycznej i wynosita 45 zwierzat. Z uwagi na wysoki stopien toksycznosci MPTP
zachowano bardzo restrykcyjne procedury bezpieczenstwa pracy. Eksperymenty
prowadzono w Srodowiskowym Laboratorium Badan Toksykologicznych (LBT)
Centrum Medycyny Doswiadczalnej CePT (CMD-CePT). Zwierzgta rozdzielono
do klatek na grupy badawcze i poddano 2-dniowej habituacji przed podaniem MPTP
w celu ustabilizowania rOwnowagi hormonalnej 1 enzymatycznej, m.in stabilizacji stopnia
aktywnos$ci MAO-B, ktora w mozgu metabolizuje MPTP do MPP+. Zwierzeta (po 3-5
sztuk) umieszczono w klatkach zaopatrzonych w filtr z systemem 1VC (ang. individually
ventilated cage system), umieszczonych w regale wentylowanym. W czasie trwania
doswiadczen i 2 tygodnie po nich nie przechowywano innych zwierzat w pomieszczeniu.
Eksperymentatora obowigzywat strdj ochronny (poétmaska filtrujagcg P3, kombinezon
pylo-chemoochronny, metalowa przylbica, ochraniacze na obuwie oraz gogle ochronne
1 podwdjne rekawice nitrylowe). Powierzchnie robocze po zakonczonej pracy poddawane
byly dezaktywacji roztworem wybielacza oraz dezynfekcji, natomiast jednorazowe

elementy stroju, odpady medyczne i $cidtka poddawane utylizacji.

Procedura podawania MPTP

Chlorowodorek 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny (MPTP x HCI,
Axon Medchem) w postaci proszku przechowywany byl w szczelnie zamknigtej
oznakowanej ampulce w +4° C w specjalniec wydzielonej przestrzeni na odczynniki
toksyczne w Zaktadzie Komorkowej Transdukcji Sygnatu. Przygotowywanie roztworu
MPTP odbywato si¢ zawsze w dniu eksperymentu pod dygestorium w pomieszczeniu,
gdzie wykonywane byly iniekcje. Zastosowano schemat toksycznos$ci ostrej. Amputke
chlorowodorku MPTP rozpuszczano w wyliczonej objetosci soli fizjologicznej do
wstrzykiwan i roztwor podawano w 3 dootrzewnowych iniekcjach z 2-godzinnymi
przerwami dla uzyskania sumarycznej dawki 40 mg/kg mc czystej toksyny MPTP, co
odpowiadato 47 mg/kg mc MPTP x HCI (Jackson-Lewis i wsp. 2012) zgodnie
z procedurg opisang przez Chalimoniuk i wsp. (2006, 2007, 2009). Myszy kontrolne
otrzymaly iniekcje z soli fizjologicznej. Pigtnastego dnia myszy byly dekapitowane.
Do kolejnych analiz wyizolowano prazkowie (Spulowane prawe i lewe ) i srodmédzgowie

(facznie z istotg czarng).
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Farmakologiczna modyfikacja odpowiedzi wybranych partii mozgu na stres
wywoltany dziataniem MPTP

Myszy podzielono na 6 grup doswiadczalnych:

I grupa (MPTP) — poddana dziataniu MPTP, sumaryczna dawka - 40 mg/kg mc, podana
w 3 dootrzewnowych iniekcjach z 2-godzinnymi przerwami

Il grupa kontrolna - poddana dziataniu 0,9% NaCl podawanej w takim samym
schemacie jak MPTP

1l grupa MPTP/FTY720 - poddana dziataniu MPTP i fingolimodu (FTY720, Sigma-
Aldrich) - po ostatniej iniekcji MPTP oraz przez 10 kolejnych dni podawano
dootrzewnowo FTY720 (1mg/kg mc/24 godz.)

IV grupa MPTP/PPX poddana dziataniu MPTP i pramipeksolu (PPX, Sigma-Aldrich) -
po ostatniej iniekcji MPTP oraz przez 10 kolejnych dni podawano dootrzewnowo PPX
(Img/kg mc/24 godz.)

V kontrolna grupa FTY720 - otrzymywata sam FTY720, bez MPTP, w tym samym
schemacie co grupa nr 111

VI kontrolna grupa PPX - otrzymywata sam PPX, bez MPTP, w tym samym schemacie

co grupa nr 1V

Charakterystyka i wzory chemiczne zwigzkow stosowanych w modelu in vivo
A

oI «2 HCl « H,O

OH

HCl OH
NH,

Schemat 11. Wzory chemiczne nastepujgcych zwigzkow:

A- jednowodny dichlorowodorek (S)-2-amino-4,5,6,7-tetrahydro-6-(propyloamino)
benzotiazolu (PPX x 2HCI x H,0) B- chlorowodorek 2-amino-2-[2-(4-octyl-fenyl)-etyl]-
propane-1,3-diolu (FTY720 x HCI).
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pramipeksol S(-=) PPX — agonista receptorow dopaminergicznych D2/D3. Dziata na
receptory D3 silniej niz na receptory D2. Lek jest efektywny w monoterapii we wczesnej
fazie ChP, jak i w terapii skojarzonej z lewodopa w pdzniejszym stadium choroby. PPX
wykazuje tez efekt neuroprotekcyjny niezalezny od pobudzenia receptoréw
dopaminergicznych. W niniejszych doswiadczeniach stosowano aktywng lewoskretng
posta¢ PPX. Roztwor PPX x 2HCI x H,O (Sigma-Aldrich) do iniekcji dootrzewnowych

przygotowywano ex tempore przez rozpuszczenie w soli fizjologicznej pod dygestorium.

fingolimod (FTY720) — agonista receptorow S1PR1, S1PR3, S1PR4 i S1PRS5. Jest
doustnym lekiem immunosupresyjnym (nazwa handlowa Gilenya ™) w modyfikacji
przebiegu ustepujaco-nawracajacej postaci SM. FTY720 x HCI (Sigma-Aldrich) do
iniekcji dootrzewnowych przygotowywano ex tempore przez rozpuszczenie w soli

fizjologicznej pod dygestorium.

W 12,13 i 14 dniu eksperymentu przeprowadzono analiz¢ behawioralng (test
otwartego pola i test Rotarod), a nast¢pnie pietnastego dnia myszy dekapitowano
(Schemat 12.). Do dalszych analiz wykorzystano prazkowie (prawe i lewe spulowane)
oraz $§rodmozgowie (lacznie z istotg czarng), ktore izolowano na lodzie, natychmiastowo
schtadzano i przechowywano w — 80 °C. Wykonano w nich analizy ekspresji
genow/poziomu biatka oraz aktywnosci wybranych enzymoéw. Wykorzystano metody

spektrofluorymetryczne, immunochemiczne oraz analiz¢ PCR w czasie rzeczywistym.

MPTP , podanie dootrzewnowe, FTY720 lub PPX, podanie

40mg/kg mc 3 x z 2 godz. przerwami dootrzewnowe, o praikowie (Pr)
T YL Al dekapitacja —

b el

10 1112 1314 15
||
1

$rédmozgowie (Sr)

L1 | L

I 1 U v

testy lokomotoryczne
(test otwartego pola
i test Rotarod)

Schemat 12. Schemat procedury badan in vivo zastosowany w niniejszej rozprawie.

objasnienia skrotow: MPTP - 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna, PPX —
pramipeksol, FTY720 - fingolimod
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Przygotowanie materiatu do badan

Zamrozong tkanke z prawego i lewego prazkowia a takze tkanke z calkowitego
srodmozgowia (lacznie z istota czarng) homogenizowano w mozdzierzu w cieklym
azocie. Po uzyskaniu jednorodnego proszku, materiat z prazkowia i $rodmoézgowia
dzielono na po6t i umieszczano w wolnych od RNAz, DNAZ i pirogendéw probowkach.
Jedna potowe proszku z kazdej struktury zalewano 1 ml odczynnika do izolacji RNA -
TRI-reagent i w takiej postaci przechowywano w temperaturze —80°C. Druga polowe
zalewano 1 ml buforu lizujgcego do badania aktywnosci Sphkl, ktérg oznaczano tego
samego dnia (opis metody ponizej). Pozostaly po badaniu aktywnosci Sphkl materiat
mieszano z buforem denaturujagcym Laemmli i denaturowano 5 minut w temperaturze
95 °C. W materiale tym wykonano immunodetekcje wybranych biatek metodg Western
blot.

Metody spektrofotometryczne
Oznaczanie stezenia biatka

Zawarto$¢ biatka w materiale z hodowli komoérkowych 0znaczano metoda
Lowry’ego przy uzyciu fenolowego odczynnika Folina (Lowry i wsp. 1951). Wyjatek
stanowito oznaczenie biatka do analizy aktywnos$ci Sphk1/2, gdzie z uwagi na reakcje
barwng fenolowego odczynnika Folina z buforem lizujagcym, zastosowano metode
opisang w pracy Bradford (1976). Zawartos¢ biatkka w homogenacie prazkowia

i srodmbzgowia myszy oznaczano metoda Bradforda.

Analiza zywotnosci komorek za pomocq testu MTT

Test oparty jest na zdolnosci mitochondrialnego enzymu - dehydrogenazy
bursztynianowej do przeksztalcania zottej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej -
bromku  3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego, MTT) do
formazanu o zabarwieniu fioletowym. Powstale krysztaly formazanu wymagaja
rozpuszczenia w rozpuszczalnikach organicznych (DMSO). Zdolnos¢ przeprowadzania
powyzszej reakcji maja tylko zywe i aktywne metabolicznie komoérki, co pozawala na

szybkie okreslenie wptywu badanego czynnika na zywotno$¢ danej linii komorkowe;.
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Komérki SH-SY5Y wysiewano na szalki 96-dotkowe pokryte kolagenem.
Nastepnego dnia medium hodowlane wymieniano na medium z niska zawartoscig
surowicy (2% FBS),w ktorym podawano MPP+ oraz badane zwiazki. Po uptywie czasu
inkubacji medium wymieniano ponownie na medium pozbawione surowicy, w ktorym
rozpuszczono MTT (0,25 mg/ml) i inkubowano przez 2 godz. w temperaturze 37°C.
Nastepnie medium usuwano, a powstale fioletowe krysztaly formazanu rozpuszczano
w DMSO i mierzono spektrofotometrycznie ich absorbancje przy dlugosci fali 595nm za
pomoca czytnika do mikroplytek BioRad. Intensywnos¢ fioletowej barwy jest

proporcjonalna do ilosci zywych 1 aktywnych metabolicznie komorek.

Analiza poziomu wolnych rodnikow przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DCF

Analiza opiera si¢ na reakcji przeksztalcenia dwuoctanu 2°,7’-dwuchloro-
dwuhydrofluoresceiny (H,DCF-DA), na skutek wewnatrzkomorkowej deacetylacji, do
2’,7’-dwuchlorodwuhydrofluorescyny (H,DCF), ktora nastgpnie jest utleniana przez
wolne rodniki do fluorescencyjnej 2°,7’-dichlorofluoresceiny (DCF) (Royall
i Ischiropoulos 1993). Komoérki SH-SYS5Y wysiewano na szalki 96-dotkowe pokryte
kolagenem. Nastepnego dnia medium wymieniano na medium z niskg zawartoScig
surowicy (2% FBS), a komoérki traktowano odpowiednimi zwigzkami. Po 24 godz.
medium usuwano i dodawano bufor Hank’s (Sigma — Aldrich), o sktadzie CaCl, x 2H,0
— 0,185 g/l, MgSO, (bezwodny) — 0,09767 g/l, KCI - 0,4 g/l, KH,PO,4 (bezwodny) — 0,06
g/l, NaHCO; — 0,35 g/l, NaCl - 8,0 g¢/l, Na;,HPO, (bezwodny) — 0,04788 g/I,
D-Glukoza — 1,0 ¢g/l. Nastepnic dodawano H2DCF-DA (Sigma — Aldrich) w st¢zeniu
koncowym 10 puM i inkubowano przez 50 min. w temperaturze 37°C, bez dostepu
swiatta. Fluorescencj¢ mierzono przy uzyciu czytnika FLUOstar Omega przy dlugosci

fali pobudzenia 488nm i emisji 525nm.

Oznaczanie aktywnosci Sphk1 i Sphk2

Oznaczanie  aktywnosci  Sphkl i Sphk2  przeprowadzono metods
spektrofluorymetryczna, przy zastosowaniu substratu fluorescencyjnego — NBD-
sfingozyny, opracowang i opisang przez Don i wsp. (2007) oraz Takasugi i wsp. (2011)
i stosowang W pracach (Pyszko i Strosznajder 2014a; Pyszko i Strosznajder 2014b;

Czubowicz i wsp. 2015). W homogenacie komorkowym zmierzono aktywnos$¢ catkowita
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obydwu izoform Sphkl i Sphk2. Nastepnie, przy zastosowaniu odpowiedniego sktadu
buforu inkubacyjnego, zmierzono aktywno$¢ Sphk2 oraz Sphk1 odpowiednio w zgrubne;j
frakcji jadrowej (Sphk2) oraz frakcji cytozolowej (Sphkl). W homogenacie prazkowia
1 sr6dmoédzgowia myszy zmierzono aktywnos¢ Sphkl. Materiat z hodowli komoérkowych
przeplukany dwukrotnie buforem PBS oraz sproszkowang tkanke zwierzgca zawieszano
w buforze do lizy o sktadzie: 50 mM HEPES o pH 7,4, 10 mM KCI, 15 mM MgCl;, 0,1%
Triton X-100, 20% glicerol, 2 mM ortowanadzian sodu, 2 mM DTT, 10 mM NaF, 1 mM
deoksypirydoksyna i inhibitory proteaz Complete (Roche). Lizat homogenizowano
w temperaturze 4°C strzykawka insulinowa, przeciagajac tlok strzykawki 12 razy,
a nastgpnie wirowano przy 15 000 x g przez 15 min. Po odrzuceniu osadu oznaczano
biatko w nadsaczu metoda Bradforda. Do oznaczenia biatka wyjatkowo zastosowano
metode Bradforta, gdyz w metodzie Lowry’ego tlo buforu lizujgcego bylo zbyt silne aby
dokona¢ oceny ilosciowej. Do danej reakcji pobierano zawsze rowng ilo$¢ bialka
z danego homogenatu (25-100 pg), ktorg wybrano z prostoliniowego zakresu krzywej
zalezno$ci aktywnosci enzymu (wyrazonej jako jednostki arbitralne (a.u.) fluorescencji)
od ilosci uzytego do reakcji biatka. Przykladowy wykres przedstawiono ponizej
(Rycina 2.).
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Rycina 2. Krzywa zaleinosci aktywnosci Sphkl od ilosci uiytego do reakcji biatka
z homogenatu prgzikowia.

Strzatkq oznaczono ilos¢ biatka, jaka odpowiada Sredniej wartosci z prostoliniowego
zakresu krzywej powyzszej zaleznosci.
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Z supernatantu frakcji podkomérkowych oraz homogenatu komérkowego pobierano 100
ug, natomiast z homogenatu prazkowia i srodmézgowia 50 pg. Reakcje przeprowadzano
w temperaturze 4 °C w nastepujacych buforach inkubacyjnych wg Don i wsp. (2007):

1) Bufor do oznaczania aktywnosci Sphkl: 50 mM Hepes o pH 7,4, 15 mM MgCl;,
0,5% Triton X-100, 10% glycerol, 2 mM ATP. Triton X-100 hamuje aktywnos$¢ Sphk?2.
2) Bufor do oznaczania aktywno$ci Sphk2: 50 mM Hepes o pH 7,4, 15 mM MgCl,,
0,5 M KCI, 10% glycerol, 2 mM ATP. W warunkach inkubacji z wysokim st¢zeniem
KCl1 (0,5 M) hamowana jest aktywnos$¢ Sphkl.

3) Bufor do oznaczania aktywnosci catkowitej Sphk1 i Sphk2: 50 mM Hepes o pH 7,4,
15 mM MgCl,10 mM KCI, 10% glycerol, 2 mM ATP, 5 mM NaF, i 1 mM
deoksypirydyna.

Do buforu dodawano substrat enzymoéw Sphk1 i Sphk2, czyli NBD-sfingozyne (Avanti
Polar Lipids) w stezeniu koncowym 10 uM (zgodnie z zaleceniem producenta). Reakcje
rozpoczynato dodawanie biatka do buforu. Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej
wynosita 100 ul. Inkubacje prowadzono przez 30 minut w temperaturze 30°C delikatnie
mieszajgc (warunki zgodne z zaleceniem producenta). Reakcje zatrzymano przez dodanie
100 pl 1 M fosforanu potasu o pH 8,5, a nast¢pnie przez dodanie 250 ul mieszaniny
chloroform/metanol (2:1). Nastepnie poprzez wytrzgsanie i odwirowywanie przy 15 000
x g przez 1 min. przeprowadzano ekstrakcje produktu reakcji: NBD-S1P, ktory zebrat si¢
w fazie wodnej. Substrat reakcji - NBD-sfingozyna pozostata w fazie organicznej. 100 ul
gornej fazy wodnej taczono ze 100 ul dimetyloformamidu, przenoszono na 96-dotkowa,
czarng pltytke z przezroczystym dnem i mierzono fluorescencje przy uzyciu czytnika
Tecan infinite M1000Pro w statych warunkach temperatury i mieszania, przy dlugosci
fali pobudzenia 485nm i emisji 538nm. Reakcja bez obecnosci enzymu (bez dodania
biatka) stanowita probe Slepa. Aktywnos$¢ Sphk przedstawiono jako intensywnosci
fluorescencji NBD-S1P wyrazong w jednostkach arbitralnych (a.u.) wg Takasugi i wsp.
(2011).

Analiza ekspresji genow
Izolacja RNA

Catkowite RNA izolowano z komorek SH-SYSY oraz $srédméozgowia myszy
w warunkach sterylnych uzywajac odczynnika TRI-reagent (Sigma — Aldrich).
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Sproszkowang tkanke¢ zwierzecg oraz komorki zebrane z szalek o s$rednicy 6 cm,
przeptukane dwukrotnie buforem PBS zawieszano w 1 ml odczynnika TRI-reagent
w wolnych od RNAz, DNAZz i pirogenéw proboéwkach. Nastepnie do 1 ml homogenatu
dodawano 200 pl chloroformu i energicznie mieszano przez 15 sekund, pozostawiano na
15 min. w temperaturze pokojowej i wirowano przy obrotach 12 000 g przez 10 min.
w temperaturze 4°C. Gorng faz¢ wodng zawierajaca RNA przenoszono do nowych
probowek, dodawano 0,5 ml zimnego izopropanolu, delikatnie mieszano i pozostawiano
na 5 min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie wirowano przez 10 min. przy obrotach
12 000 g w temperaturze 4°C. Osad przemywano trzykrotnie 1 ml 75% etanolu.
Po kilkuminutowym odparowaniu etanolu z probek, osad RNA zawieszano w 20 pl wody
pozbawionej RNAz (RNaze-free water, Ambion). Nastgpnie, w aparacie NanoDrop
(Thermo Scientific) mierzono ilo$¢ otrzymanego RNA metodg spektrofotometryczng przy
dhugosci fali 260nm, natomiast zanieczyszczenie biatkami i DNA - przy dlugosci fali
280nm. lloraz OD260/0D280 wynosit od 1,7 do 2,00 W celu oczyszczenia
wyizolowanego mRNA z pozostalosci DNA komorkowego, do nowych probowek
przenoszono objetos$¢, zawierajacg 1 ug czystego mRNA i uzupelniano odczynnikami
do trawienia DNA (Sigma — Aldrich) do obje¢tosci 10 pl. Mieszaning reakcyjng
inkubowano 15 min. w temperaturze 25°C. Nastepnie dodano 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

Wyizolowane RNA (1ug) bylo matrycg dla dziatania odwrotnej transkryptazy.
W reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano DNA komplementarne do mRNA
(cDNA). Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano przy uzyciu zestawu

odczynnikow firmy Applied Biosystems w koficowej objetosci 20l

Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time
polymerase chain reaction, RT-PCR)

Zmiany poziomu mRNA genéw kodujacych nastgpujace biatka: kinaze
sfingozyny 1 (Sphkl), liazg¢ S1P (SPL), fosfataz¢ 1 SI1P (SPP1), receptory dla S1P
(S1PR1 i S1PR3), biatka z rodziny Bcl-2 (Bax, Hrk, Bcl-2), enzymy anty-oksydacyjne

(SOD2 i GPx-4) oraz [-aktyn¢ analizowano za pomocag reakcji PCR w czasie
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rzeczywistym (RT-PCR ang. real-time polymerase chain reaction). Na matrycy cDNA
uzyskanej z 1 ug RNA przeprowadzono reakcje RT-PCR przy uzyciu odpowiednich sond
Tag-Man (Applied Biosystems): sphkl Hs01116530_gl1, sphkl Mn00448841 g1,
sgpll Hs00187407_m1, sppl Hs00229266 ml1, slprl Hs01922614 s1, slpr3
Hs00245464 s1, bax Hs00180269 ml, bax Mm00432051_m1, hrk Hs02621354 _ s1,
hrk Mm01962376_s1, bcl-2 Hs00608023_m1, sod?2 Hs00167309_m1,
gpx4 Hs0098 9766 _ g1, actb Hs99999903 ml, actb-Mm00607939_sl1. Poziom mRNA
wyrazano jako wzgledny stosunek probki badanej do probki 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 obliczono metodg AACt.

Metody immunochemiczne

Immunodetekcja biatek metodg \Western blot

Immunochemiczng metodg Western blot oznaczano w homogenacie komérkowym
(SH-SY5Y) i tkankowym ($§rodmédzgowie i prazkowie myszy) poziom immuno-
reaktywnosci biatek: Sphkl, kinazy Akt (pSer 473), kinazy Akt calkowitej, Bad (pSer
136), cytochromu ¢, PARP-1, hydroksylazy tyrozynowej (TH), GAPDH oraz B-aktyny.

Przygotowanie materiatu do analizy

Po inkubacji z odpowiednimi zwigzkami komorki na szalkach o $rednicy 10 cm
plukano dwukrotnic buforem PBS, a nast¢pnie zawieszano w 400 pl komercyjnego
buforu do lizy firmy Cell Signalling Technology, rozcienczonego wodg 10-krotnie,
o sktadzie 20 mM Tris-HCl o pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM Na;EDTA, 1 mM EGTA, 1%
Triton, 2,5 mM NasO7P,, 1 mM beta-glicerofosforan disodowy, 1 mM NazVOs, 1 pg/ml
leupeptyna. Dodatkowy inhibitor proteaz serynowych - 1 mM fluorek fenylo-
metylosulfonylu (PMSF, Cell Signalling Technology) dodawano bezposrednio przed
uzyciem buforu. Komorki na szalce inkubowano z buforem 5 minut na lodzie. Lizat
zbierano, sonifikowano 10 sekund i wirowano 10 minut przy 14 000 x g w 4°C.
Homogenat z komorek, frakcji podkomorkowych oraz tkanki nerwowej mieszano
z buforem denaturujgcym Laemmli o sktadzie: 62,5 mM Tris-HCI i pH 6,8, 2% SDS, 100
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mM DTT, 20% glicerol 1 0,2% bigkit bromofenolowy. Probki denaturowano przez

5 minut w temperaturze 95°C.
Rozdzial elektroforetyczny i immunodetekcja biatek

Rozdziat elektroforetyczny biatlek przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym
z dodatkiem SDS (siarczanu dodecylu sodu) — metodg SDS-PAGE (ang. sodium dodecyle
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). SDS umozliwia rozdziat biatek ze wzgledu
na ich mas¢ czgsteczkowa. Dodatek SDS powoduje denaturacje bialek oraz rozbija
wigzania niekowalencyjne. Podczas elektroforezy SDS-PAGE bialka o mniejszej masie
czasteczkowe] migrujg szybciej niz te o wickszej masie czasteczkowej. Biatka
rozdzielano na zZelu poliakrylamidowym o odpowiedniej gestosci, w zalezno$ci od masy
badanego bialka. Kolejnym etapem byt transfer rozdzielonych bialek na blong
nitrocelulozowa (Amersham Biosciences) przy uzyciu aparatu firmy Bio-Rad (10 V, cala
noc w 4°C). Po wykonaniu barwienia biatek na blonie za pomoca roztworu Ponceau S,
btong przeptukano w buforze TBS z dodatkiem Tweenu (0,1% TBS-T) i wykonano
procedure detekcji biatek, ktora opiera si¢ na reakcji antygen-przeciwciato. Na poczatku,
celem zablokowania niespecyficznych polgczen przeciwceial, blon¢ inkubowano
w roztworze odtluszczonego mleka lub BSA (Sigma — Aldrich), w temperaturze
pokojowej przez 60 minut. Nastepniec blon¢ inkubowano W roztworze zawierajgcym
odpowiednio rozcienczone przeciwciato pierwszorzgdowe. Specyficzno$¢ przeciwciat
zostata potwierdzona przez producenta. W kazdym przypadku wynik analizy Western
blot byl widoczny w postaci jednego prazka na wysokosci odpowiadajacej masie
czasteczkowej danego biatka, wyznaczonej na podstawie markera ci¢zaru
czasteczkowego biatek (Thermo Scientific). W przeprowadzonych badaniach nie
stwierdzono interakcji z innymi biatkami, niz deklarowane przez producenta. Wyjatek
stanowito biatlko PARP-1, dla ktérego wynik analizy Western blot przedstawial si¢
w postaci dwoch prazkéw, odpowiadajacych masie czasteczkowej 113 kDa oraz 89 kDa,
wykrywanych przez przeciwcialo monoklonalne (c-2-10, Sigma-Aldrich). Wzrostowi
immunoreaktywnos$ci nizszego prazka (89 kDa) towarzyszylo obnizenie poziomu
immunoreaktywnosci prazka wyzszego (113 kDa), co wskazuje ze przeciwcialo wykrywa
zarowno catkowite biatko PARP-1 (113 kDa), jak 1 jego ciety fragment o cigzarze 89

kDa. Warunki inkubacji z przeciwcialami przedstawiono w tabeli 1. Nadmiar
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przeciwciala oplukiwano 3-krotnie przez 10 minut w buforze TBS-T. W kolejnym etapie
dodano przeciwciata Il-rzedowe, dodatkowo znakowane peroksydaza chrzanows,
skierowane przeciwko przeciwcialom I-rzgdowym. Niezwigzane specyficznie
przeciwciala usuwano, pluczac blony 3-krotnie przez 10 minut w buforze TBS-T.
W ostatnim etapie blong poddawano reakcji chemiluminescencyjnej przy uzyciu zestawu
firmowego ECL (Western Blotting Substrate, Thermo Scientific) i obrazowano przez
naswietlanie $wiattoczulego filmu (Roche Diagnostics). Blony wykorzystane uprzednio
inkubowano 30 minut w roztworze 1 % SDS i 50 mM glicyny-HCI o pH 2,0 w celu
odmycia zwigzanych przeciwciat i plukano 3 x 15 minut w TBS-T, po czym uzywano

do kolejnych oznaczen immunochemicznych.
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oznaczane biatko | gestosc zelu
poliakryl-
amidowego

warunki
blokujace

rozcienczenie i
warunki inkubacji I-
rzedowego

przeciwciata

rozcieniczenie i
warunki inkubacji
II-rzedowego
przeciwciata

Sphk1 10 %
hydroksylaza 10 %
tyrozynowa (TH)

pAkt 10 %
(fosforylowana

na Ser 473)

Akt 10 %
pBAD 15 %
(fosforylowane

na Ser 136)

5% mleko w
TBS-T,
1godz. w
temp.
pokojowej

5% mleko w
TBS-T,
1godz. w
temp.
pokojowej

5% mleko w
TBS-T,
1godz. w
temp.
pokojowej

5% mleko w
TBS-T,

1 godz. w
temp.
pokojowe;j

5% mleko w
TBS-T,
1godz. w
temp.
pokojowej
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krélicze,
poliklonalne,
przeciw Sphk1, Cell
Signalling
Technology,
rozciericzenie
1:1000 w 5 % BSA w
TBS-T, noc w temp.
4°C

krélicze,
poliklonalne,
przeciw TH, Cell
Signalling
Technology,
rozcieficzenie
1:1000 w 5 % BSA w
TBS-T, noc w temp.
4°C

krélicze
poliklonalne,
przeciw pAkt
(pSer473), Cell
Signalling
Technology,
rozcienczone 1:1000
w5 % BSA w TBS-T,
nocw temp. 4 °C

krélicze
poliklonalne,
przeciw Akt, Cell
Signalling
Technology,
rozcienczone 1:2000
w 5 % BSA w TBS-T,
noc w temp. 4 °C

krélicze
poliklonalne,
przeciw pBAD
(pSer136), Cell
Signalling
Technology,
rozcienczone 1:1000
w 5 % BSA w TBS-T,
noc w temp. 4 °C

http://rcin.org.pl

anty-krélicze
przeciwciato
rozciericzone
1:4000 w5 %
mleku w TBS-T,
1 godz. w temp.
pokojowe;j

anty-krélicze
przeciwciato
rozcieficzone
1:4000 w 5 %
mleku w TBS-T,
1 godz. w temp.
pokojowe;j

anty-krélicze
przeciwciato
rozciericzone
1:4000 W 5 %
mleku w TBS-T,
1 godz. w temp.
pokojowe;j

anty-krélicze
przeciwciato
rozciericzone
1:4000 w 5 %
mleku w TBS-T,
1 godz. w temp.
pokojowe;j

anty-krdlicze
przeciwciato
rozcieficzone
1:4000 w 5 %
mleku w TBS-T,
1 godz. w temp.
pokojowej
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PARP-1 7,5 % 5% BSA, w mysie, anty-mysie
PBS-T,1godz. monoklonalne, przeciwciato
w temp. przeciw PARP-1 (clon rozcieficzone
pokojowej C-2-10), Sigma — 1:4000w 5 %
Aldrich, rozcienczone mleku w TBS-T,
1:1000 w5 % BSAw 1godz. w temp.
PBS-T, nocw 4 °C pokojowej
Cytochrom ¢ 10 % 5 % mleko mysie, poliklonalne, anty-mysie
odttuszczone,  przeciw przeciwciato
w TBS-T, 1 cytochromowi c, rozcieficzone
godz. wtemp. SantaCruz, 1:4000 w 5 %
pokojowej rozcienczone 1:500  mleku w TBS-T,
w5 % mleku w TBS- 1 godz. w temp.
T,nocw 4 °C pokojowej
GAPDH 10 % 5 % mleko krélicze, poliklonalne anty-krdlicze
odttuszczone,  przeciw GAPDH, przeciwciato
w TBS-T, 1 Sigma- Aldrich, rozcienczone
godz. wtemp. rozcieficzone 1:4000 w5 %
pokojowej 1:50000 w5 % mleku w TBS-T,
mleku w TBS-T,noc 1 godz. w temp.
w4°Club 1,5 godz. pokojowej
w temp. pokojowej
aktyna 10 % 5 % mleko mysie, anty-mysie
odttuszczone,  monoklonalne, przeciwciato
w TBS-T, 1 przeciw aktynie, MP  rozciericzone
godz. wtemp. Biomedicals, 1:4000 w5 %
pokojowej rozciericzone 1:1000 mleku w TBS-T,

w5 % mleku w TBS-T 1 godz. w temp.
noc w 4<C lub 3-4 pokojowe;j
godz. w temp.

pokojowej

Tabela 1. Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczegélnych oznaczen.
objasnienia skrotow: TBS-Tween — bufor Tris o sktadzie 50mM Tris 0 pH 7,6, 150 mM
NaCl, 0,1% Tween-20; BSA - albumina z surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)
Produkt reakcji na kliszy, przedstawiajacy si¢ w postaci prazkéw, poddawano analizie

densytometrycznej przy pomocy oprogramowania TotalLab v1.11. Wielkos¢
i intensywno$¢ zaciemnienia danego prazka byla proporcjonalna do poziomu
immunoreaktywnos$ci badanego biatka w materiale nalozonym na zel w odpowiednie;j
ilosci. Catkowitg ilo$¢ biatka z homogenatu komérkowego lub tkanki mézgowej, jaka
nalezy nalozy¢ na zel poliakrylamidowy dla  wyznaczenia relatywnej
immunoreaktywnos$ci 0znaczanego biatka, wyznaczono na podstawie krzywych

zalezno$ci gestosci optycznej od calkowitej ilosci nalozonego Dbiatka. Kolejno
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wyznaczono prostoliniowy zakres uzyskanych wartosci i odczytano ilos¢ biatka (warto$é
X), odpowiadajacg $redniej wartosci z zakresu prostoliniowego. Wyznaczong ilo$¢ biatka
naktadano w doswiadczeniach wlasciwych na zel. Tlosci te miescily si¢ w zakresie 15-40
pg biatka. Przykltadowa krzywa zaleznosci immunoreaktywnosci dla hydroksylazy
tyrozynowej (TH) od calkowitej ilosci nalozonego biatka przedstawiono ponizej

(Rycina 3.)
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Rycina 3. Krzywa zaleinosci gestosci optycznej (OD) dla hydroksylazy tyrozynowej (TH)
od catkowitej ilosci natoionego na Zel biatka.

Strzatkq oznaczono ilos¢ biatka z homogenatu prgzkowia, jaka odpowiada sredniej
wartosci powyzszej zaleznosci, Wyznaczonej z prostoliniowego zakresu krzywej.
W przypadku TH jest to 15 ug biatka.

Wizualizacja jgder komorkowych i analiza procesu apoptozy
przy zastosowaniu mikroskopii fluorescencyjnej

Morfologi¢ komorek oraz procent komorek apoptotycznych badano przy uzyciu
barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33342 (Riedel-de- Haén Germany), ktory ma
zdolno$¢ wybarwiania DNA i pozwala na wizualizacj¢ kondensacji i agregacji DNA,

ktore sg charakterystycznych dla procesu apoptozy. Komoérki wysiewano na szalki

-69 -



Materiaty i Metody

o $rednicy 35 mm pokryte polietylenoiming. Po inkubacji z odpowiednimi zwigzkami
komorki ptukano zimnym buforem PBS, a nastepnie zalewano 1 ml mrozonego metanolu
I utrwalano przez 30 min. w temperaturze -20°C. Barwienie wykonywano poprzez
inkubacj¢ z barwnikiem Hoechst 33342 w stezeniu 1 ng/ml w buforze fosforanowym
przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Kolejno komorki ptukano buforem PBS
kilkukrotnie.  Wybarwione jadra komoérkowe analizowano w  mikroskopie
fluorescencyjnym Olympus IX71 i fotografowano z uzyciem kamery cyfrowej Olympus
U-CMAD3 zintegrowanej z mikroskopem przy dlugosci fali pobudzajacej 340nm

I emitowanej 510nm, przy uzyciu 40-krotnego powigkszenia.

Analiza aktywnosci motorycznej
Test otwartego pola

Zachowania eksploracyjne, spontaniczny nape¢d ruchowy i poziom Igku badano
w okragltym polu o $rednicy 60 cm i biatym podtozu. Test przeprowadzono w jedenastym
dniu eksperymentu. Kazda mysz zostala umieszczona w centrum pola, a jej aktywnos¢
badana byla przez 15 minut. Kamera rejestrowata zachowania zwierzat, a odpowiedni
program Ethovision XT 11.5 software (Noldus, Wageningen, The Netherlis) wyliczat
parametry: calkowity przebyty dystans (cm), catkowity czas przebywania w strefie
centralnej/peryferyjnej (sec), ilos¢ wejs¢ do strefy centralnej/peryferyjnej, calkowity czas
lokomocji/bezruchu (sec). Wykresy przedstawiajg dynamik¢ zmian w ciggu 15 min.
eksperymentu i zawierajg usrednione dla danej grupy badawczej warto$ci powyzszych

parametrow W kazdej minucie eksperymentu.

Test Rotarod

Wymuszona aktywno$¢ motoryczna (koordynacja ruchowa, roéwnowaga
i sztywno$¢ konczyn) mierzona byla testem Rotarod, wykonanym w dwunastym oraz
kolejnych dwoch dniach eksperymentu, liczac od ostatniej iniekcji MPTP. W tescie tym
myszy zostaly umieszczone na poziomo zorientowanym, obrotowym cylindrze o $rednicy
3 cm, zawieszonym 20 cm nad podtoga klatki. Obroty cylindra zaprogramowano tak, aby
obracat si¢ on z liniowo wzrastajaca predkosciag od 1 do 40 obrotoéw na minut¢ w czasie
300 sekund. Zwierzgta staraly si¢ utrzymac na obrotowym walcu i unikna¢ upadku na

ziemi¢ z wysokosci pozwalajacej na bezpieczny upadek. Automatyczne czujniki
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wylaczaly si¢ kiedy zwierze dotkneto podlogi. W doswiadczeniu liczyt sie¢ maksymalny
czas przebywania zwierzgcia na walcu obrotowym (do momentu upadku lub
przekroczenia czasu 300 sekund). Kazda mysz zostala poddana 3 probom
Z 15-minutowym odstgpem miedzy probami przez 3 kolejne dni eksperymentu (tacznie 9
prob dla kazde] myszy). Wyniki przedstawiono jako catkowity czas przebywania
na obrotowym walcu (sec), usredniony dla danej grupy badawczej.

Statystyczne opracowanie wynikow

Kazde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtorzeniach. Za
ostateczny wynik przyjmowano wartos¢ $rednig + biad standardowy s$redniej (SEM)
obliczone z indywidualnych pomiarow (Srednich z powtdrzen). W celu ustalenia
wiarygodno$ci  zaistnialych  rdéznic w  badaniach  poréwnawczych, wartosci
z poszczegolnych eksperymentow weryfikowano testem t-Studenta (dla pordéwnania
ze sobg dwoch grup badawczych), a takze jednoczynnikowa analizg wariancji (ANOVA)
z uzyciem testu poroOwnan wielokrotnych Newmana-Keuls’a (dla poréwnania $rednich
z kilku ukladéw doswiadczalnych) lub testu Bonferroni dla poréwnan par $rednich.

Wyniki uznawano za znamienne statystycznie przy poziomie istotnosci p< 0,05.
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Badania In vitro

1) Wplyw MPP+ na indukcje stresu oksydacyjnego oraz
Zywotnosé komorek SH-SY5Y

Celem pracy bylo zbadanie udziatu kinaz sfingozyny (Sphk1/2) w mechanizmie
Smierci komorek nerwowych w stresie oksydacyjnym wywolanym MPP+ oraz
w wybranych czeSciach mézgu myszy poddanych iniekcji MPTP. Pierwszy etap (in vitro)
stanowit cykl doswiadczen z uzyciem ludzkiej linii komorkowej neuroblastoma
SH-SY5Y, poddanej inkubacji z neurotoksyng MPP+, ktora jest powszechnym modelem
badan zaburzen molekularnych obserwowanych w ChP, co zostalo szczegdétowo
uzasadnione w czgSci Materiaty 1 Metody. Z danych literaturowych oraz
przeprowadzonych wczesniej badan (Pyszko i Strosznajder 2014a; Pyszko i Strosznajder
2014b) wiadomo, ze toksyna MPP+ generuje w komorkach stres oksydacyjny. Inkubacja
komorek SH-SY5Y z MPP+ zwigksza w sposob zalezny od stezenia toksyny poziom
wolnych rodnikéw (WR), mierzony metodg spektrofluorymetryczng przy uzyciu sondy
DCF (Rycina 4A.). Przy efektywnym stezeniu rownym ~ 3 mM odnotowano dwukrotny
wzrost poziomu WR. Zmianom tym towarzyszyto zalezne od st¢zenia MPP+ obnizenie
zywotnosci komorek SH-SYS5Y, co wykazano testem MTT oraz metoda wizualizacji
jader komorkowych barwionych Hoechst 33342. Przy zastosowaniu st¢zenia MPP+ LCs
~ 3 mM dochodzito do 50% obnizenia zywotno$ci komorek SH-SY5Y (Rycina 4B.).
Analiza komoérek w mikroskopie fluorescencyjnym wykazata, ze 24-godzinna inkubacja
z 3 mM MPP+ powodowata zmiany morfologiczne charakterystyczne dla procesu
apoptozy tj. kondensacj¢ i fragmentacje chromatyny, obecno$¢ jader pyknotycznych oraz
tworzenie cialek apoptotycznych. Obliczono procent komorek apoptotycznych
w populacji kontrolnej i traktowanej MPP+ i wykazano kilkukrotny wzrost procentu

apoptozy po inkubacji z 3 mM MPP+ (Rycina 4C.).
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Rycina 4. Wplyw 24-godzinnej inkubacji kemdrek SH-SY5Y z MPP+ na poziom
wolnych rodnikow i Zywotnos¢ komorek SH-SY5Y.

Komorki  SH-SY5Y  inkubowano z MPP+(0,5-5 mM) przez 24 godz. Wykresy
przedstawiajq wyniki analizy poziomu wolnych rodnikéow przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej DCF (A) oraz analizy Zywotnosci komorek, wykonanej metodq testu
MTT (B) i wizualizacji jgder komorkowych przy uzyciu barwnika Hoechst 33342 (C).
Wyniki wykresow A i B Stanowiq Sredniq arytmetyczng z czterech niezaleznych
doswiadczen w czterech-Szesciu powtorzeniach + SEM. Wyliczenia procentu apoptozy
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dokonano na podstawie zdjeé z trzech niezaleznych doswiadczen, gdzie dla kazdego
uktadu badawczego wykonano cztery powtorzenia, ktore obserwowanego w pieciu polach
widzenia. Procent apoptozy w populacji oznacza procent liczby komorek o cechach
apoptotycznych w catej populacji danego uktadu badawczego. Kazdy wynik stanowi
sredniq arytmetyczng + SEM. Do oceny statystycznej zastosowano jednoczynnikowg
analize wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa
(A,B) oraz test-t Studenta (C), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 — réznica istotna
statystycznie w stosunku do komoérek kontrolnych (inkubowanych bez MPP+,
ale w tych samych warunkach).

Kolejno analiza ekspresji genéw w komoérkach SH-SYSY poddanych dziataniu 3 mM
MPP+ w czasie 3-12 godzin wykazata obnizenie poziomu MRNA enzymoéw anty-
oksydacyjnych: mitochondrialnej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (mtSOD, gen
kodujagcy sod2) oraz peroksydazy wodoronadtlenkow fosfolipidowych (GPx-4, gen
kodujacy gpx4), wystepujacej w mitochondriach i cytoplazmie. Ekspresja sod2 po 3 godz.
inkubacji z MPP+ malata do 40%, a nastepnie wzrastata do 70% wartosci kontrolnej
(Rycina 5A.), natomiast ekspresja gpx4 wykazywata obnizenie poziomu mRNA zalezne
od czasu inkubacji z MPP+ (Rycina 5B.).
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Rycina 5. Poziom mRNA sod2 i gpx4 w komérkach poddanych dziataniu MPP+.

Komorki SH-SYSY inkubowane byly przez 3 godz. i 12 godz. z 3 mM MPP+. Wykresy
przedstawiajq poziom ekspresji genu sod2 (A) i gpx4 (B) metodg PCR w czasie
rzeczywistym. Wyniki normalizowane sq wzgledem p-aktyny (actb). Kazdy z nich stanowi
Sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen w dwéch powtérzeniach + SEM.
Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t Studenta, *p<0,05, **p<0,01 —
roznica istotna statystycznie w stosunku do komoérek kontrolnych (inkubowanych bez
MPP+, ale w tych samych warunkach).

2) Udzial kinaz sfingozyny (Sphk1/2) w mechanizmie smierci
komorek SH-SYSY w stresie oksydacyjnym wywolanym MPP+

2.1) Poziom aktywnosci Sphkl/2 w komorkach SH-SYS5Y poddanych
dziataniu MPP+

Sphk1/2 sg enzymami, ktorych aktywno$¢ w duzej mierze zalezy od potencjatu
redox komorki. Indukcja stresu oksydacyjnego prowadzi¢c moze do zmniejszenia
aktywnosci kinaz. Z drugiej strony sama inhibicja Sphk1/2 generowa¢ moze stres
oksydacyjny. Zbadano zatem poziom aktywno$ci Sphk1/2 w komoérkach SH-SY5Y po
24-godzinnym dzialaniu 3 mM MPP+. Zastosowano metod¢ spektrofluorymetryczng
z uzyciem znakowanej sfingozyny (NBD-Sph), bedacej substratem dla Sphk1/2. Sposob
przeprowadzenia pomiaru i kalkulacja zostaly przedstawione w rozdziale Materialy
i Metody. Wykazano, ze w trakcie 24-godzinnej inkubacji z 3 mM MPP+ poziom
aktywnosci catkowitej Sphk1/2 w homogenacie komorkowym ulegat obnizeniu do 70%
wartosci kontrolnej (Rycina 6A.). Stosujac warunki inkubacyjne optymalne dla pomiaru

aktywnosci Sphk2 i Sphk1, zmierzono aktywnos$¢ poszczegodlnych enzymow w zgrubnej
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frakcji jadrowej i cytozolowej, w ktorych w glownej mierze wystepuja odpowiednio
Sphk2 oraz Sphkl. Ponadto reakcja enzymatyczna prowadzona byla w dwodch
oddzielnych buforach inkubacyjnych. Bufor do oznaczania aktywnosci Sphkl
wzbogacony byt o niejonowy detergent - Triton X-100, ktéry hamuje Sphk2, natomiast
bufor do oznaczania aktywnos$ci Sphk2 zawieral wysokie stezenie soli nieorganicznych
(0,5 M KCI), ktére ma hamujacy efekt na Sphkl. Aktywno$¢ enzyméw mierzona we
frakcji jadrowej i cytozolowej ulegata obnizeniu odpowiednio do 50% oraz 45% warto$ci
kontrolnej w powyzszym modelu stresu oksydacyjnego (Rycina 6B.). Wyniki
te sugeruja, ze zaburzenie aktywnosci Sphk1l/2 moze odgrywac istotng rolg
w mechanizmie $mierci komorek SH-SYSY poddanych dziataniu MPP+.

A

O K
B B MPP+

*k%k

aktywnos¢é Sphk1/2
fluorescencja (a.u.) *10°
i

3godz. 6godz. 12godz. 24 godz.

K
T Bl MPP+

*kk *

aktywnos¢ Sphk1/2
fluorescencja (a.u.) *10°

fr. jqr'drowa fr. cylozolowa

Rycina 6. Aktywnosé¢ catkowita Sphk1/2 w homogenacie komérkowym oraz w zgrubnej
[frakcji jgdrowej i cytozolowej.
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Komorki SH-SY5Y inkubowano z 3 mM MPP+ przez 3-24 godz (A) lub 24 godz (B).
Wykresy przedstawiajq pomiar aktywnosci catkowitej Sphk1/2 w homogenacie
komorkowym (A) oraz aktywnosci Sphk2 i Sphkl odpowiednio w zgrubnej frakcji
Jjgdrowej 1 cytozolowej (B), wykonany metodg pomiaru fluorescencji NBD-S1P. Kazdy
wynik stanowi Srednig arytmetyczng z czterech niezaleznych doswiadczen w dwoch
powtorzeniach = SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t Studenta,
*p<0,05 ***p<0,001 — roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych
(inkubowanych bez MPP+, ale w tych samych warunkach).

2.2) Wphw stresu oksydacyjnego wywotanego MPP+ na ekspresje
genu/poziom biatka Sphkl w komorkach SH-SY5Y

Jak zaznaczono we wstepie, izoforma pierwsza (Sphkl) w gléwnej mierze
odpowiada za synteze¢ puli S1P dzialajacej w mechanizmie zaleznym od pobudzenia
receptorow, ktory jest weryfikowany w dalszej czes$ci niniejszej rozprawy. W zwigzku
z powyzszym w dalszych etapach badano t¢ wilasnie izoform¢. Analiza ekspresji genu
wykazata zalezne od czasu inkubacji z MPP+ obnizenie poziomu mMRNA sphkl
w  komoérkach SH-SYS5Y. Znamiennemu obnizeniu ulegat takze poziom

immunoreaktywnosci enzymu Sphk1 po 24-godzinnym dziataniu MPP+ (Rycina 7.).
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Rycina 7. Poziom ekspresji genu i immunoreaktywnosci biatka Sphkl w komdérkach
poddanych dziataniu MPP+.

Komorki SH-SY5Y inkubowane byly przez 3, 12 godz. (A) oraz 24 godz. (B) z 3 mM
MPP+. Poziom ekspresji genu sphkl badano metodg PCR w czasie rzeczywistym
i normalizowano wzgledem f-aktyny (actb) (A). Immunoreaktywnosé¢ Sphkl badano
metodg Western blot w homogenacie komorkowym. Wykres przedstawia wynik analizy
densytometrycznej normalizowanej wzgledem GAPDH (B).Kazdy wynik stanowi Srednig
arytmetyczng z czterech niezaleznych doswiadczenn w dwoch powtorzeniach £ SEM. Do
oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t Studenta. **p<0,01 ***p<0,001 —
roznica istotna statystycznie w stosunku do komodrek kontrolnych (inkubowanych bez
MPP+, ale w tych samych warunkach). Obok wykresu zamieszczono reprezentacyjny
wynik Western blot.

2.3) Wphyw stresu oksydacyjnego wywotanego MPP+ na poziom ekspresji
fosfatazy S1P i liazy S1P

Poziom S1P w prawidlowej komorce utrzymywany jest na statym poziomie dzieki
rownowadze miedzy dziataniem enzymoéw odpowiedzialnych za synteze tego aktywnego
lipidu oraz za jego degradacj¢. W tym drugim procesie zaangazowane sg fosfatazy S1P,
glownie fosfataza S1P 1 (SPP1, gen kodujacy sppl), ktora defosforyluje S1P do Sph oraz
liaza S1P (SPL, gen kodujacy sgpll), ktora nicodwracalnie degraduje ten aktywny
sfingolipid do fosforanu etanoloaminy i heksadecenalu. Wykazano, ze 12-godzinna
inkubacja z MPP+ nie wptywa na poziom mRNA dla fosfatazy sppl, jednak znamiennie
podwyzsza poziom mRNA liazy sgpll w komorkach SH-SY5Y, co wraz z hamowaniem

ekspresji i aktywnosci Sphkl prowadzi¢ moze do obnizenia poziomu S1P w komorce
(Rycina 8.).
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Rycina 8. Poziom ekspresji sgpll i sppl w komérkach poddanych dziataniu MPP+.

Komorki SH-SY5Y inkubowane byly przez 12 godz. z 3 mM MPP+. Wykresy
przedstawiajq poziom ekspresji genu sgpll, sppl metodqg PCR w czasie rzeczywistym.
Wynik normalizowany wzgledem B-aktyny (actb) stanowi srednig arytmetyczng z czterech
niezaleznych doswiadczen w dwoch powtorzeniach + SEM. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano test-t Studenta. *p<0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku
do komérek kontrolnych (inkubowanych bez MPP+, ale w tych samych warunkach).

2.4) Rola inhibicji Sphk1 w indukcji stresu oksydacyjnego i smierci komorek
SH-SY5Y

W pierwszej czesci badan wykazano, ze indukcja stresu oksydacyjnego prowadzi
do hamowania ekspresji/aktywnosci Sphkl. Zmiany te mogag kolejno poglebiaé stres
oksydacyjny w komoérce, prowadzac do blednego kota zdarzen aktywujacych
oksydacyjne procesy w komorce. W zwigzku z powyzszym, W kolejnych
doswiadczeniach zastosowano farmakologiczng inhibicje Sphkl. Komorki traktowano
selektywnym inhibitorem Sphkl - 2-(p-hydroksyanilino)-4-(p-chlorofenylo)tiazolem
(SKI II) w stezeniu 5 puM i badano wplyw inhibicji Sphkl na wybrane szlaki
sygnalizacyjne, regulujace procesy przezycia/$Smierci komorki. Wykazano, ze 24-
godzinna inkubacja komoérek z SKI Il powodowata 50% wzrost poziomu wolnych
rodnikow (Rycina 9A.). Zjawisku temu towarzyszylo 50% obnizenie zywotno$ci
komoérek SH-SY5Y (Rycina 9B.).
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Rycina 9. Wplyw inhibitora Sphkl (SKI 11) na poziom wolnych rodnikéw oraz
Zywotnos¢ komorek SH-SY5Y .

Komoérki SH-SYSY poddawane byly 24 godzinnej inkubacji z 5 uM SKI 11. Wykresy
przedstawiajqg wyniki analizy poziomu wolnych rodnikow przy uZyciu sondy
fluorescencyjnej DCF (A) oraz analizy Zywotnosci komorek, wykonanej metodq testu
MTT (B). Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetyczng + SEM z trzech niezaleznych
doswiadczenn W trzech-szesciu powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano test-t Studenta. **p<0,01, ***p<0,001- roznica istotna statystycznie
w stosunku do komorek kontrolnych (inkubowanych bez SKI 11, ale w tych samych
warunkach).

Nastepnic za pomocg barwnika Hoechst 33342 wykonano wizualizacje jader
komorkowych i ich weryfikacje pod katem cech apoptotycznych w warunkach inhibicji
Sphk1. Analiza w mikroskopie fluorescencyjnym wykazata, ze 24-godzinna inkubacja
z SKI Il (5 uM) powoduje wzrost liczby komorek apoptotycznych. Zaobserwowano

zmiany morfologiczne charakterystyczne dla procesu apoptozy: kondensacje chromatyny

oraz tworzenie ciatek apoptotycznych (Rycina 10.).
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Rycina 10. Apoptoza w komérkach SH-SY5Y po 24 godz. inkubacji z SKI 11.
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Komorki SH-SY5Y poddawane byly 24 godzinnej inkubacji z 5 uM SKI 11. Po 24 godz.
ekspozycji komorek SH-SY5Y wykonano barwienie sondq fluorescencyjng Hoechst 33342.
Wyliczenia procentu apoptozy dokonano na podstawie zdje¢ z trzech niezaleznych
doswiadczen, gdzie dla kazdego ukladu badawczego wykonano cztery powtorzenia, ktore
obserwowanego w pigciu polach widzenia. Procent apoptozy w populacji oznacza
procent liczby komorek o cechach apoptotycznych w catej populacji danego uktadu
badawczego. Kazdy wynik stanowi srednig arytmetyczng = SEM. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano test t-Studenta. **p<0,01 — rdzZnica istotna statystycznie
w stosunku do komorek kontrolnych (inkubowanych bez SKI 11 ale w tych samych
warunkach).

2.5) Zbadanie poziomu fosforylacji/aktywnosci kinazy Akt w warunkach
farmakologicznej inhibicji Sphkl

Serynowo-treoninowa kinaza Akt, ktora jest sprzezona z PI3 kinaza odpowiada
za fosforylacje wielu bialek zwigzanych z regulacja kluczowych procesow takich jak:
transkrypcja, proliferacja czy apoptoza komorki. Kinaza ta jest tez kluczowym biatkiem
efektorowym szlakoéw zaleznych od pobudzenia receptorow dla S1P — produktu syntezy
Sphk1. Wszystkie izoformy kinazy Akt (Akl, Akt2 i Akt3) wymagaja aktywacji poprzez
fosforylacjg reszt seryny w pozycji 473 w C-terminalnej domenie regulatorowej. Zbadano
poziom fosforylacji kinazy Akt (Ser 473) w warunkach inhibicji Sphkl. Stwierdzono,
ze 24-godzinna inkubacja komoérek SH-SYS5Y z SKI Il (5 uM) powoduje obnizenie
poziomu fosforylacji kinazy Akt na Ser 473. Poziom immunoreaktywnosci catkowitej
kinazy Akt nie ulega zmianie w warunkach inkubacji z SKI Il. Stosunek formy
ufosforylowanej do catkowitej (pAkt/Akt) ulega znamiennemu obnizeniu W Stresie
wywotanym SKI I, przyczyniajac si¢ tym samym do zahamowania aktywnosci tej kinazy
(Rycina 11.).
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Rycina 11. Poziom immunoreaktywnosci kinazy Akt ufosforylowanej na Ser 473
w warunkach inhibicji Sphk1.

Komorki SH-SY5Y inkubowane byly 24 godz. z 5 uM SKI Il. Immunoreaktywnosé kinazy
Akt badano metodg Western blot w homogenacie komorkowym. Wykres przedstawia
wynik analizy densytometrycznej, przedstawiony jako iloraz pAkt (Ser 473) do GAPDH
(A), Akt do GAPDH (B) oraz pAkt (Ser 473)/Akt (C), ktory stanowi Srednig arytmetyczng
z trzech niezaleznych doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
test t-Studenta. *p<0,05- rdzZnica istotna statystycznie w stosunku do komorek
kontrolnych (inkubowanych bez SKI 11, ale w tych samych warunkach).Obok wykresu
zamieszczono reprezentacyjny wynik Western blot.

2.6) Analiza zmian molekularnych, znamiennych dla procesu apoptozy
w komorkach SH-SY5Y traktowanych SKI 1l i MPP+

Dotychczasowe wyniki wykazaly $mier¢ komoérek na drodze apoptozy
w warunkach stresu oksydacyjnego, wywolanego zarowno MPP+, jak i inhibicjg Sphk1.
Postawiono zatem pytanie: Czy w mechanizmie obumierania komoérek SH-SY5Y
wywolanym MPP+ oraz SKI Il zachodza te same zmiany molekularne. Kluczows role
regulacyjng w procesie przezycia/$mierci komorki petnig biatka z rodziny Bel-2. Zbadano
zatem wplyw SKI Il i MPP+ na ekspresje dwoch pro-apoptotycznych biatek z rodziny
Bcl-2: Harakiri (Hrk, gen kodujacy hrk) oraz biatka Bax (gen kodujacy bax). Bax
reprezentuje podrodzing biatek efektorowych apoptozy, ktére uwolnione z komplekséw
z biatkami anty-apoptotycznymi Bcl-2, zwickszaja przepuszczalno$é zewngtrznej blony
mitochondrialnej dla pro-apoptotycznych biatek m.in. cytochromu c. Hrk nalezy do
podrodziny ,,BH3-only”, ktorych podstawowa funkcja jest indukcja apoptozy poprzez
wypieranie bialek efektorowych typu Bax z kompleksow z biatkami anty-
apoptotycznymi. Wybor biatka Hrk podyktowany byt faktem, ze komorki uktadu

nerwowego w odpowiedzi na niski poziom NGF, wykazuja wysoka ekspresj¢ tego biatka.
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Ekspresja obydwu biatek (bax i hrk) regulowana jest glownie na poziomie transkrypcji.
Analiza PCR w czasie rzeczywistym wykazata wzrost poziomu mRNA obydwu biatek
pro-apoptotycznych w warunkach 12-godzinnej inkubacji komorek SH-SY5Y z 5 uM
SKI'11'i 3 mM MPP+, przy czym wyzszy poziom mRNA w przypadku obydwu stresoréw
stwierdzono dla hrk. SKI Il trzykrotnie zwigksza poziom mRNA hrk, podczas gdy mRNA
bax wzrasta do 130 % wartosci kontrolnej (Rycina 12A.). W przypadku stresu
wywolanego MPP+ ekspresja bax 1 hrk zwigksza si¢ odpowiednio dwukrotnie
I trzykrotnie w stosunku do komérek kontrolnych (Rycina 12B.).
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Rycina 12. Poziom mRNA genéw pro-apoptotycznych bialek z rodziny Bcl-2 (bax i hrk)
w komorkach SH-SY5Y w warunkach farmakologicznej inhibicji Sphkl oraz stresu
wywolanego MPP+.

Komorki SH-SY5Y inkubowane byly przez 12 godz. z 5 uM SKI Il (A) lub 3 mM MPP+
(B). Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji genéw badany metodg PCR w czasie
rzeczywistym. Wynik normalizowany wzgledem p-aktyny (actb) stanowi srednig
arytmetyczng z czerech niezaleznych doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej
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wynikow zastosowano test t-Studenta. *p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001- roznica istotna
statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych (inkubowanych bez SKI 11 i MPP+, ale
w tych samych warunkach).

Wzrost ekspresji powyzszych biatek sugerowaé moze wzrost przepuszczalnosci
btony mitochondrialnej dla cytochromu c, ktorego translokacja z mitochondrium do
cytozolu jest istotnym markerem apoptozy. Zbadano poziom immunoreaktywno$ci
cytochromu ¢ w zgrubnej frakcji mitochondrialnej w komorkach SH-SY5Y poddanych
24-godzinnej inkubacji z SKI 11 (5 uM) i MPP+ (3 mM). Analiza Western blot wykazata
pieciokrotne i dwukrotne wzgledem poziomu kontrolnego obnizenie immuno-
reaktywno$ci cytochromu c¢ we frakcji mitochondrialnej odpowiednio w warunkach
hamowania aktywnosci Sphk1 i stresu wywolanego MPP+ (Rycina 13.).
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Rycina 13. Poziom immunoreaktywnosci cytochromu ¢ w zgrubnej frakcji
mitochondrialnej komdrek SH-SY5Y w warunkach inhibicji Sphkl oraz stresu
wywolanego MPP+.

Komorki SH-SY5Y inkubowane byly 24 godz. z 5 uM SKI 11 (A) lub 3 mM MPP+(B).

Immunoreaktywnos¢ cytochromu ¢ badano metodg Western blot W W zgrubnej frakcji

mitochondrialnej. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej

wzgledem [-aktyny (actb), stanowigcy srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych

doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test-t Studenta.
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*p<0,05 ***p<0,001- roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych
(inkubowanych bez MPP+ lub SKI 11, ale w tych samych warunkach). Obok wykresu
zamieszczono reprezentacyjny wynik Western blot.

Kolejno zbadano poziom immunoreaktywnosci jadrowego enzymu polimerazy
poli(ADP-rybozy) PARP-1, o masie czgsteczkowej 113 kDa z rdwnoczesnym poziomem
immunoreaktywnosci jej fragmentu o cigzarze 89 kDa. W przebiegu apoptozy PARP-1
jest substratem dla wykonawczej kaspazy-3. W domenie lokalizacji jadrowej PARP-1
znajduje si¢ sekwencja aminokwasowa DEVD, ktora stanowi miejsce cigcia dla tej
kaspazy. Powstaly fragment o masie czgsteczkowej 89 kDa uznawany jest za marker
apoptotycznej $mierci komorki. W niniejszej pracy wykazano, ze zardwno stres
wywolany MPP+, jak i farmakologiczna inhibicja Sphkl, powoduja obnizenie
immunoreaktywno$ci PARP-1 (113 kDa) oraz jednoczesny wzrost immunoreaktywnosci
fragmentu o cigzarze 89 kDa, co wskazywa¢ moze na degradacj¢ polimerazy PARP-1.
Laczne zastosowanie obydwu zwigzkéw (3 mM MMP+ i 5 uM SKI II) prowadzi do
silniejszego wzrostu poziomu immunoreaktywnosci fragmentu 89 kDa, ktoremu
towarzyszy obnizenie catkowitej PARP-1, ktorej poziom jest w tych warunkach niemal

niewykrywalny (Rycina 14.).
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Rycina 14. Poziom immunoreaktywnosci PARP-1 (113 kDa) oraz jej fragmentu o
cigtarze 89 kDa w warunkach inhibicji Sphkl i stresu wywolanego MPP+ w
komorkach SH-SY5Y.
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Komorki SH-SY5Y inkubowane byly 24 godz. z MPP+(3 mM), SKI Il (5 uM) lub
obydwoma zwigzkami jednoczesnie. Immunoreaktywnos¢ PARP-1 badano metodg
Western blot w homogenacie komorkowym. Wykres przedstawia wynik analizy
densytometrycznej stanowiqgcy iloraz immunoreaktywnosci formy catkowitej (113 kDa) do
fragmentu o ciezarze 89 kDa, ktory stanowi sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych
doswiadczen = SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq
analize wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa,
***p<0,001 — roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych
(inkubowanych bez MPP+ lub SKI II, ale w tych samych warunkach).Obok wykresu
zamieszczono reprezentacyjny wynik Western blot.

3) Zbadanie roli egzogennego sfingozyno-1-fosforanu (S1P)
w stresie oksydacyjnym wywolanym MPP+

3.1) Analiza wplywu egzogennego S1P na poziom stresu oksydacyjnego
oraz zZywotnos¢ komorek SH-SY5Y poddanych dziataniu MPP+

W  modelu neurotoksycznego dzialania MPP+ zbadano role produktu
enzymatycznej reakcji Sphkl — egzogennego sfingozyno-1-fosforanu (S1P). S1P
dodawano do komodrek na godzing przed potraktowaniem ich MPP+. Wykazano,
ze egzogenny S1P w stezeniu 1 pM ma znamienne dziatanie antyoksydacyjne, wyrazone
jako dwukrotne obnizenie poziomu WR w komoérkach SH-SY5Y traktowanych 24 godz.
3 mM MPP+ (Rycina 15A.). Kolejno analiza zywotnosci komorek metodg testu MTT
wykazata znamienny Kkilkunastoprocentowy wzrost zywotnosci komorek SH-SY5Y
traktowanych MPP+, poddanych pre-inkubacji z S1P (1 uM) (Rycina 15B.).
Zastosowanie wyzszych stezen S1P nie wplywalo na wzrost liczby aktywnych
metabolicznie komorek, mierzonej testem MTT. St¢zenie 1 puM bylo najnizszym
efektywnym stezeniem, ktére zwickszalo w sposob znamienny zywotno$¢ komorek,
traktowanych ~ MPP+.  Jest ono jednocze$niec  st¢zeniem  poréOwnywanym

do fizjologicznego w tkankach OUN.
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Rycina 15. Wplyw S1P na poziom wolnych rodnikéw (A) oraz Zywotnos¢ komdorek SH-
SY5Y (B) w warunkach stresu oksydacyjrego wywolanego dziataniem MPP+.

Komorki SH-SY5Y poddawane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z S1P (1 uM), a nastepnie
traktowane MPP+(3 mM) przez 24 godz. Kazdy wyniki stanowi Sredniq arytmetyczng
z trzech niezaleznych doswiadczen W czerech do szesciu powtorzen £ SEM. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA,
a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana- Keulsa, ***p<0,001 — rdznica
istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych (inkubowanych bez MPP+, ale
w tych samych warunkach), ##p<0,01 ###p<0,001 — rdznica istotna statystycznie
w stosunku do komorek traktowanych MPP+.

3.2) Wplyw SIP na ekspresje Sphkl oraz biatek pro-apoptotycznych
z rodziny Bcl-2

W kolejnym etapie zbadano, czy za mechanizm protekcyjnego dziatania
egzogennego S1P moze odpowiada¢ jego wptyw na poziom ekspresji Sphkl, ktora ulega
obnizeniu w warunkach stresu wywotanego MPP+. Wykazano, ze S1P (1 uM) znaczaco
podwyzsza poziom mRNA sphkl w warunkach 3 i 12-godzinnej inkubacji z 3 mM MPP+
oraz immunoreaktywno$¢ biatka w warunkach 24-godzinnej inkubacji z MPP+.
Jednocze$nie poziom mRNA sphkl mierzony w kontrolnych komorkach traktowanych

samym S1P w czasie 12 godz. ulega znamiennemu obnizeniu (Rycina 16.).
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Rycina 16. Wplyw S1P na ekspresje genu i immunoreaktywnosé¢ Sphkl w warunkach
stresu oksydacyjnego wywolanego dziataniem MPP+.

Komorki SH-SY5Y poddane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z S1P (I uM), a nastepnie
traktowane MPP+ (3 mM) przez 3, 12 godz. (A) i 24 godz (B). Poziom ekspresji genu
sphkl badano metodg PCR w czasie rzeczywistym i nOrmalizowano wzgledem [-aktyny
(actb) (A). Immunoreaktywnosé Sphkl badano metodg Western blot w homogenacie
komorkowym. Wykres przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej
wzgledem GAPDH (B).Kazdy wynik stanowi Sredniq arytmetyczng z czerech niezaleznych
doswiadczen + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg
analize wariancji ANOVA, a nastgpnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa,
*p<0,05, ***p<0,001- roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych
(inkubowanych bez MPP+, ale w tych samych warunkach), ##p<0,01- réznica istotna
statystycznie w stosunku do komorek traktowanych MPP+. Ponizej Wykresu zamieszczono
reprezentacyjny wynik Western blot.

W kolejnym etapie wykazano, ze egzogenny S1P (1 puM) znamiennie obniza

poziom mRNA pro-apoptotycznych biatek bax i hrk w warunkach 24-godzinnej inkubacji
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z 3 mM MPP+ (Rycina 17 A,B.). Znacznie silniej wyrazone jest hamowanie ekspresji
biatka Bax, ktora maleje trzykrotnie w stosunku do ekspresji w komorkach traktowanych
MPP+. Ponadto inkubacja komorek z samym S1P prowadzi do znamiennego obnizenia
ckspresji biatka Bax w stosunku do komodrek kontrolnych. Niespodziewanie,
w warunkach stresu wywotanego MPP+ w komoérkach SH-SY5Y podwyzszeniu ulega
poziom ekspresji anty-apoptotycznego biatka Bcl-2, co jest jednak zgodne z licznymi
danymi literaturowymi i prawdopodobnie wskazuje na mechanizm kompensacyjny
w odpowiedzi na oksydacyjne uszkodzenia. Pre-inkubacja komorek z S1P (1 uM) obniza
poziom ekspresji Bcl-2. Stosunek bax/bcl2, ktory uznawany jest za lepsze kryterium
prognostyczne potencjatu apoptogennego komorki niz ekspresja poszczegolnych biatek,
ulega obnizeniu w komorkach pre-inkubowanych z S1P (bax/bcl2 = 0,35) w stosunku do
komorek traktowanych samym MPP+ (bax/bcl2 = 0,58) (Rycina 17C.).
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Rycina 17. Wplyw S1P na ekspresje genow bialek 7 rodziny Bcl-2: pro-apoptotycznych
(bax i hrk) oraz anty-apoptotycznych (blc2) w warunkach stresu oksydacyjnego
wywolanego dzialaniem MPP+.
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Komorki SH-SYSY poddane byly I godzinnej pre-inkubacji z S1P (1 uM), a nastgpnie
traktowane MPP+ (3 mM) przez 12 godz. Wykresy przedstawiajq poziom ekspresji genow
badany metodq PCR w czasie rzeczywistym. Wynik normalizowany wzgledem [-aktyny
(actb) stanowi Srednig arytmetyczng z czerech niezaleznych doswiadczen = SEM. Do
oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA,
a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01, ***p<0,001-
roznica istotna statystycznie w stosunku do komodrek kontrolnych (inkubowanych bez
MPP+, ale w tych samych warunkach), #p<0,05 ###p<0,001- roznica istotna
statystycznie w stosunku do komaorek traktowanych MPP+.

3.3) Identyfikacja apoptozy w obecnosci SIP w warunkach stresu
oksydacyjnego wywotanego dzialaniem MPP+

Kontynuacja badania zywotnosci komorek SH-SYS5Y byla wizualizacja jader
komérkowych z uzyciem barwnika Hoechst 33342 oraz ich analiza pod katem cech
apoptotycznych w mikroskopie fluorescencyjnym (Rycina 18). Zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla procesu apoptozy, takie jak kondensacja i fragmentacja
chromatyny, czy tworzenie cialek apoptotycznych, wystepowaly licznie w obrazie
komorek SH-SY5Y traktowanych MPP+(3 mM). W warunkach pre-inkubacji z S1P
(1 uM) cechy znamienne dla procesu apoptozy byly znacznie rzadziej obserwowane.
Ponadto zageszczenie komoérek w polu widzenia bylo wyzsze w przypadku uktadu
badawczego traktowanego S1P i MPP+ w stosunku do uktadu MPP+. Wyliczono procent
apoptozy dla kazdego z uktadéw badawczych. Analiza wykazala, ze egzogenny S1P
(1 uM) zmniejsza o ponad potowe liczbe komodrek apoptotycznych w warunkach

inkubacji z MPP+ (Rycina 18.).

S1P/MPP+ S1P
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Rycina 18. Wplyw SIP na proces apoptozy w warunkach 24-godzinnej inkubacji
Z MPP+.

Komorki SH-SYS5Y poddawane byty 1 godzinnej pre-inkubacji z S1IP (1uM), a nastepnie
traktowane MPP+ (3 mM). Po 24 godz. ekspozycji komorek SH-SY5Y wykonano
barwienie sondq fluorescencyjng Hoechst 33342. Wyliczenia procentu apoptozy
dokonano na podstawie zdjeé z trzech niezaleznych doswiadczen, gdzie dla kazdego
uktadu badawczego wykonano cztery powtorzenia, ktore obserwowanego w pieciu polach
widzenia. Procent apoptozy w populacji oznacza procent liczby komdrek o cechach
apoptotycznych w catej populacji danego uktadu badawczego. Kazdy wynik stanowi
Sredniqg arytmetyczng + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych
Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do komorek
kontrolnych (inkubowanych bez MPP+, ale w tych samych warunkach), ###p<0,001 —
roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych MPP+.

4) Weryfikacja receptorowego dzialania egzogennego S1P

4.1) Analiza wplywu agonistow, w tym fingolimodu (FTY720) i antagonistow
receptorow dla S1P na zywotnosé¢ komorek SH-SY5Y traktowanych MPP+

Jak wyjasniono we wstepie, S1P dziata¢ moze zar6wno jako wewnatrzkomorkowy
przekaznik drugiego rzedu, jak i jako pierwszorzgdowy przekaznik za posrednictwem
pigciu blonowych receptorow sprzezonych z biatkami G. W badanym modelu
neurotoksycznego dziatania toksyny MPP+ zastosowano egzogenny S1P, ktory wywierat
efekt pro-zyciowy, co sugeruje receptorowy mechanizm dziatania. W celu jego
zweryfikowania zastosowano specyficznych agonistow trzech receptorow: SI1PRI,
S1PR2 oraz S1PR3, wykazujacych najwyzsza ekspresje w komodrkach nerwowych.
Analiza zywotnosci komorek wykazata, ze jedynie pre-inkubacja komorek z agonistg
receptora pierwszego: SEW2871 (10 uM) zwieksza zywotno$¢ komorek traktowanych

MPP+, wskazujac na udziat szlakow przekaznictwa zaleznych od tego receptora. W celu
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potwierdzenia tej hipotezy zastosowano antagonistow receptorow S1P: S1IPR1 - W123,
S1PR2 — JTE-013 oraz S1PR3 i S1IPR1 — VPC23019. Wykazano, ze jedynie W123 (20
uM) znosit protekcyjne dziatanie SIP w warunkach stresu wywotanego MPP+. Analiza
zywotnosci komorek wykazata rowniez, ze w stresie oksydacyjnym wywotanym MPP+
neuroprotekcyjny efekt wywiera ufosforylowany fingolimod (FTY720-P), ktory jest
analogiem S1P i agonistg czterech receptorow S1P (S1PR1, S1IPR3, S1PR4 i S1PR5).
FTY720-P zostal zastosowany w bardzo niskim st¢zeniu (100 pM), ktore jest 10 tys. razy

nizsze niz stosowane st¢zenie S1P (1 uM) (Rycina 19.).
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Rycina 19. Dzialanie SI1P oraz agonistow i antagonistow receptoréw dla SIP na
Zywotnos¢ komorek SH-SYSY w warunkach stresu wywolanego dziataniem MPP+ przez
24 godz.

W doswiadczeniach zastosowano: SIP (luM), SEW2871 (10 uM) - agoniste S1PR1,
FTY720-P (100 pM) - agoniste S1PR1,S1PR3,S1PR4 i S1PR5, W123 (20 uM) -
antagoniste S1IPR1, JTE-013 (1 uM) — antagoniste S1PR2 oraz VPC23019 (1 uM) -
antagonistg SIPR1 i SIPR3. Dane zwigzki dodawano na 1 godz. przed podaniem MPP+
(3 mM). Zywotnosé¢ metodq testu MTT mierzono po 24-godzinnej inkubacji z MPP+.
Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetyczng z czerech niezaleznych doswiadczen + SEM.
Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji
ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 —
roznica istotna statystycznie w stosunku do komodrek kontrolnych (inkubowanych bez
MPP+, ale w tych samych warunkach), ##p<0,01- roznica istotna statystycznie
w stosunku do komorek traktowanych MPP+, $p<0,05- roznica istotna statystycznie
w stosunku do komorek traktowanych S1P i MPP+.
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4.2) Poziom ekspresji receptora SIPR1 w warunkach inkubacji z MPP+

Analiza ekspresji SIPR1 (nazwa genu slpl) wykazala, ze w warunkach stresu
wywotanego dzialaniem MPP+ poziom mRNA receptora pierwszego nie ulega zmianie,
natomiast inkubacja komorek z samym S1P (1 uM) zwigksza poziom MRNA slpl
powyzej poziomu kontroli (Rycina 20.). Wyniki wskazuja zatem na istotng rolg receptora
S1PR1 w mechanizmie dziatania S1P.
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Rycina 20. Wplyw egzogennego SIP na poziom ekspresji s1Ipl w warunkach stresu
wywolanego MPP+.

Komérki SH-SY5Y poddane byly 1 godzinnej pre-inkubacji z S1P (1uM), a nastepnie
traktowane MPP+(3 mM) przez 3 godz. Wykresy przedstawiajg poziom ekspresji genow
badany metodg PCR w czasie rzeczywistym, a wynik normalizowany jest wzgledem [-
aktyny (actb). Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetyczng z czerech niezaleznych
doswiadczen = SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq
analize wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa,
**p<0,01- roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych
(inkubowanych bez MPP+, ale w tych samych warunkach).

4.3) Porownanie wplywu S1P oraz inhibitora kaspaz na Zywotnosé¢ komorek
SH-SY5Y traktowanych MPP+

Wiyniki, ktére wykazaty uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriow (Rycina 13B.)
oraz wzrost poziomu immunoreaktywnosci cigtego fragmentu polimerazy PARP-1 (89
kDa) (Rycina 14.), jak rowniez obraz komorek traktowanych MPP+ w mikroskopie
fluorescencyjnym (Rycina 4C.) wskazywa¢ mogg na apoptotyczng $mier¢ komorek
zalezng od kaspaz. Zbadano zatem czy zastosowanie inhibitora wykonawczej kaspazy-3
(Z-DEVD-FMK, 100 pM) zahamuje obnizenie zywotnosci komorek SH-SY5Y

traktowanych MPP+. Jako pozytywna kontrolg zastosowano staurosporyne¢ (STS, 1 uM),
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ktora aktywuje kaspaze-3 1 prowadzi do cigcia PARP-1. Stwierdzono, ze inhibitor
kaspazy-3 istotnic zwigksza zywotno$¢ komoérek SH-SYS5Y inkubowanych z MPP+,
jednak w stopniu nizszym niz S1P (1 pM) oraz jego analog FTY720-P (100pM).
Zywotno$¢ komorek wzrasta natomiast porownywalnie do SIP po zastosowaniu
inhibitora NADPH oksydazy - apocyniny (Apoc., 0,5 mM), co sugerowa¢ moze istotna

role stresu oksydacyjnego w $mierci indukowanej MPP+ (Rycina 21.).
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Rycina 21. Wplyw inhibitora kaspazy-3 (Z-DEVD-FMK) i inhibitora NADPH oksydazy
- apocyniny na Zywotnosé komorek SH-SY5Y W Warunkach stresu wywotanego MPP+.

Komérki SH-SY5Y poddawane byly 2-godzinnej pre-inkubacji z inhibitorem kaspazy-3
(Z-DEVD-FMK, 100 uM), 1-godzinnej pre-inkubacji z SIP (I uM), apocyning (0,5 mM),
a nastepnie traktowane MPP+ (3 mM) lub STS (I uM). Zywotnos¢ metodg testu MTT
mierzono po 24-godzinnej inkubacji z MPP+ lub STS. Kazdy wynik stanowi srednig
arytmetyczng + SEM z pieciu niezaleznych doswiadczenn w  czterech-szesciu
powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg analize
wariancji ANOVA, a nastgpnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa,
***p<0,001 — roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek kontrolnych
(inkubowanych bez MPP+, ale w tych samych warunkach), # p<0,05 ### p<0,001 —
roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych MPP+,$ p<0,05.
roznica istotna statystycznie w stosunku do komorek traktowanych STS.

5) Zywotnos¢ komorek SH-SY5Y poddanych pre-inkubacji
z pramipeksolem (PPX) w warunkach stresu wywotanego MPP+

W oparciu o powyzsza analiz¢ zywotnosci do kolejnego etapu badan in vivo
wybrano FTY720-P. Zwiagzek podano w formie pozbawionej reszty fosforanowej
-94 -



Wyniki

(FTY720), zdolnej przenika¢ barier¢ krew-mozg. Jego wplyw na wybrane szlaki
metaboliczne oraz aktywno$¢ motoryczng zwierzat porownano ze znanym lekiem
powszechnie stosowanym w terapii ChP: pramipeksolem (PPX). PPX jest agonista
receptorow dopaminergicznych D2/D3. Zostal on wybrany ze wzgledu na wiasciwosci
neuroprotekcyjne, wywierane zaréwno na drodze zaleznej, jak 1 niezaleznej od
receptoréw dopaminergicznych. Badania in vivo poprzedzono analizg zywotnosci, ktora
potwierdzita protekcyjny efekt PPX, zalezny od stezenia zwigzku (Rycina 22.).
Procedura  traktowania  komoérek  PPX  przebiegala zgodnie z  opisang
w publikacjach (Kitamura i wsp. 1998; Presgraves i wsp. 2004; Joyce i wsp. 2003).
Komoérki SH-SY5Y poddano 72-godzinnej pre-inkubacji z PPX, a nastgpnic medium
zmieniono na medium z MPP+ (1 mM). Wynik odczytywano po 72 godzinach od
dodania MPP+.
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Rycina 22. Wplyw PPX na Zywotnos¢ komorek SH-SYS5Y w warunkach stresu
wywolanego MPP+.

Komorki SH-SY5Y poddawane byty 72-godzinnej pre-inkubacji z (50-3000) uM PPX.
Nastepnie po 72 godz. komorki przeptukano medium i poddano inkubacji z MPP+
(ImM). Wynik odczytano po 72 godz. Kazdy wynik stanowi sredniq arytmetyczng + SEM
z trzech niezaleznych doswiadczen w szesciu powtorzeniach. Do oceny statyStycznej
wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test
porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 — rdznica istotna statystycznie
w stosunku do komorek kontrolnych (inkubowanych bez MPP+, ale w tych samych
warunkach), ### p<0,001 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do komdrek
traktowanych MPP+.
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Badania in vivo

1) Wplyw FTY720 na poziom immunoreaktywnosci hydroksylazy
tyrozynowej (TH-IR) w prgikowiu i srodmozgowiu myszy poddanych
dziataniu MPTP. Poréwnanie 7 PPX

Stopien uszkodzenia §rodmézgowia (Sr) oraz prazkowia (Pr) myszy w modelu
ChP, a takze wlasciwosci neuroprotekcyjne FTY720 analizowano poprzez zbadanie
poziomu immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej (ang. tyrosine hydroxylase
immunoreactivity, TH-IR) w prazkowiu oraz srédmézgowiu myszy poddanych dziataniu
neurotoksyny MPTP. Poziom TH-immunopozytywnych cial neuronow w §rodmoézgowiu
oraz zakonczen aksonalnych w prazkowiu zwierzat poddanych dzialaniu MPTP jest
uznanym w literaturze markerem stopnia uszkodzenia powyzszych struktur. Wykazano,
ze TH-IR w prazkowiu po podaniu MPTP ulega obnizeniu do okolo 35% wartoSci
kontrolnej, co wskazuje na znaczne uszkodzenie neurondéw prazkowia. Jednocze$nie
wykazano, ze FTY720 w stopniu znamiennym zwigeksza TH-IR w prazkowiu myszy do
90% wartosci kontrolnej, co wskazywa¢ moze na wlasciwosci neuroprotekcyjne tego
zwigzku. Dla porownania poziom TH-IR po podaniu PPX stanowi okoto 80 % wartosci
kontrolnej (Rycina 23.). W $rodmoézgowiu myszy z grupy MPTP odnotowano takze

obnizenie wartosci TH-IR jednak nie byto ono znamienne statystycznie.
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Rycina 23. Wplyw FTY720 i PPX na TH-IR w srédmozgowiu i prgikowiu myszy
poddanych dziataniu MPTP.
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Grupa 8 myszy, ktorym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kg), 6 myszy
kontrolnych (0,9 % NaCl), po 6 poddanych dziataniu PPX (1 mg/kg) lub FTY720 (1
mg/kg) oraz MPTP zostala zdekapitowana po 15 dniach. Wykresy przedstawiajg wynik
analizy densytometrycznej TH normalizowanej wzgledem f-aktyny wykonanej w trzech
powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowg analize
wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa,
***p<0,001 - réznica istotna statystycznie W stosunku do myszy kontrolnych, ## p<0,01
### p<0,001 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do myszy, ktorym podano MPTP.
Nie stwierdzono istotnej roznicy immunoreaktywnosci miedzy grupg kontrolg (0,9 %
NaCl) a kontrolg lekowg (PPX [ub FTY720). Ponizej wykresu zamieszczono
reprezentacyjny wynik Western blot.

2) Aktywnoscé/ekspresja Sphkl w prgikowiu i sSrodmozgowiu myszy
poddanych dziataniu MPTP. Wplyw FTY720 i PPX

W kolejnym etapie badan w zwierzgcym modelu ChP zweryfikowano kluczowe
wyniki uzyskane in vitro, wskazujace na obnizong ekspresje/aktywnos¢ kinaz sfingozyny
1 (Sphkl) w stresie oksydacyjnym wywolanym dziataniem MPP+. W pierwsze]
kolejnosci metodg spektrofluorymetryczng oznaczono aktywnos$¢ izoformy Sphkl
w prazkowiu i $rodmoézgowiu. Wykazano obnizong aktywno$¢ Sphkl w $§rodmozgowiu
myszy poddanych dziataniu neurotoksyny MPTP w poréwnaniu do myszy kontrolnych,
co stanowi potwierdzenie wynikow uzyskanych w modelu komérkowym. Hamujacy
wpltyw MPTP na aktywno$¢ Sphkl znositlo podanie PPX. Nie stwierdzono zmian
w aktywnosci Sphkl w pragzkowiu myszy poddanych dziataniu MPTP (Rycina 24.).

40-
HH#H K
T Em VPTP
i T PPX/MPTP
74 FTY720/MPTP

X)
s

aktywnos¢ Sphk1
fluorescencja (a.u.) *10°
>

o

Rycina 24. Wplyw FTY720 i PPX na poziom aktywnosci Sphkl w srédmozgowiu
i prazkowiu myszy poddanych dziataniu MPTP.

Grupa 8 myszy, ktérym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kg), 6 myszy
kontrolnych (0,9 % NaCl), po 6 poddanych dziataniu PPX (1 mg/kg) lub FTY720 (I
mg/kg) oraz MPTP zostala zdekapitowana po 15 dniach. Wykresy przedstawiajg pomiar
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aktywnosci  Sphkl wykonany metodg pomiaru fluorescencji NBD-S1P w trzech
powtorzeniach. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize
wariancji ANOVA, a nastegpnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, *p<0,05
— roznica istotna statystycznie w stosunku do myszy kontrolnych (0,9 % NaCl), ###
p<0,001 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do myszy, ktorym podano MPTP. Nie
stwierdzono istotnej roznicy aktywnosci Sphkl miedzy grupg kontrolg (0,9 % NaCl)
a kontrolg lekowg (PPX lub FTY720).

W dalszym etapie analiza ekspresji genu/poziomu immunoreaktywnosci Sphkl
wykazata obnizenie poziomu mRNA i immunoreaktywnosci Sphkl w $rodmoézgowiu
myszy, ktorym podano MPTP (Rycina 25 A,B.). Podanie FTY720 i PPX nie znosilo
calkowicie dziatania MPTP, ale znamiennie zwigkszalo poziom mRNA sphkl. Réwniez
poziom immunoreaktywnosci biatka wzrastal dwukrotnie po podaniu PPX, w stosunku do
MPTP. Podanie FTY720 nie znosilo hamujacego dziatania MPTP na poziom
immunoreaktywnosci Sphkl. W prazkowiu myszy poddanych dziataniu MPTP poziom
biatka Sphk1 nie ulegat zmianie. Odnotowano jednak wzrost immunoreaktywnosci Sphkl
po podaniu PPX i FTY720 facznie z MPTP w stosunku do myszy kontrolnych.
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Rycina 25. Wplyw FTY720 i PPX na poziom mRNA sphkl i immunoreaktywnosci
Sphkl w srédmozgowiu i prgzkowiu myszy poddanych dziataniu MPTP.

Grupa 8 myszy, ktorym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kg), 6 myszy
kontrolnych (0,9 % NaCl), po 6 poddanych dziataniu PPX (1 mg/kg) lub FTY720
(1 mg/kg) oraz MPTP zostala zdekapitowana po 15 dniach. Wykresy przedstawiajg
pomiar poziomu mMRNA sphkl (A) oraz wynik analizy densytometrycznej Sphkl (B)
normalizowane wzgledem p-aktyny, wykonane w trzech powtérzeniach. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA,
a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, *p<0,05 **p<0,01
***p<0,001 — roznica istotna statystycznie w stosunku do myszy kontrolnych (0,9 %
NaCl), #p<0,05 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do myszy, ktérym podano
MPTP. Nie stwierdzono istotnej rozmicy immunoreaktywnosci miedzy grupq kontrolg
(0,9 % NaCl) a kontrolg lekowg (PPX lub FTY720). Ponizej WyKresu zamieszczono
reprezentacyjny wynik Western blot.

Obnizong aktywno$¢ i ckspresje Sphkl, a tym samym obnizong synteze SIP
zaobserwowano zarowno w komérkowym, jak 1 zwierzgcym modelu ChP, co wskazuje

na istotng role Sphk1/S1P w mechanizmie $mierci komorek nerwowych w przebiegu
Chp.

3) Badanie poziomu fosforylacji/aktywnosci kinazy Akt i wybranych zmian
molekularnych w prgikowiu i srodmozgowiu myszy poddanych dziataniu
FTY720 w modelu ChP. Poréwnanie z efektem PPX

Jak zaznaczono we wstepie, kinaza Akt odpowiedzialna za fosforylacje wielu

biatek zwigzanych z regulacja m.in. transkrypcji 1 proliferacji komorek jest bardzo
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waznym pro-zyciowym bialkiem efektorowym szlaku zaleznego od pobudzenia
receptoréw dla S1P. Zbadano poziom fosforylacji na serynie 473 (Ser 473), a tym samym
aktywnosci kinazy Akt w prazkowiu 1 §roédmozgowiu myszy w powyzszych uktadach
badawczych. Stwierdzono, ze podanie MPTP powoduje obnizenie poziomu fosforylacji
kinazy Akt na Ser 473 (pAkt Ser 473). Poziom immunoreaktywnosci catkowitej kinazy
Akt nie ulega zmianie po podaniu MPTP. Stosunek formy ufosforylowanej do catkowitej
(pAKt/Akt) ulega znamiennemu obnizeniu w prazkowiu i $rédmézgowiu W mysim
modelu ChP. Podanie myszom zaréwno FTY720, jak i PPX zwicksza poziom fosforylacji
kinazy Akt na Ser 473 w prazkowiu i srodmdzgowiu myszy poddanych dootrzewnowej
iniekcji MPTP. Po podaniu PPX i FTY720 stosunek pAkt /B-aktyna znamiennie wzrasta
w porownaniu do MPTP, podobnie jak stosunek pAkt /Akt, przy jednoczesnym
zachowaniu poziomu kontrolnego catkowitej kinazy Akt we wszystkich uktadach
badawczych. Zmiany te $wiadczy¢ mogg o aktywacji kinazy Akt przez badane zwigzki
farmakologiczne (Rycina 26.).
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Rycina 26. Wplyw FTY720 i PPX na poziom immunoreaktywnosci ufosforylowanej
i catkowitej Kinazy Akt w srodmozgowiu i prgikowiu myszy poddanych dziataniu
MPTP.

Grupa 8 myszy, ktorym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kg), 6 myszy
kontrolnych (0,9 % NaCl), po 6 poddanych dziataniu PPX (1 mg/kg) lub FTY720
(1 mg/kg) oraz MPTP zostata zdekapitowana po 15 dniach. \mmunoreaktywnosé kinazy
Akt badano metodg Western blot w prgzkowiu oraz srodmozgowiu myszy. \Wykres
przedstawia wynik analizy densytometrycznej, przedstawiony jako iloraz pAkt (Ser 473)
do p-aktyny (A), Akt do p-aktyny (B) oraz pAkt (Ser 473)/ Akt (C), ktory stanowi srednig
arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen = SEM. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test porownan
wielokrotnych Newmana-Keulsa, *p<0,05 **p<0,01 - rdzZnica istotna statystycznie
w stosunku do myszy kontrolnych,#p<0,05 ##p<0,01 ### p<0,001 — réznica istotna
statystycznie w stosunku do myszy, ktérym podano MPTP. Nie stwierdzono istotnej
roznicy immunoreaktywnosci miedzy grupq kontrolg (0,9 % NaCl) a kontrolg lekowg
(PPX lub FTY720). Ponizej wykresu zamieszczono reprezentacyjny wynik Western blot.

Jednym z biatek efektorowych fosforylowanych przez kinazg Akt jest pro-
apoptotyczne biatko Bad z rodziny Bcl-2. Bialko Bad laczac si¢ z biatkiem anty-
apoptotycznym - Bcl-xL, hamuje zdolnosci Bcl-xL do blokowania uwalniania
cytochromu ¢ z mitochondriow do cytoplazmy. Fosforylacja Bad na Ser 136 przez kinazg
Akt powoduje jego zwigzanie si¢ z biatkiem adaptorowym 14-3-3, sekwestracje
w cytoplazmie, a w konsekwencji zahamowanie pro-apoptotycznego dziatania. Myszy
poddane dootrzewnowe;j iniekcji MPTP wykazuja obnizenie poziomu fosforylacji Bad na
Ser 136 w $§rodmbdzgowiu w porownaniu do zwierzat kontrolnych, co wskazuje na udziat
Bad w molekularnym mechanizmie $mierci neurondéw $rodmozgowia. Po podaniu
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FTY720 zaobserwowano znamienny wzrost fosforylacji biatka Bad w $rodmoézgowiu
myszy poddanych dziataniu MPTP, a tym samym spadek jego pro-apoptotycznych

wilasciwosci (Rycina 27.).
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Rycina 27. Wplyw FTY720 i PPX na pOziom immunoreaktywnosci ufosforylowanego
biatka BAD w srodmaozgowiu i prgZkowiu myszy poddanych dziataniu MPTP.

Grupa 8 myszy, ktorym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kg), 6 myszy
kontrolnych (0,9 % NaCl), po 6 poddanych dziataniu PPX (1 mg/kg) lub FTY720
(1 mg/kg) oraz MPTP zostala zdekapitowana po 15 dniach. Immunoreaktywnosé¢ biatka
BAD badano metodg Western blot w prgzkowiu oraz sSrodmozgowiu myszy. Wykres
przedstawia wynik analizy densytometrycznej, przedstawiony jako iloraz pBAD (Ser136)
do p-aktyny, ktory stanowi sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen +
SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji
ANOVA, a nastepnie test porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, ***p<0,001 -
roznica istotna statystycznie W stosunku do myszy kontrolnych, ### p<0,001 — réznica
istotna statystycznie w stosunku do myszy, ktéorym podano MPTP. Nie stwierdzono
istotnej réznicy immunoreaktywnosci miedzy grupq kontrolg (0,9 % NaCl) a kontrolg
lekowg (PPX lub FTY720). Ponizej wykresu zamieszczono reprezentacyjny wynik Western
blot.

Akt moze regulowac takze transkrypcje wielu biatek. Zbadano poziom ekspresji
pro-apoptotycznych biatek Bax i Hrk w $rodmézgowiu myszy z farmakologicznie
wywotang ChP. Analiza ekspresji wykazata znaczny wzrost MRNA bax w §rodméozgowiu
myszy poddanych dziataniu MPTP. Kolejno wykazano, ze PPX, lecz nie FTY720,
znaczaco obniza poziom mRNA pro-apoptotycznego biatka bax w srodmézgowiu myszy
poddanych dziataniu MPTP. Poziom ekspresji biatka Hrk nie ulegal zmianie

w srodmozgowiu myszy we wszystkich uktadach badawczych (Rycina 28.).
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Rycina 28. Wplyw FTY720 i PPX na poziom mRNA bialek bax i hrk w srédmaozgowiu
myszy poddanych dzialaniu MPTP.

Grupa 8 myszy, ktorym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kg), 6 myszy
kontrolnych (0,9 % NaCl), po 6 poddanych dziataniu PPX (1 mg/kg) lub FTY720
(1 mg/kg) oraz MPTP zostala zdekapitowana po 15 dniach. \Wykresy przedstawiajg
pomiar poziomu mRNA bax i hrk normalizowanych wzgledem p-aktyny, ktory stanowi
Sredniq arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczenn £ SEM. Do oceny statystycznej
wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test
porownan wielokrotnych Newmana-Keulsa, **p<0,01 - rdznica istotna statystycznie
w stosunku do myszy kontrolnych, ## p<0,01 — rdznica istotna statystycznie w stosunku
do myszy, ktorym podano MPTP. Nie stwierdzono istotnej roznicy ekspresji miedzy grupg

kontrolg (0,9 % NaCl) a kontrolg lekowg (PPX lub FTY720).
4) Wptyw PPX i FTY720 na aktywnos¢ ruchowg myszy po podaniu MPTP
4.1) Aktywnos¢ ruchowa myszy mierzona w tescie otwartego pola

Do oceny aktywno$ci motorycznej myszy zastosowano test otwartego pola oraz
test Rotarod. Test otwartego pola zostat wykonany w 11 dniu eksperymentu. W trzech
kolejnych dniach (12, 13 i 14 dniu eksperymentu) wykonano test Rotarod. W tescie
otwartego pola badano aktywnos$¢ lokomotoryczng oraz poziom eksploracji 1 Igku
w warunkach swobodnej lokomocji. W analizowanych parametrach otwartego pola,
jakimi byly catkowity przebyty dystans, liczba wejs¢ do strefy centralnej i catkowity czas
lokomocji, nie wykazano istotnych statystycznie ro6znic migdzy kontrolng grupg
(0,9 % NaCl) a grupa MPTP. Ponizej przedstawiono kinetyk¢ zmian dla trzech

wymienionych parametrow (Rycina 29.).
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Rycina 29. Analiza zmian aktywnosci motorycznej myszy poddanych dzianiu MPTP
w tescie otwartego pola.

Grupa 8 myszy, ktorym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kg) i 8 myszy
kontrolnych (0,9 % NaCl) zostata poddana testowi otwartego pola w 11 dniu
eksperymentu. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano test t-Studenta. Wykresy
przedstawiajq kinetyke zmian trzech parametrow (przebyty dystans, liczba wejs¢ do strefy
centralnej i czas lokomocji) w czasie pietnastu minut.

Poréwnujac grupe kontrolna i kontrolg lekowa (myszy ktorym podano sam PPX
lub FTY720 bez MPTP) nie wykazano istotnych statystycznie réznic w zadnym
z mierzonych parametréw (Rycina 30.).
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Rycina 30. Analiza zmian akeywnosci motorycznej myszy poddanych dzianiu PPX
i FTY720 w tescie otwartego pola.

Grupa 8 myszy kontrolnych (0,9 % NaCl), 8 poddanych dziataniu PPX (1 mg/kg) lub
FTY720 (1 mg/kg) zostala poddana testowi otwartego pola w 11 dniu eksperymentu.
Wykresy przedstawiajq kinetyke zmian trzech parametrow (przebyty dystans, liczba wejs¢
do strefy centralnej i czas lokomocji) w czasie pietnastu minut.

W kilku punktach czasowych wykazano istotne roznice miedzy grupa MPTP,
a zwierzgtami ktore otrzymywaly MPTP facznie z PPX lub FTY720. Przebyty dystans

w minucie 6 i 11 oraz 11, 12 i 13 byt istotnie dluzszy po podaniu odpowiednio PPX
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I FTY720 w stosunku do myszy z grupy MPTP. Zmiana ta nie moze jednak zosta¢ uznana
za znamienng z uwagi na brak réznic w tym parametrze migdzy grupa kontrolng a MPTP.
W parametrach liczby wej$¢ do strefy centralnej i catkowitym czasie lokomocji nie
wykazano istotnych statystycznie réznic miedzy grupga MPTP, a ukladem poddanym
dziataniu FTY720 lub PPX oraz MPTP (Rycina 31.).
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Rycina 31. Wplyw PPX i FTY720 na aktywnos¢ motoryczng myszy poddanych dzianiu
MPTP w tescie otwartego pola.

Grupa 8 myszy, ktorym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kg), 8 poddanych
dziataniu PPX (1 mg/kg) lub FTY720 (1 mg/kg) oraz MPTP zostata poddana testowi
otwartego pola w 12,13 i 14 dniu eksperymentu. Do oceny statystycznej wynikéw
zastosowano test t-Studenta. Wykresy przedstawiajq kinetyke zmian trzech parametrow
(przebyty dystans, liczba wejs¢ do strefy centralnej i czas lokomocji) w czasie pietnastu
minut. *p<0,05 **p<0,01 — rdznica istotna statystycznie danej minucie eksperymentu
w stosunku do myszy poddanych dziataniu MPTP.
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4.2) Aktywnos¢ ruchowa myszy mierzona w tescie Rotarod

W kolejnych trzech dniach eksperymentu (12, 13 i 14 dniu) wykonano test
Rotarod, ktory umozliwia badaniec wymuszonej aktywno$ci motorycznej myszy po jej
umieszczeniu na poziomo zorientowanym, obrotowym cylindrze zawieszonym nad
podioga klatki. Obroty zaprogramowano tak, aby obracat si¢ on z liniowo wzrastajaca
predkoscia od 1 obrotu na minut¢ do 40 obrotow na minut¢ w czasie 300 sekund. Zwierze
staralo si¢ utrzymac¢ na obrotowym cylindrze i unikng¢ upadku na ziemi¢. Automatyczne
czujniki wylaczaty si¢ kiedy zwierzg spadalo z cylindra. W doswiadczeniu liczyt sig
maksymalny czas przebywania zwierz¢cia na precie obrotowym (do momentu upadku).
Kazda mysz zostala poddana 3 probom z 15-minutowym odstgpem miedzy probami.
Eksperyment wykazal, ze obydwa badane zwigzki farmakologiczne (FTY720 1 PPX)
w stopniu porownywalnym zwigkszaty prawie dwukrotnie czas przebywania na walcu
obrotowym myszy poddanych dziataniu toksyny MPTP. Za istotng r6znicg nalezy uznac
jedynie wynik z trzynastego oraz czternastego dnia eksperymentu, Kiedy obnizenie
aktywnosci lokomotorycznej myszy z grupy MPTP w poréwnaniu z grupa kontrolng

w tescie Rotarod bylo istotne statystycznie (Rycina 32.).
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Rycina 32. Wplyw PPX i FTY720 na aktywnos¢ motoryczng myszy poddanych
dzialaniu MPTP w tescie Rotarod.

Grupa 8 myszy, ktorym podano MPTP (w sumarycznej dawce 40 mg/kq), 8 myszy
kontrolnych (0,9 % NaCl), po 6 poddanych dziataniu PPX (1 mg/kg) lub FTY720
(1 mg/kg) oraz po 8 poddanych dziataniu powyziszych zwigzkéw, a nastepnie MPTP
zostata poddana testowi Rotarod w 12,13 i 14 dniu eksperymentu. Do oceny statystycznej
Wynikow zastosowano jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA, a nastepnie test
porownan wielokrotnych dla wybranych par Bonferroni, *p<0,01 - réznica istotna
statystycznie w stosunku do myszy kontrolnych, #p<0,05 ##p<0,01 ###p<0,001 — réznica
istotna statystycznie w stosunku do myszy, ktorym podano MPTP.
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Mimo wieloletnich badan mechanizm $mierci neuronéw w przebiegu ChP
pozostaje niewyjasniony, a jej terapia jest niewystarczajaco skuteczna. W niniejszej pracy
podjeto badania dotyczace znaczenia kinazy sfingozyny (Sphkl), kluczowego enzymu
syntezy sfingozyno-1-fosforanu (S1P), w komoérkowym i zwierzgcym modelu ChP.
W badaniach analizowano udziat Sphk1/S1P w regulacji przezycia/$mierci komorki
w modelu ChP wywotanym MPTP/MPP+, ktory powszechnie stosowany jest jako model
analizy zmian molekularnych obserwowanych w ChP. W rozprawie tej po raz pierwszy
wykazano obnizong ekspresje¢ 1 aktywno$¢ Sphkl oraz stwierdzono jej role
w mechanizmie $mierci komorki w modelu in vivo/in vitro ChP. Ponadto, zbadano
znaczenie aktywacji receptorow dla S1P w mechanizmie neuroprotekcyjnym
w powyzszych warunkach, wskazujac na nowe mozliwosci terapeutyczne ChP.

W  etiopatogenezie $mierci neurondéw w przebiegu ChP uwzgledniane sa
najczesciej: stres oksydacyjny, proces zapalny, ekscytotoksyczno$¢ aminokwasow
pobudzajacych oraz teoria szerzenia si¢ nieprawidlowej konformacji biatek, gtownie
biatka ASN (Olanow i wsp. 2004; Walsh i Selkoe 2016). Mutacje w genie kodujagcym
ASN i inne biatka zaangazowane sg w patomechanizm rodzinnej postaci ChP. Zaréwno
w przypadku sporadycznej, jak i rodzinnej postaci ChP od wielu lat postulowany stres
oksydacyjny moze prowadzi¢c do dysfunkcji mitochondriow oraz $mierci neuronow
(Kieburtz i Wunderle 2013; Trinh i Farrer 2013; Ryan i wsp. 2015). Stres oksydacyjny,
ktory jest wyrazem stanu zachwiania rownowagi miedzy produkcja i eliminacjg WR
moze powodowa¢ uszkodzenia makromolekut biafek, lipidow i DNA oraz zaburzenia
w funkcjonowaniu komorki, prowadzagc w konsekwencji do jej apoptotycznej lub
nekrotycznej $mierci (Sies i Cadenas 1985; Hang i wsp. 2016; Czapski i Strosznajder
2008). W przebiegu ChP na poziomie komérkowym obserwuje si¢ nadmierng produkcje
WR, zaburzenia mitochondrialnego fancucha transportu elektronow i fosforylacji
oksydacyjnej, uszkodzenie = mechanizmow  anty-oksydacyjnych oraz  zmiany
w metabolizmie DA i innych katecholamin (Blesa i wsp. 2015).

W niniejszej rozprawie stres oksydacyjny wywolywano toksyna 1-metylo-4-
fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna (MPTP) oraz jej aktywnym metabolitem 1-metylo-4-
fenylopirydyng (MPP+), ktore stosowano odpowiednio w badaniach in vivo oraz in vitro.
Toksyna MPTP/MPP+ okreslana jest mianem ,,zlotego standardu” modelu ChP, gdyz
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sposrdéd innych farmakologicznych substancji modelowych jej podanie u zwierzat
najpetniej odzwierciedla zmiany patologiczne w mdzgu 0so6b chorych oraz symptomy
ChP (Blesa i Przedborski 2014; Jackson-Lewis i wsp. 2012). MPTP przenika barier¢
krew-mozg 1 w komodrkach glejowych metabolizowana jest z udzialem
monoaminooksydazy (MAO-B) do aktywnej postaci - MPP+, ktora kolejno selektywnie
transportowana jest do neurondéw dopaminergicznych z udzialem transportera dla
dopaminy (DAT) (Hare i wsp. 2013). MPP+ hamuje NADH dehydrogenaze pierwszego
kompleksu tancucha transportu elektrondw i uposledza funkcje mitochondriow (Ramsay
i wsp. 1989), wywolujac stres oksydacyjny i specyficzng oraz powtarzalng degeneracje
neurondw szlaku czarnoprazkowiowego, a w efekcie objawy parkinsonizmu u myszy,
malp a takze u ludzi (Burns i wsp. 1983; Hallman i wsp. 1985; Jackson-Lewis
i Przedborski 2007; Porras i wsp. 2012). MPTP/MPP+ jest zwigzkiem pierwszego
wyboru dla badan nad mechanizmem $mierci komorek nerwowych w przebiegu ChP.
W pierwszej czeSci niniejszych badan wykazano indukcje stresu oksydacyjnego
w komorkach SH-SY5Y, traktowanych MPP+. Toksyne stosowano w st¢zeniu 3 mM
w oparciu o warto$¢ LCso = 2,97 mM, wyznaczong w warunkach 24-godzinnej inkubacji
komorek SH-SYSY z MPP+. W niniejszych badaniach zastosowano nierdéznicowane
komorki SH-SYSY. Proces réznicowania moze wplywac na wrazliwos$¢ linii komorkowe;j
SH-SY5Y na toksyng MPP+. Badania Presgraves i wsp. (2004) oraz Joyce i wsp. (2003),
w ktorych 50% obnizenie zywotnosci komoérek SH-SYSY roznicowanych kwasem
retinowym (RA) zachodzito przy st¢zeniu odpowiednio 100 uM oraz 1 mM, wskazujg na
wieksza wrazliwos¢ komorek roznicowanych na toksycznos¢ MPP+. Roznica ta wynikad
moze z wyzszej ekspresji transportera dopaminy DAT w komdrkach réznicowanych,
ktory jednoczesnie jest preferencyjnym transporterem MPP+ (Xie i wsp. 2010). Z drugiej
strony badania Khwanraj i wsp. (2015) wykazaly, ze toksyna MPP+ osiaga nizsza
warto$¢ LCso (500 uM) w komoérkach nierdznicowanych w poréwnaniu do komorek
roznicowanych RA, gdzie polowa populacji umiera przy stezeniu 1000 uM. Podobnie
badania Cheung i wsp. (2009) wykazaly, ze ro6znicowanie za pomoca RA wyraznie
zwigksza tolerancje na toksyczno$¢ MPP+, na co wskazuje obnizong aktywnos¢ kaspazy-
3 w komorkach roznicowanych, ktora w komodrkach nier6znicowanych wzrasta 1,5 raza
w warunkach inkubacji z 1 mM MPP+. Komorki réznicowane s3 mniej wrazliwe
na toksyczno$¢ MPP+, co wykazano przez obnizong aktywno$¢ dehydrogenazy
mleczanowej (LDH), ktéra jest miarg cytotoksycznosci zwigzku i1 wyzszy procent
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zywotnosci w tescie MTT w stosunku do komorek niezroznicowanych. W przypadku
komorek SH-SYSY réznicowanych mniejsza wrazliwos¢ na toksyczne dziatanie MPP+
moze tlumaczy¢ aktywacja przez RA pro-zyciowego szlaku zaleznego od kinazy Akt, co
stwarza pewne limitacje, jezeli chodzi o badanie procesu apoptozy w warunkach
toksycznosci MPP+ (Cheung i wsp. 2009). RA powoduje rowniez wzrost ekspresji anty-
apoptotycznego biatka Bcl-2 i jednoczesne obnizenie ekspresji pro-apoptotycznego biatka
p53 (Tieu i wsp. 1999). Nier6znicowane komorki SH-SYSY traktowane MPP+ wykazuja
natomiast wyrazne cechy apoptotyczne. Na poziomie molekularnym obserwowany jest
wzrost ekspresji kaspazy-3, biatka p53 oraz stosunku poziomu mRNA biatek pro i anty-
apoptotycznych z rodziny Bcl-2 (bax/blc2) w warunkach stresu wywotanego 500 uM
MPP+. Zjawiska te nie sa obserwowane w komorkach réznicowanych, traktowanych
dwukrotnie wyzsza dawka MPP+ (Khwanraj i wsp. 2015). W przeprowadzonych przez
nas badaniach 24-godzinna inkubacja komoérek SH-SY5Y z 3 mM MPP+ powodowata
zalezny od stezenia wzrost poziomu RFT, co wykazala analiza z wykorzystaniem
wskaznika fluorescencyjnego DCF. Zjawisku temu towarzyszylo obnizenie Zywotnosci
komorek SH-SY5Y, co pozostaje w zgodzie z badaniami in vitro/in vivo
z wykorzystaniem toksyny MPTP/MPP+ (Gaki i Papavassiliou 2014; Hare
i wsp. 2013; Obata i Yamanaka 2001). W zaleznos$ci od dawki/stezenia toksyny oraz
czasu inkubacji, a takze rodzaju komoérek lub zwierzat dochodzi do wzrostu lub obnizenia
ekspresji i aktywnos$ci enzymow anty-oksydacyjnych. Do glownych enzymow
antyoksydacyjnych nalezg dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.1), katalaza
(CAT, EC 1.11.1.6) i peroksydaza glutationowa (GPx, EC 1.11.1.9). W niniejszych
badaniach wykazano hamowanie ekspresji dwoch istotnych enzyméw anty-
aksydacyjnych: manganowej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (SOD2) oraz
peroksydazy wodoronadtlenkow fosfolipidowych (GPx-4) po 24-godzinnej inkubacji
komorek z MPP+. SOD2 katalizuje redukcje anionorodnika ponadtlenkowego i jest
kluczowym enzymem systemu antyoksydacyjnego w mitochondriach. GPx bierze udziat
w redukcji nadtlenku wodoru 1 nadtlenkdw organicznych z jednoczesnym
przeksztalceniem zredukowanego glutationu (GSH) w jego forme¢ utleniong. Wzrost
poziomu WR oraz aktywacjg SOD1, SOD2 i GPx stwierdzono w hodowli komérek SH-
SYS5Y traktowanych MPP+ oraz w prazkowiu myszy poddanych dziataniu MPTP
(Cassarino i wsp. 1997). Andreassen i wsp. (2001) wykazali, ze myszy z pojedyncza
homozygotyczng delecja sod2*" cechuje wigksza wrazliwo$¢ na toksycznos¢ MPTP,
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ktora wyrazona jest znaczacym ubytkiem neuronow prazkowia. Ponadto, nadekspresja
ludzkiego genu sod2 u transgenicznych myszy oraz wzrost calkowitej aktywnos$ci
enzymu, wywoluje oporno$¢ na toksyczne dzialanie MPTP, czemu towarzyszy
trzykrotnie wyzszy poziom DA w poréwnaniu do myszy typu dzikiego (Klivenyi i wsp.
1998). W przypadku dokomorowego podania MPP+ u szczura nie zaobserwowano
natomiast istotnej zmiany w aktywnosci SOD2 (Rubio-Osornio i wsp. 2015).
W badaniach post mortem pacjentéw z ChP wykazano wzrost aktywnosci SOD1 i SOD2
(Saggu i wsp. 1989; Marttila i wsp. 1988) oraz obnizenie aktywnosci GPx (Kish i wsp.
1985) w istocie czarnej. Wzrost aktywno$ci tych enzymow wykazano rowniez
w surowicy krwi pacjentow z ChP (Kalra i wsp. 1992). Obnizenie poziomu
zredukowanego glutationu (GSH), ktory jest utleniany przez GPx w istocie czarnej jest
wczesnie obserwowang zmiang biochemiczng w ChP, ktéra towarzyszy postepowi
choroby (Andersen 2004). Bioragc pod uwage powyzsze dane mozna wnioskowac,
ze obserwowane w tej pracy obnizenie poziomu mRNA sod2 i gpx4 jest wynikiem
silnego stresu, ktory nie moze by¢ funkcjonalnie kompensowany przez enzymy
antyoksydacyjne i prowadzi do $mierci komorki. Sposréd zastosowanych inhibitorow
waznych szlakow sygnalizacyjnych znamienny wzrost zywotnosci komoérek SH-SY5Y
poddanych dzialaniu 3 mM MPP+ powodowat jedynie inhibitor NADPH oksydazy
(apocynina). Nie stwierdzono protekcyjnego dziatania inhibitorow cyklooksygenaz
(indometacyny), lipokygenaz  (zileutonu, baikaleiny), inhibitora megakanalu
mitochondrialnego (cyklosporyny A), a takze inhibitoréw polimerazy poli(ADP-rybozy)
na przezywalnos¢ komorek SH-SY5Y w warunkach inkubacji z MPP+ (dane nie
prezentowane). Wyniki te sugerowa¢ mogg, ze w powyzszych warunkach stresu
oksydacyjnego toksyczno$s¢ MPP+ w znamiennym stopniu zmniejszaja jedynie zwigzki
o silnych wiasciwosciach antyoksydacyjnych, w tym przypadku apocynina.

W zastosowanych warunkach stresu poddano analizie poziom ekspresji
1 aktywnosci Sphkl, enzymu kluczowego w syntezie zewnatrzkomorkowej puli S1P.
Obnizenie aktywnosci Sphkl, a tym samym syntezy S1P w komoérkowych 1 zwierzgcych
modelach stresu oksydacyjnego stato si¢ zywo dyskutowanym tematem badan ostatnich
dwoch dekad (Pchejetski 1 wsp. 2007; Gomez-Brouchet i wsp. 2007, Pyne i wsp. 2016;
Takabe i wsp. 2008). Istnieje takze wiele doniesien dotyczacych zaburzen Sphkl oraz
obnizonego poziomu S1P w innych chorobach neurodegeneracyjnych, u podioza ktorych

lezy stres oksydacyjny, m.in. w chorobie Alzheimera (ChA) (Ceccom i wsp. 2014,
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Couttas 1 wsp. 2014; Katsel i wsp. 2007; Gomez-Brouchet i wsp. 2007). Udziat
sfingolipidow w patomechanizmie ChP jest zagadnieniem stabo poznanym. W niniejszej
pracy, po raz pierwszy wykazano obnizong aktywno$¢ catkowita Sphkl i Sphk2
w homogenacie komorkowym, a takze obnizenie aktywnosci Sphkl we frakcji
cytozolowej i Sphk2 w zgrubnej frakcji jadrowej w komodrkach SH-SY5Y, poddanych
dziataniu MPP+. Obnizeniu ulegala takze ekspresja genu dla Sphkl, wyrazona nizszym
poziomem mMRNA oraz immunoreaktywnosci badanej izoformy kinazy sfingozyny —
Sphkl. Rownocze$nie wykazano podwyzszenie ekspresji liazy S1P, ktoéra odpowiada za
degradacj¢ aktywnego sfingolipidu (S1P). Przeprowadzone badania w modelu
in vivo ChP potwierdzily obserwowane w badaniu in vitro obnizenie zaréwno ekspres;ji,
jak i aktywnosci Sphkl w §rodmézgowiu myszy. Zjawiska te §wiadczg o hamowaniu
syntezy S1P oraz aktywacji jego degradacji w modelu MPTP/MPP+. Do chwili obecnej
brak jest danych literaturowych dotyczacych udziatu Sphkl w mechanizmie stresu
oksydacyjnego i $mierci komoérek w modelu ChP. Sivasubramanian i wsp. (2015)
wykazali obnizenie ekspresji Sphk2 w istocie czarnej myszy poddanych dziataniu MPTP.
W modelu komorkowym inhibicja Sphk2 obnizata ekspresje genow kluczowych dla
funkcji mitochondriow, a takze redukowata pule ATP 1 zwickszata poziom WR. Badania
te dowodzg istotnej roli wewnatrzkomoérkowej puli SI1P, syntetyzowanej w giownej
mierze przez Sphk2, zlokalizowanej w zalezno$ci od typu komoérek glownie w jadrze
komorkowym, ale rowniez w mitochondriach i siateczce $rodplazmatycznej (Neubauer
i Pitson 2013). W przedstawionych w rozprawie badaniach uwage skoncentrowano na
udziale Sphkl w procesie przezycia/$mierci komorki. Izoforma ta w wyniku dziatania
czynnikOw wzrostu przemieszcza si¢ z cytozolu do blony komoérkowej i odpowiada za
synteze¢ puli S1P transportowanej do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. S1P moze dziatac¢
W sposob auto i1 parakrynny za posrednictwem pieciu blonowych receptorow S1PR1-5
sprzezonych z biatkami G (Takabe i wsp. 2008; Pyne i wsp. 2016). Sphk1 jest enzymem,
ktorego aktywno$¢ zalezy w duzej mierze od potencjatu redox komoérki. W warunkach
stresu oksydacyjnego dochodzi do inhibicji, a nickiedy takze do degradacji Sphkl. Jej
obnizona aktywno$¢ prowadzi kolejno do wzrostu poziomu WR, co poteguje zmiany
oksydacyjne w komorce, prowadzac do jej smierci (Maceyka i wsp. 2007). Zgodnie
z hipoteza biostatu sfingolipidow, wraz z hamowaniem aktywnosci Sphk1, dochodzi do
obnizenia poziomu S1P i aktywacji sygnalu pro-zyciowego. Zjawisku temu towarzyszy
akumulacja  pro-apoptotycznego ceramidu, ktory moze aktywowaé procesy
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wolnorodnikowe. Zachwianie rownowagi S1P/ceramid w komoérce na korzys$¢ ceramidu
moze prowadzi¢ do jej programowanej $mierci (Cuvillier i wsp. 1996; Czubowicz
I Strosznajder 2014). Jak zaznaczono, do chwili obecnej nie ma danych dotyczacych
poziomu ekspresji/aktywnosci Sphk1 w analizie post mortem mozgéw pacjentow z ChP
ani w modelach in vitro/in vivo tej choroby. W ostatnich kilku latach zagadnienia te byty
badane zaréwno w mozgach autopsyjnych pacjentow z ChA, jak i w komoérkowych
i zwierzecych modelach ChA. Analiza post mortem wykonana w kilku niezaleznych
osrodkach na $wiecie wykazala obnizong syntez¢ oraz wzmozong degradacje S1P
w mozgach pacjentow z ChA. Obserwowana zmiana poziomu S1P jest proporcjonalna do
stopnia zaburzen czynnos$ci poznawczych, mierzonych w skali Braak’a (Ceccom i wsp.
2014; Couttas i wsp. 2014; He i wsp. 2010). Badania Ceccom i wsp. (2014) pokazaty po
raz pierwszy obnizenie poziomu ekspresji Sphkl oraz wzrost ekspresji liazy S1P
w rejonie kory S$rodwegchowej bogatej w zlogi amyloidu [ (AP). Couttas
i wsp. (2014) wykazali obnizong aktywno$¢ obydwu izoform Sphkl i Sphk2
w hipokampie oraz czesci skroniowej istoty szarej pacjentow z ChA. W istocie szarej
odnotowano takze nizszy poziom aktywnosci fosfatazy S1P oraz obnizong ekspresje liazy
SIP. W wyniku tych zaburzen pacjenci z ChA wykazywali obnizony poziom SI1P
w rejonie CAl hipokampa oraz w dolnym zakrecie skroniowym istoty szarej
w poréwnaniu do pacjentéw kontrolnych w podobnym wieku. Badania He i wsp. (2010)
przedstawiajg istotng korelacje¢ pomigedzy zredukowanym poziomem SI1P a wzrostem
stezenia peptydow AP oraz hiperfosforylacjg biatka Tau w moézgach pacjentow z ChA.
Gassowska 1 wsp. (2014) dowiedli natomiast, ze endogennie uwalniane peptydy AP
powodujg znaczne hamowanie ekspresji i aktywnosci zarowno Sphkl, jak i Sphk2
w komorkach PCI12 transfekowanych ludzkim genem dla biatka prekursorowego AP
(ang. amyloid beta precursor protein, APP). Peptydy AP dodawane zewnatrzkomorkowo
do hodowli komorkowej SH-SY5Y rowniez powoduja hamowanie aktywnosci Sphkl
oraz obnizenie poziomu SI1P. Zjawiska te moga zaleze¢ od potencjatu redox.
W badaniach Gomez-Brouchet i wsp. (2007) inkubacja komorek z anty-oksydantem znosi
inhibicje Sphkl. Obnizong ekspresj¢ Sphkl w warunkach toksyczno$ci peptydow AP
w komorkach neuronalnych oraz w komérkach PC12 wykazano takze w badaniach Yang
i wsp. (2014) oraz Cieslik i wsp. (2015). W warunkach stresu wywotanego A
protekcyjny efekt wykazuje nadekspresja genu sphkl. Wyciszenie ekspresji sphkl przez
interferencyjny RNA (sphk1-siRNA) u myszy APP/PS1 potgguje odktadanie ztogow A
- 116 -



Dyskusja

oraz pogarsza procesy uczenia si¢ i pamieci zwierzat ( Zhang i wsp. 2013). Badania
w linii komérkowej kardiomioblastow wykazaty obnizenie aktywno$ci Sphkl i poziomu
S1P oraz wzrost poziomu ceramidu w warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego
nadtlenkiem wodoru (Pchejetski i wsp. 2007). Aktywacj¢ kinazy Sphkl obserwowano
natomiast w warunkach uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego w wyizolowanych
mysich kardiomiocytach oraz w krotkim czasie dziatania peptydow AP (Cieslik i wsp.
2015; Means i wsp. 2007). Przedluzenie czasu inkubacji z AP lub stabilna transfekcja
APP i uwalnianie AP prowadza do inhibicji Sphk1 (Cieslik i wsp. 2015; Czapski i wsp.
2013). Utrzymanie stalego poziomu aktywnosci i ekspresji Sphkl jest wiec istotnym
czynnikiem homeostazy komorkowej w neuronach.

W niniejszej rozprawie zbadano, jaka role w mechanizmie $mierci komorek SH-
SY5Y odgrywa farmakologiczne zahamowanie aktywnosci Sphkl. Zagadnienie
znaczenia hamowania aktywnosci Sphkl w komérkowym modelu ChP jest bardzo stabo
poznane. Inhibicja Sphk1/2 budzi bowiem najwicksze zainteresowanie kliniczne
w strategii przeciwnowotworowej. Specyficzny inhibitor Sphk2 - ABC294640, ktory
wywiera przeciwnowotworowe dziatanie w szeregu badan w modelach komoérkowych
i zwierzecych, jest obecnie w fazie II badan klinicznych dotyczacych leczenia
zaawansowanych guzow litych (Ding i wsp. 2016). Ponadto, nadekspresja Sphkl jest
obserwowana w wielu linach komorek nowotworowych (prostaty, mézgu, piersi, nerek,
pluc), co wigza¢ si¢ moze z adaptacja do warunkow hipoksji (Ader i wsp. 2008).
Wykazano takze, ze farmakologiczna inhibicja Sphkl lub wyciszenie jej genu prowadzi
do wzrostu poziomu WR i czyni komorki bardziej wrazliwymi na chemioterapie (Huwiler
i wsp. 2011). Zdecydowanie mniej badan poswigconych jest znaczeniu inhibicji Sphkl
w chorobach, ktorym towarzyszy nadmierne obumieranie komoérek, w tym w chorobach
neurodegeneracyjnych. W niemniejszej rozprawie analizowano poziom WR i Zzywotnos¢
komorek SH-SYSY oraz badano mechanizm ich $mierci w farmakologicznie wywolanym
hamowaniu aktywnosci Sphkl. Zastosowano zwigzek - 2-(p-hydroksyanilino)-4-(p-
chlorofenylo)tiazol (SKI Il) w stezeniu 5 uM. Zwigzek ten jest pierwszym nielipidowym
inhibitorem Sphk1. SKI Il indukuje poliubikwitynacje i proteasomalng degradacje
izoformy pierwszej (Ren i wsp. 2010; Loveridge i wsp. 2010), natomiast nie aktywuje
degradacji Sphk2 (Watson i wsp. 2013). Oprocz hamowania procesu nowotworzenia, SKI
Il stosowany w modelach in vivo wykazuje zdolno$¢ tlumienia nadmiernej reaktywnosci
oskrzeli (Chiba 1 wsp. 2010; Nishiuma i wsp. 2008), zmniejsza skutecznos¢
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prekondycjonowania ischemicznego w moézgu (Yung i wsp. 2012) i postepu miazdzycy
u myszy (Poti i wsp. 2015). ICso SKI 11 in vitro dla Sphkl wynosi 35 uM (Gao i wsp.
2012). W niniejszych eksperymentach zastosowano SKI 1l w stezeniu 5 pM,
wyznaczonym na podstawie wartosci LCsp uzyskanej z krzywej zywotnosci w warunkach
24-godzinnej inkubacji komoérek SH-SYSY z SKI |l. Zastosowane st¢zenie odpowiada
sredniej wartosci LCsg dla wigkszosci linii komérkowych (French i wsp. 2006; Li i wsp.
2014). SKI 1l wywotuje apoptozg w wielu liniach nowotworowych oraz hamuje wzrost
guza w mysim modelu gruczolaka sutka (French i wsp. 2003, 2006; Cheng i wsp. 2015;
Zhang i wsp. 2015). Istniejg jednak nieliczne badania z zastosowaniem SKI 11
prowadzone na komoérkach neuronalnych SH-SY5Y. Gomez-Brouchet i wsp. (2007)
wykazali, Ze inhibicja Sphkl z zastosowaniem SKI Il (5uM) znosi cytoprotekcyjny efekt
insulinopodobnego czynnika wzrostu w warunkach stresu wywolanego peptydami Ap.
Inhibitor ten obniza takze zywotno$¢ komorek PC12 transfekowanych APP (Gassowska
i wsp. 2014). Wyniki doswiadczen prezentowanych w niniejszej pracy wykazaly,
ze inkubacja komorek SH-SYS5Y z 5 uM SKI Il powoduje wzrost poziomu WR, zwigksza
procent komoérek apoptotycznych, a takze wplywa hamujgco na kinaz¢ Akt, biatko
istotnego szlaku pro-zyciowego w komorce. W niniejszej rozprawie wykazano, ze stopien
fosforylacji kinazy Akt na Ser 473, a tym samym poziom jej aktywnos$ci ulegal obnizeniu
w warunkach inhibicji Sphkl. Serynowo-treoninowa kinaza Akt, zwana takze kinaza
biatkowg B (PKB) jest glownym efektorem kinazy fosfatydyloinozytolu-3 (PI3K),
posredniczagc w odpowiedzi komorek na dziatanie czynnikow wzrostu (Franke i wsp.
1995; Dudek i wsp. 1997). Jednoczeénie kinaza Akt jest jednym z kluczowych biatek
efektorowych w przekazywaniu sygnatu zaleznego od pobudzenia receptorow S1P,
glownie S1PR1 oraz w mniejszym stopniu S1PR3. Obydwa receptory sprz¢zone Z Gg;
posredniczag w stymulacji PI3K/Akt i1 biatka Rac, przez co aktywuja proliferacje
i migracj¢ komorek (Sugimoto i wsp. 2003). Liczne badania, rowniez te prowadzone na
materiale ludzkich tkanek nowotworowych dowodza, ze przezycie i proliferacja komorek
z nadekspresja sphkl zalezne sa od pobudzenia kinazy Akt (Li i wsp. 2016; Bouquerel
i wsp. 2016; Bao i wsp. 2016). Inkubacja réznych linii komorkowych z SKI Il powoduje
obnizenie poziomu fosforylacji/aktywnosci Akt (Beckham i wsp. 2013; Yang i wsp.
2012; Zhang i wsp. 2013). W przedstawionej pracy zastosowanie inhibitora SKI 11
powodowalo hamowanie fosforylacji Akt na Ser 473, a tym samym obniZenie jej
aktywnosci w komorkach SH-SYSY, co pozostaje w stusznos$ci z hipoteza wzajemne;j

-118 -



Dyskusja

regulacji obydwu kinaz. Z jednej strony, inhibicja Sphkl hamuje aktywnos$¢ Akt.
Z drugiej strony, zahamowanie aktywno$ci Akt zmniejsza aktywnos$¢ Sphkl, prowadzac
tym samym do zaburzenia biostatu S1P/ceramid na korzy$¢ pro-apoptotycznego ceramidu
i do $mierci komoérki (Xu i wsp. 2016). Nadekspresja Sphkl lub egzogenne podanie S1P
I pobudzenie receptorow S1PR1 oraz S1PR3 powoduje wzrost poziomu fosforylacji/
aktywnosci kinazy Akt (Limaye i wsp. 2005; Nakahara i wsp. 2012). Akt odpowiada za
fosforylacje licznych bialek, zwigzanych z regulacja podstawowych procesow
komorkowych, takich jak transkrypcja, apoptoza, proliferacja czy migracja komorek. Akt
bierze udzial w regulacji ekspresji pro-apoptotycznego biatka Bax, ktéore moze
oddziatywa¢ z blong mitochondrialna, zwigkszajac jej przepuszczalno$¢. Udowodniono,
ze Akt moze hamowac pro-apoptotyczng aktywnos$¢ Bax bezposrednio przez fosforylacje
Bax na Ser 184 (Duronio 2008; Linseman i wsp. 2004). Akt moze regulowaé takze
transkrypcje Bax przez koaktywator czynnikow transkrypcyjnych - YAP oraz przez
hamowanie zdolnosci p73 do aktywacji transkrypcji genu Bax i innych genéw biatek pro-
apoptotycznych (Downward i Basu 2008). W niniejszej pracy analiza ekspresji genow
biatek z rodziny Bcl-2 w warunkach inhibicji Sphkl wykazata wzrost poziomu mRNA
bax oraz pro-apoptotycznego biatka hrk z podrodziny —BH3-only. Wzrost poziomu
MRNA bax w warunkach inkubacji z SKI Il pozostaje w zgodzie z badaniami tego
inhibitora w innych liniach komorkowych, w ktorych obserwuje sie indukcje apoptozy,
wzrost ekspresji Bax oraz ilorazu pozioméw mRNA bax/bcl-2, ktory definiuje
wrazliwos$¢/opornos¢ komorek na apoptoze (Li i wsp. 2014; Zhu i wsp. 2012).
Zaobserwowany wzrost ekspresji Bax pozostaje w shusznos$ci z zaburzeniem biostatu
sfingolipidowego, w ktorym inhibicji Sphkl towarzyszy wzrost poziomu pro-
apoptotycznego ceramidu. Wiadomo, ze biatko Bax oddzialywa¢ moze z polarnym
fragmentem ceramidu 1 wuczestniczy¢é w permeabilizacji zewnetrznej blony
mitochondrialnej (Colombini 2016). Kilka badan, w tym rowniez naszego zespotu
pokazuje, ze aktywacja pro-apoptotycznej kaskady zdarzen jest zalezna od biatka
Hrk/DP5 (Pyszko i Strosznajder 2014a; Czubowicz i Strosznajder 2014; Young i wsp.
2009). Hrk jest biatkiem pro-apoptotycznym Bcl-2 z podrodziny ,,BH3-only” i odgrywa
wazng rolg¢ na etapie rozwoju embrionalnego uktadu nerwowego. Myszy z podwdjng
homozygotyczng delecja genu dla hrk wykazuja zaburzenia procesu programowanej
$mierci komorek w okresie rozwoju uktadu nerwowego (Ghosh i wsp. 2011). Aktywacja
ekspresji hrk w komorkach uktadu nerwowego zachodzi natomiast w odpowiedzi na niski
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poziom czynnika wzrostu neuronéw (NGF) (Ham i wsp. 2005). W modelu, okreslanym
w literaturze jako model derepresji, biatko hrk nalezy do tzw. ,,uczulaczy”, ktorych rola
jest kontrola aktywnos$ci biatek anty-apoptotycznych: Bcl-2 i Bcl-X. (Chipuk i wsp.
2010). Nadekspresja gendéw tych anty-apoptotycznych bialek chroni hematopoetyczne
komorki progenitorowe przed apoptoza zalezng od hrk w warunkach braku czynnikow
wzrostu (Sanz i wsp. 2000). Hrk nie oddzialuje bezposrednio z biatkiem pro-
apoptotycznym Bax, ale posrednio umozliwia jego aktywacj¢ przez uwolnienie
z kompleksu Bax-Bcl-xL, interakcj¢ z blong mitochondrialng i w konsekwencji aktywacje
apoptozy. Ekspresja tego pro-apoptotycznego biatka regulowana jest gldwnie na
poziomie transkrypcji. W wyniku aktywacji kinazy JNK dochodzi do fosforylacji biatka
C-jun, ktore jest sktadnikiem czynnika transkrypcyjnego AP-1, odpowiedzialnego za
regulacje ekspresji hrk (Chen i wsp. 2006). Badania przedstawione w niniejszej rozprawie
po raz pierwszy wykazaly znaczny wzrost poziomu mRNA hrk w warunkach
farmakologicznej inhibicji Sphkl. Zjawisko to cze$ciowo thumaczy¢ mozna zachwianiem
rownowagi S1P/ceramid na korzys¢ pro-apoptotycznego ceramidu. Wspomniane wyzej
badania Chen i wsp. (2006) wykazaty, ze w oligodendrocytach w warunkach stresu
indukowanego C2-ceramidem nastepuje aktywacja kinazy JNK i wzrost ekspresji genu
dla hrk. W badaniach Czubowicz i Strosznajder (2014) wysoki poziomu mRNA tego pro-
apoptotycznego biatka, obserwowany w stresie wywolanym ceramidem ulegat obnizeniu
w wyniku pre-inkubacji komoérek SH-SY5Y z egzogennym S1P. Niniejsze badania
wykazaty, ze Hrk moze by¢ zaangazowane w mechanizm $mierci komorek SH-SY5Y
w warunkach zmniejszonej aktywnos$ci Sphk1l oraz w stresie oksydacyjnym, wywotanym
MPP+. Inkubacja komoérek z MPP+, podobnie jak z SKI 11, zwigksza poziom mRNA pro-
apoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2: hrk i bax. Wzrost ekspresji bax w komoérkach
dopaminergicznych w warunkach stresu MPP+ oraz w zwierzecych modelach ChP
wykazano w licznych badaniach (Hassouna i wsp. 1996; Khwanraj i wsp. 2015; You
i wsp. 2016; Zhao i wsp. 2016). Z kolei poziom ekspresji i rola biatka Hrk
w  komoérkowych 1 zwierzecych modelach ChP jest zagadnieniem dotychczas
niepoznanym. Wiadomo natomiast, ze biatko Bax zapoczatkowuje proces apoptozy,
wplywajac na zmiang¢ potencjalu i przepuszczalnosci zewnetrznej blony mitochondrialne;.
Kolejno dochodzi do wyplywu mitochondrialnych biatek, m.in cytochromu c¢ do
cytoplazmy. W wyniku interakcji z czynnikiem Apaf-1 i prokaspazg-9, w obecnosci ATP
uruchamiana zostaje aktywacja kaspaz wykonawczych, w tym kaspazy-3 (Cain i wsp.
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2002; Scorrano i wsp. 2002). Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, dysfunkcja
mitochondriow jest kluczowym etapem $mierci komorki zarowno w warunkach stresu
wywolanego MPP+, jak réwniez w ChP. W niniejszych badaniach zaobserwowano
znaczne obnizenie immunoreaktywno$ci cytochromu ¢ we frakcji mitochondrialne;j
komorek traktowanych inhibitorem Sphkl, co $wiadczy o jego uwolnieniu do
cytoplazmy. Uwalnianie tego pro-apoptotycznego bialka z mitochondriow zostato
potwierdzone w wielu badaniach w modelu MPTP/MPP+ (Cassarino i wsp. 1999; Liu
i wsp. 2015; Wang i wsp. 2015; Chaudhuri i wsp. 2016). Wykazano, ze nadekspresja
Sphkl lub egzogennie podawany S1P w mechanizmie hamowania uwalniania pro-
apoptotycznych biatek (cytochrom ¢, Smac/DIABLO) z mitochondriow chroni komorki
przed apoptoza (Bonhoure i wsp. 2008; Cuvillier i Levade 2001). Istotnym markerem
apoptotycznej $mierci komorek SH-SY5Y w warunkach inhibicji Sphkl i stresu
wywotanego MPP+ jest obecnos¢ fragmentu jadrowego enzymu polimerazy poli(ADP-
rybozy) — PARP-1. PARP-1 (o masie czgsteczkowej 113. kDa u ssakow) jest
preferencyjnym substratem dla wykonawczej kaspazy-3, a obecno$é cietego fragmentu
PARP-1 o cigzarze 89 kDa $wiadczy¢ moze o procesie apoptozy. Cigcie PARP-1
z udziatem kaspazy-3 odgrywa role w $mierci komorek w przebiegu niedokrwienia
mozgu, ChA, SM, ChP, urazowego uszkodzenia moézgu oraz nowotworow mozgu
(Bhaskara i wsp. 2009; Chaitanya i Babu 2009; Kanthasamy i wsp. 2006; Lau i wsp.
2006; Peng i wsp. 2002). Obecnos¢ fragmentu PARP-1 o cigzarze 89 kDa, a takze wzrost
poziomu ceramidu w warunkach inkubacji komoérek z SKI |1l zaobserwowano
w badaniach Loveridge i wsp. (2010). Degradacja PARP-1 przez kaspaze-3 towarzyszy
takze warunkom stresowym, wywotanym MPP+ (Kitamura i wsp. 1998; Lee i wsp.
2011a). W przedstawionych w rozprawie badaniach wykazano, ze 1gczne potraktowanie
komorek SKI Il oraz MPP+ skutkuje dodatkowym obnizeniem poziomu
immunoreaktywnosci PARP-1 (113 kDa) oraz jednoczesnym  wzrostem
immunoreaktywnos$ci fragmentu o cigzarze 89 kDa, w poroéwnaniu do dzialania
wykazanego dla kazdego z tych zwiazkow 2z osobna. Stwierdzono takze,
ze inhibitor kaspazy-3, ktora odpowiada za cigcie PARP-1 istotnie zwigksza zywotnos¢
komorek SH-SY5Y inkubowanych z MPP+, jednak w stopniu nizszym niz S1P (1 uM).
Istotng rolg w mechanizmie $mierci komoérek w warunkach inhibicji Sphkl
odgrywa biatko a-synukleina (ASN). Wykazalismy, Ze obnizenie aktywnosci Sphkl
wywoluje uwalnianie ASN do przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Pyszko i Strosznajder
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2014b, Pyszko i Strosznajder 2014c). Ponadto, egzogennie dodawana ASN w formie
natywnej i zmutowanej powoduje znaczne obnizenie aktywno$ci Sphkl (Pyszko
i Strosznajder 2014b, Pyszko i Strosznajder 2014c). Wzajemna interakcja migdzy
egzogenng ASN, a obnizong aktywnos$cig Sphkl prowadzi¢ moze do nasilenia uwalniania
i toksycznego dziatania ASN oraz $mierci komérek nerwowych.

Istnieje niewiele badan dotyczacych pro-zyciowej roli aktywacji Sphkl
I protekcyjnej funkcji sygnatu przekazywanego za posrednictwem receptorow dla S1P
(S1IPR). Agonisci i modulatory tych receptorOw moga odgrywaé istotng role
w farmakoterapii chordb neurodegeneracyjnych. Do chwili obecnej jedynym stosowanym
u ludzi modulatorem S1PR jest fingolimod (FTY720) - agonista wszystkich receptorow
S1P z wyjatkiem S1PR2, ktory jest pierwszym doustnym lekiem immunosupresyjnym
w SM (Brinkmann i wsp. 2010). Obnizony poziom ekspresji i aktywnosci Sphkl
wykazany w niniejszej rozprawie, wskazywa¢ moze na obnizenie poziomu SI1P
i jego istotng rolg w modelach ChP. W kolejnym etapie badan udowodniono, ze dodany
zewnatrzkomorkowo S1P w znamiennym stopniu chroni komoérki SH-SY5Y przed
zmianami molekularnymi wywotanymi MPP+ oraz zwicksza ich zywotnos¢. Aktywny
sfingolipid zastosowano w stezeniu 1 uM, ktore jest minimalnym stezeniem
zwiekszajagcym zywotno$¢ znamiennej puli komorek w powyzszych warunkach. Jest to
jednoczes$nie wartos$¢ zblizona do fizjologicznego stezenia S1P w tkance mozgowe;j, ktora
odpowiada okoto 10 nmol S1P/mg tkanki. Badania He i wsp. (2010) wykazaly,
ze stezenie S1P w istocie szarej kory ciemieniowo-skroniowej pacjentow z ChA wynosito
okoto 5 nmol S1P/mg tkanki, natomiast u pacjentow kontrolnych w tym samym wieku
okoto 12 nmol S1P/mg tkanki. Pro-zyciowe wiasciwosci egzogennego S1P pokazaty po
raz pierwszy badania Cuvillier i Levade (2001), gdzie w warunkach stresu wywotanego
C2-ceramidem egzogenny S1P chronit komoérki HL-60, U937 oraz Jurkat T przed
$miercig. Podobne wyniki uzyskano w badaniach na komérkach SH-SY5Y (Czubowicz
i Strosznajder 2014). Nasze badania wykazaty, Zze inkubacja komoérek SH-SY5Y z tym
aktywnym sfingolipidem zmniejsza poziom wolnych rodnikow w warunkach stresu
oksydacyjnego wywolanego MPP+, a takze zwigeksza Zzywotno$§¢ znamiennej puli
komorek. Protekcyjne dziatanie S1P wykazano w innych komérkowych modelach stresu
oksydacyjnego tj. w fotoreceptorach, ludzkich komoérkach ziarnistych oraz komorkach
srodbtonka aorty bydlecej poddanych dziataniu nadtlenku wodoru (Rotstein i wsp. 2010;
Moriue i wsp. 2008; Nakahara i wsp. 2012).
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Wyniki zamieszczone w rozprawie wykazaly, ze w mechanizm protekcyjnego
dziatlania egzogennego S1P moze by¢ zaangazowany wzrost ekspresji/poziomu biatka
Sphkl. S1P zwigksza poziom mRNA sphkl w warunkach 3 i 12-godzinnej inkubacji
z MPP+. Do pobudzenia ekspresji kinazy Sphkl przez jej substrat moze dochodzi¢
W mechanizmie sprzezenia zwrotnego dodatniego, ktory znajduje potwierdzenie
w przypadku regulacji poziomu mMRNA sphkl w komoérkowym modelu nefropatii
cukrzycowej. W warunkach wysokiego st¢zenia glukozy zostaje aktywowany czynnik
transkrypcyjny AP-1, ktory promuje ekspresje Sphkl. S1P produkowany przez Sphkl
moze kolejno, w mechanizmie zaleznym od pobudzenia swych receptorow, uruchamiac
kaskade zdarzen, ktore ostatecznie prowadza do aktywacji czynnika AP-1, ktory zwigksza
ekspresj¢ Sphkl, zwigkszajac tym samym poziom SIP (Huang 1 wsp. 2014).
Jak wykazaty moje badania, pro-zyciowy mechanizm dziatania S1P wyraza si¢ rowniez
przez jego wpltyw na ekspresj¢ biatek pro-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. S1P (1 uM)
powoduje znaczne obnizenic poziomu mRNA bialek hrk oraz biatka bax, ktory
w warunkach stresu wywolanego MPP+ ulega znamiennemu wzrostowy. Obnizenie
ekspresji Hrk w komoérkach SH-SY5Y poddanych dziataniu S1P (1uM) zaobserwowano
w stresie oksydacyjnym, wywotanym C2-ceramidem (Czubowicz i Strosznajder 2014).
Badania Sauer i wsp. (2005) oraz Czubowicz i wsp. (2014) wykazaty,
ze zewnatrzkomoérkowy S1P nie ma wplywu na poziom mRNA biatka bax, natomiast
zwicksza ekspresje genu bcl-2, zmniejszajagc tym samym stosunek bax/bcl2, ktory jest
istotng miarg potencjalu pro-apoptotycznego komorki. W niniejszych badaniach,
w komoérkach SH-SY5Y traktowanych MPP+ egzogenny S1P réwniez zmniejszat iloraz
bax/bcl2, ktory jest istotnym kryterium pro-zyciowej funkcji tego sfingolipidu.

Analizujagc mechanizm dzialania S1P przede wszystkim uwzgledniono jego
dziatanie receptorowe. Zastosowano agonistow i modulatora (P-FTY720) oraz
antagonistow poszczegdlnych receptoréw dla S1P. W niniejszej pracy wykazano
aktywacje szlaku przekaznictwa zaleznego od receptora pierwszego S1PR1. W stopniu
porownywalnym do S1P protekcyjny efekt wykazuja agonisci receptorow dla S1P:
SEW2871 (10 uM), ktory jest agonista receptora pierwszego oraz analog S1P, czyli
fingolimod w formie ufosforylowanej (FTY720-P, 100 pM), ktory stymuluje wszystkie
typu receptorow S1P z wyjatkiem S1PR2. Warto zaznaczy¢, ze FTY720-P w analizie
zywotnosci komorek wykazuje dziatanie protekcyjne w stezeniu 10 tys. razy nizszym niz
sam S1P (1 uM), co prawdopodobnie zwigzane jest Z duzo wyzszym powinowactwem
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P-FTY720 do receptorow S1P, zwlaszcza do S1PRI1. FTY720-P stosowany w tym
samym stezeniu (100 pM) wykazywal neuroprotekcyjne wlasciwosci w  stresie
wywolanym ceramidem i stresie oksydacyjno-metabolicznym wywolanym zaburzeniami
stezenia glukozy w medium hodowlanym (Czubowicz i Strosznajder 2014; Czubowicz i
wsp. 2014). W stezeniu pikomolarnym FTY720-P zapobiegal $mierci pierwotnych
mysich neuronéw traktowanych peptydami AP (Doi i wsp. 2013). Wyzsze o rzad
wielkos$ci st¢zenie nanomolarne tego analogu S1P zastosowano w hodowli neuronalnych
komorek hipokampa, gdzie zwigzek chronit komorki przed apoptoza indukowang przez
promieniowanie (Stessin i wsp. 2012). W przeprowadzonych w niniejszej rozprawie
doswiadczeniach egzogenny S1P wywiera efekt w mechanizmie zaleznym od pobudzenia
receptora S1PR1. Pozytywny wptyw tego sfingolipidu na zywotnos$¢ komorek SH-SY5Y
znoszony jest przez W123, ktéry jest specyficznym antagonista S1IPR1. Udziat S1PR1,
ale takze S1PR3 w przekazywaniu sygnatu pro-zyciowego przez S1P wykazano w tej
samej linii komorkowej (SH-SYSY) w warunkach stresu wywotanego C2-ceramidem,
a takze w komorkach HT22 w warunkach stresu wywolanego brakiem glukozy
z nastepujagcym jej wyréwnaniem (ang. glucose deprivation/glucose reload GD/GR).
W obydwu przypadkach FTY720-P wywieral protekcyjny efekt (Czubowicz
i Strosznajder 2014; Czubowicz i wsp. 2014). Podobnie Nakahara i wsp. (2012)
zaobserwowali zahamowanie procesu apoptozy i rOwnoczesny wzrost aktywnosci pro-
zyciowej kinazy Akt pod wplywem dzialania egzogennego SIP, ktéry swoj efekt
wywieral w mechanizmie pobudzenia receptorow S1PR1 i SIPR3 w ludzkich komorkach
ziarnistych w warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego nadtlenkiem wodoru.
Gassowska i wsp. (2014) zaobserwowali natomiast, ze neuroprotekcyjna rola S1P
w komorkach PC12 transfekowanych APP dodatkowo poddanych dziataniu inhibitora
Sphk1 jest niezalezna od pobudzenia receptorow S1P. Kolejno, w niniejszej rozprawie
zbadano poziom ekspresji receptora SIPR1 (gen kodujacy slpl), ktéry najliczniej
wystepuje w komorkach nerwowych. Poziom mRNA receptora s1pl w warunkach stresu
MPP+ nie ulegat zmianie. Ponadto, inkubacja komorek z samym S1P (1 uM) zwickszata
poziom mMRNA sl1pl powyzej poziomu kontrolnego, co wskazuje na mozliwos¢ dziatania
S1P w mechanizmie zaleznym od receptora pierwszego.

S1P jest zwigzkiem niestabilnym, ktorego okres pottrwania we krwi po podaniu
dozylnym wynosi okoto 1 sekundy. Wobec powyzszego do doswiadczen in vivo wybrano
analog sfingozyny, czyli FTY720 (nazwa handlowa Gilenya ™). Jego wprowadzenie
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do terapii SM jest do tej pory najwigkszym osiggnieciem W dziedzinie badan
nad neuroprotekcyjnymi wlasciwosciami sfingolipidow. Pacjenci leczeni diugotrwale
FTY720 wykazuja zmniejszong utrat¢ objetosci mézgu przy jednoczesnym zmniejszeniu
liczby nawrotéw choroby i znacznym spowolnieniu postgpu niepetnosprawnosci (Radue
i wsp. 2012). Oprocz dobrze poznanego mechanizmu immunosupresyjnego dziatania,
w ktorym FTY720 uniemozliwia migracje limfocytoéw T z weztow chlonnych do OUN,
istnieje mozliwo$¢ wigzania jego aktywnej ufosforylowanej przez Sphk2 postaci
(FTY720-P) z receptorami S1P obecnymi w OUN (Kharel i wsp. 2005; Brinkmann i wsp.
2010). Mechanizm dziatania FTY720 na poziomie molekularnym nie jest w pehi
wyjasniony. Hait 1 wsp. (2014) wykazali, ze FTY720 podobnie jak S1P poprzez
hamowanie deacetylazy histonowej (HDAC1) zwigksza ekspresje gendéw zwigzanych
Z procesami uczenia si¢ i pamieci. Ponadto wykazano, ze FTY720-P zmniejsza aktywacje
procesu zapalnego w mikrogleju oraz zwigksza synteze czynnikow troficznych (Noda
i wsp. 2013). Badania Deogracias i wsp. (2012) prowadzone w mysim modelu zespotu
Retta wykazaty, ze podawanie FTY720 powoduje wzrost poziomu czynnika BDNF oraz
zmniejsza  stopien  uszkodzenia  prazkowia, ktorym  towarzyszy  obniZenie
niepetnosprawnosci ruchowej zwierzat. FTY720-P wykazuje rowniez wilasciwosci
neuroprotekcyjne w modelu in vitro ChA. Badania Takasugi i wsp. (2013) wykazaty,
ze FTY720, fosforylowany przez Sphk2 zmniejsza syntez¢ toksycznych peptydow A
w pierwotnej hodowli neuronéw hipokampa. Mechanizm jego dziatania byl w tym
przypadku niezalezny od pobudzenia receptorow dla S1P. Doi i wsp. (2013) wykazali,
ze FTY720-P wywiera efekt neuroprotekcyjny zalezny od stezenia (1-100 pM)
w pierwotnej hodowli neuronéw korowych, poddanej dziataniu toksycznych oligomerdéw
APB(1-42). W mechanizmie jego dzialania zaangazowana byla kinaza ERKI1/2 oraz
zalezny od niej wzrost ekspresji czynnika BDNF. Zwigzek dziata neuroprotekcyjnie takze
w eksperymentalnym modelu autoimmunologicznego zapalenia mézgu i1 rdzenia oraz
doswiadczalnym urazie rdzenia kregowego (Seki i wsp. 2013; Norimatsu i wsp. 2012).
W doswiadczeniach prezentowanych w rozprawie, FTY720 byl podawany myszom
w dawce Img/kg mc 1 godz. po ostatniej iniekcji MPTP, a nastgpnie przez 10 kolejnych
dni. Dziatanie FTY720 w modelu in vivo ChP nie bylo do tej pory badane, jednak dawke
1mg/kg mc stosowano w innych zwierzgcych modelach do$§wiadczalnych. W zwierzgcym
modelu ChA, wywolanym podawaniem toksycznych oligomeréw AB(1-42) bezposrednio
do hipokampa, FTY720 (w dawce 1 mg/kg mc podawanej dootrzewnowo przez 14 dni)
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obnizal aktywno$¢ kaspazy-3 1 zmniejszal stopien uszkodzenia neuronéw hipokampa,
ktorym towarzyszyla poprawa procesOw uczenia si¢ i pamieci (Asle-Rousta i wsp.
2013).W badaniach Czech i wsp. (2009) oraz Pfeilschifter i wsp. (2011) FTY720
podawany myszom C57BL/6 w dawce 1 mg/kg mc, odpowiednio bezposrednio przed i po
wywotaniu ischemii, powodowat zmniejszenie rozmiaru uszkodzenia mézgu i poprawe
funkcji neurologicznych. Anastasiadou i Knoll (2016) wykazali, ze FTY720 (1mg/kg mc)
zwicksza regeneracje aksonOw u myszy z porazeniem nerwu twarzowego. Ponadto,
ostatnie badania ujawnily nowe wiasciwosci FTY720, ktory w dawce 1 mg/kg oraz
nizsze] - 0,3 mg/kg wywiera korzystny wplyw na proces endogennej naprawy
zdemielinizowanych komorek w mysim modelu demielinizacji wywotanej lizolecytyna
(Yazdi i wsp. 2015). Pojedyncza dawka FTY720 (1 mg/kg mc) w modelu toksycznosci
tlenowej u noworodkéw szczurzych wywiera neuroprotekcyjny efekt, ktory czesciowo
chroni komorki istoty biatej 1 zapobiega zaburzeniom neuropoznawczym w dorostym
zyciu (Serdar i wsp. 2016).

W niniejszej pracy, rola FTY720 w zwierzgcym modelu ChP zostata poréwnana
z lekiem obecnie stosowanym w terapii tej choroby — pramipeksolem (PPX). Zwigzek ten
jest wybiorczym agonistg receptorow dopaminowych D2 1 D3, przy czym o$miokrotnie
wigksze powinowactwo wykazuje do receptorow D3 (Merlo i wsp. 2011). Stosowany jest
w monoterapii lub leczeniu skojarzonym z lewodopa w zaawansowanej, idiopatycznej
ChP oraz w objawowym leczeniu umiarkowanego 1 ci¢zkiego zespolu niespokojnych nog
(Bassetti i wsp. 2011). W ostatnim dziesiecioleciu liczne badania wykazujg takze
korzystny efekt PPX w leczeniu depresji pacjentow z ChP a takze w zwierz¢cych
modelach depresji (Rektorova i wsp. 2005; Kano i wsp. 2008; Berghauzen-Maciejewska
i wsp. 2015). Wybor PPX do badan in vivo podyktowany byl jego wiasciwosciami
neuroprotekcyjnymi, wykazanymi w badaniach zywotnosci komorek SH-SYSY, ktore
w warunkach silnego stresu oksydacyjnego wywotanego MPP+ (3 mM) byly oporne na
dzialanie = wigkszo$ci neuroprotektantdéw. Antyoksydacyjne 1 neuroprotekcyjne
wilasciwosci PPX wykazano rowniez w modelach in vitro/in vivo ChP i ChA oraz
w badaniach klinicznych (Bennett i wsp. 2015; Lauterbach i wsp. 2010; Chau i wsp.
2013). W przeprowadzonej przez nas analizie zywotnosci komorek SH-SY5Y
traktowanych MPP+, PPX wywieral dziatanie protekcyjne w st¢zeniach mikromolowych.
Efektywne stezenie PPX jakie stosowaliSmy w niniejszej pracy jest wyzsze od dotychczas
podawanych w literaturze, co tlhumaczy¢ mozna niskg ekspresjg receptorow D2/D3
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w stosowanym modelu eksperymentalnym z zastosowaniem nier6znicowanych komorek
SH-SY5Y. W dostepnych wynikach badan z innych o$rodkéw wartos¢ ECs
dla PPX jest nizsza i wynosi okoto 70 uM (Presgraves i wsp. 2004) a nawet 6,4 uM
(Joyce i wsp. 2003) w tych samych warunkach stresowych, ale prowadzonych
w réznicowanych komoérkach SH-SY5Y. W badaniach przedstawionych w rozprawie
zastosowano aktywng lewoskretng posta¢  S(-)PPX, ktora wykazuje wyzsze
powinowactwo do receptorow D2/D3. PPX dziala¢ moze tez w mechanizmie
niezaleznym od receptorow zarowno jako lewoskretny, jak 1 prawoskretny stereoizomer,
ktory nie jest agonistg receptorow dopaminergicznych (Ferrari-Toninelli i wsp. 2010).
Zarowno R(+), jak 1 S(-) stereoizomer pramipeksolu hamuje kaspazo-zalezng
apoptotyczng smier¢ komorek SH-SYSY wywolang dzialaniem MPP+, peptydow Af
oraz rotenonu (Abramova i wsp. 2002; Gu i wsp. 2004). Zablokowanie receptorow
D2/D3 nie znosi protekcyjnego dziatania R (+) i S (-) pramipeksolu, co jest dowodem na
mechanizm dziatania na drodze pozadopaminergicznej, ktory jest jednak zalezny od
stosowanych warunkéw doswiadczalnych (Presgraves i wsp. 2004; Abramova i wsp.
2002; Gu i wsp. 2004). W stosowanym w niniejszej pracy protokole do$wiadczalnym
PPX 1 FTY720 podano w identycznym schemacie 1 mg/kg mc/ 24 godz. na godzing po
ostatniej iniekcji MPTP oraz przez dziesi¢¢ kolejnych dni. Dootrzewnowa dawka PPX
Img/kg mc ma udowodnione dziatanie neuroprotekcyjne w toksycznosci MPTP
(Kitamura i wsp. 1997; Zou i wsp. 2000). Dawka ta jest 10-30-krotnie nizsza
w porownaniu do apomorfiny i bromokryptyny, agonistow dopaminergicznych o niskim
powinowactwie do receptorow D3 (Griinblatt 1 wsp. 1999; Muralikrishnan
i Mohanakumar 1998). Dawka 1 mg/kg mc podana dootrzewnowo u myszy jest jednak
0 wiele wyzsza dawka niz 1,5 mg leku podawanego doustnic u cztowieka. Poziom PPX
w surowicy obserwowany po doustnym podaniu 1,5 mg PPX odpowiada 0,1-0,5 mg/kg
mc u myszy. Kilka badan potwierdza neuroprotekcyjny efekt niskiej dawki 0,1 mg/kg mc
PPX w toksyczno$ci MPTP u myszy (Joyce i wsp. 2004; Ramirez i wsp. 2003).

W niniejszej rozprawie ocena wilasciwosci neuroprotekcyjnych FTY720 1 PPX
w modelu toksyczno$ci MPTP u myszy zostala wykonana w oparciu o badanie poziomu
immunoreaktywnos$ci hydroksylazy tyrozynowej (TH-IR) w prazkowiu myszy poddanych
iniekcji MPTP. Pomiar poziomu TH-IR jest powszechng technika identyfikacji
wiasciwosci neuronow zdolnych do syntezy DA. Stopien obnizenia poziomu TH-IR
w catkowitym prazkowiu jest uznany jako marker stopnia zaniku zakonczen neuronoéw
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dopaminergicznych w tej strukturze mozgu (Stephenson i wsp. 2007). Pomiar poziomu
TH-IR jest rowniez uznang w literaturze technikg weryfikacji uszkodzen wywotanych
toksyng MPTP na poziomie prazkowia (Chagniel 1 wsp. 2012; Pain i wsp. 2013).
W przedstawionych w rozprawie wynikach wykazano 65% obnizenie poziomu TH-IR
w prazkowiu myszy poddanych dzialaniu MPTP w poréwnaniu do myszy kontrolnych, co
wskazuje na nieznacznie silniejszy stopien uszkodzenia prazkowia w porownaniu do
badan Chalimoniuk i wsp. (2006) Chagniel i wsp. (2012) oraz Pain i wsp. (2013),
w ktorych uzyskano 40% obnizenie TH-IR w tej czg¢sci mézgu w tym samym, badz
zblizonym schemacie ostrej toksycznosci MPTP. Zastosowany protokot podawania
toksyny MPTP byl identyczny jak w badaniach Chalimoniuk i wsp. (2006), ktorzy
wykazali 55, 62, i 66% obnizenie liczby TH-immunopozytywnych neurondw w czesci
zbitej istoty czarnej (SNpc), odpowiednio w 3, 7 i 14 dniu po podaniu MPTP
(w sumarycznej dawce 40 mg/kg mc). Weryfikacji modelu dokonano takze w oparciu
0 badania Breckenridge i wsp. (2013), ktore wykazaty, ze MPTP w dawce 10 mg/kg mc
podany w 4 iniekcjach w ciggu jednego dnia znacznie obniza poziom DA (~75-90%),
poziom DOPAC (~60-80 %) i HVA (~45-70 %) w prazkowiu myszy. W niniejszej
rozprawie wykazano, ze po podaniu FTY720 oraz PPX poziom TH-IR w prazkowiu
myszy poddanych dziataniu MPTP ulegat podwyzszeniu i wynosit on odpowiednio 90%
oraz 80% wartosci kontrolnej. Wynik ten po raz pierwszy pokazuje protekcyjny efekt
FTY720 w zwierzecym modelu ChP. Neuroprotekcyjny potencjat tego zwigzku zostat
potwierdzony u pacjentow z SM oraz w licznych modelach doswiadczalnych in vitro
i in vivo innych choréb neurologicznych. Zagadnienie to zostalo oméwione we
wprowadzeniu, W czesci ,, Dziatanie fingolimodu w ukladzie nerwowym” . Badania
zaprezentowane w rozprawie wykazaly, ze zastosowanie analogu sfingozyny w wiekszym
stopniu zapobiega obnizeniu poziomu TH-IR w prazkowiu myszy anizeli PPX, ktory jest
zwigzkiem 0 uznanych w literaturze wilasciwosciach protekcyjnych. Dla przyktadu,
badania Joyce i wsp. (2003,2004) wykazaty, ze PPX w niskiej dawce (0,1 mg/kg mc)
catkowicie znosil indukowang przez MPTP utrate komorek w rejonie istoty czarnej i pola
brzusznego nakrywki liczong jako TH-IR oraz obnizenie poziomu DAT w prazkowiu.
Mechanizm protekcyjnego dzialania PPX nie jest jednak w petni wyjasniony.

W niniejszej pracy podjelismy probe wyjasnienia protekcyjnego dziatania
FTY720, ktéry jako analog sfingozyny moze regulowa¢ aktywno$¢ kluczowych
enzymow, bioragcych udzial w utrzymaniu biostatu sfingolipidowego (S1P/ceramid)
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1 wptywac na proces przezycia /$mierci komoérki. Zwigzek ten posiada udokumentowang
zdolno$¢ inhibicji zarowno Sphkl, ktora syntetyzuje S1P (Paugh 1 wsp. 2003),
jak 1 zdolnos¢ in vivo (w dawce 1mg/kg mc) inhibicji liazy S1P, ktora degraduje ten
aktywny lipid (Bihuvula i wsp. 2005). Badania Berdyshev i wsp. (2009) wykazaty,
ze FTY720 jest kompetencyjnym inhibitorem drugiej syntazy ceramidu (CerS2, warto$¢
ICs in vitro 6,4 uM). Zwigzek ten moze hamowac takze pozostate CerSs, lecz z mniejsza
skuteczno$cig. Wymagana jest w tych warunkach aktywnos¢ Sphkl, co potwierdzono
stosujac wyciszenie ekspresji gendw dla poszczegolnych izoform Sphk. W niniejszych
doswiadczeniach FTY720 podawany myszom kontrolnym nie wykazywat wptywu na
aktywno$¢, poziom ekspresji i poziom biatka Sphk1, jednak jego podanie myszom, ktore
otrzymaty MPTP znosilo hamujace dzialanie toksyny na poziom mRNA sphkl
w $srodmozgowiu myszy. W aktywacji ekspresji Sphkl przez FTY720 w mysim modelu
ChP moze bra¢ udziat zalezna od pobudzenia receptorow S1P aktywacja odpowiednich
czynnikow transkrypcyjnych (Huang i wsp. 2014). Mechanizm aktywacji ekspresji Sphkl
przez FTY720 nie zostat jednak w petni wyjasniony. PPX wywiera efekt stymulujacy
ekspresje Sphklw stopniu poréwnywalnym do FTY720. Dodatkowo PPX zwigksza
znamiennie poziom aktywnos$ci tego enzymu, ktory ulegal znamiennemu obnizeniu
w $rodmozgowiu myszy poddanych dziataniu MPTP. Pozytywny wplyw PPX na
aktywno$¢ kinazy Sphk1 moze by¢ nowym mechanizmem dziatania leku, niezaleznym od
aktywacji uktadu dopaminergicznego.

Kilka badan, w tym badania naszego zespotu pokazuje, ze pro-zyciowym szlakiem
aktywowanym przez PPX jest kinaza Akt. Presgraves i wsp. (2004) zaobserwowali
obnizenie protekcyjnych wilasciwosci PPX (100 puM) in vitro w stresie wywolanym
MPP+ w warunkach farmakologicznej inhibicji PI3K-Akt. W badaniach in vivo
przedstawionych w niniejszej rozprawie zar6wno PPX, jak i FTY720 zwickszaly
fosforylacje (na Ser 473), a tym samym aktywno$¢ pro-zyciowej Kkinazy Akt
w $rodmoézgowiu myszy poddanych dziataniu MPTP. Ponadto FTY720 zwigkszat zalezna
od kinazy Akt fosforylacje pro-apoptotycznego biatka Bad. Fosforylacja bialtka Bad na
Ser 136 powoduje jego zwigzanie si¢ z biatkiem adaptorowym 14-3-3 i sekwestracje
w cytoplazmie, uniemozliwiajac mu interakcje z pro-zyciowym biatkiem Bcl-XL.
W konsekwencji nie dochodzi do uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriow i aktywacji
procesu apoptozy, zaleznej od Bad (Masters i wsp. 2001). Mechanizm ten moze
tlumaczy¢ protekcyjna role zarowno FTY 720, jak i PPX. Badania Cassarino i wsp. (1998)
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pokazuja  zdolno§¢  PPX  do  hamowania  produkcji  RFT  zar6wno
w nier6znicowanych komérkach SH-SY5Y, jak i w prazkowiu szczura, a takze zalezny
od dawki PPX, pozytywny wplyw na stabilizacj¢ blony mitochondrialnej poprzez
uniemozliwienie dziatania biatka Bad. Ponadto liczne badania wykazaty, ze zarowno
PPX, jak i FTY720 aktywuja czynnik troficzny BDNF oraz zalezng od niego kinazg Akt
(Berghauzen-Maciejewska i wsp. 2015; Li i wsp. 2010; Du i wsp. 2005; Imamura i wsp.
2008; Merlo i wsp. 2011; Doi i wsp. 2013; Deogracias i wsp. 2012; Noda i wsp. 2013;
Sastry i Rao 2000). W niniejszych badaniach wykazano takze znamienny wzrost ekspresji
biatka bax w $rdédmozgowiu myszy poddanych dziataniu MPTP, co pozostaje w zgodzie
z badaniami w komorkowym modelu z uzyciem toksyny MPP+. Podanie PPX obniza
podwyzszony poziom mRNA bax w $rddmédzgowiu myszy poddanych dziataniu MPTP.
Obnizenie poziomu mMRNA biatka bax i wzrost ekspresji bcl-2 w modelu ChP,
indukowanym MPTP wykazano we wcze$niejszych badaniach (Shin i wsp. 2009)

W modelu toksycznos$ci ostrej zaobserwowa¢ mozna zalezny od dawki MPTP
ubytek neuronéw dopaminergicznych w prazkowiu, ktory jednak nie zawsze koreluje
z trwalym zaburzeniem zdolnosci lokomotorycznych myszy (Chagniel i wsp. 2012).
W przedstawionych badaniach aktywno$¢ motoryczna mierzona byla w tescie otwartego
pola i kolejno w te$cie Rotarod, ktore sg powszechnie wykorzystywane do oceny
aktywnos$ci motorycznej zwierzat W modelu toksycznosci MPTP. Badania nie wykazaty
trwatych deficytow ruchowych w warunkach swobodnej lokomocji, poziomu eksploracji
1 leku, mierzonych testem otwartego pola. W ocenie uwzgledniono nastepujace
parametry: calkowity dystans, czas przebywania i ilo§¢ wej$¢ do strefy centralnej oraz
czas ruchu/bezruchu. Spontaniczna aktywno$¢ ruchowa mierzona w tescie otwartego pola
nie jest zalezna wylacznie od podanej dawki MPTP, stopnia uszkodzenia neuronow
dopaminergicznych i obnizenia poziomu DA w prazkowiu, cho¢ niektére badania
wykazuja migdzy nimi wyrazng korelacj¢ (Fredriksson i Archer 1994; Tadano i wsp.
1987). Aktywno$¢ motoryczna zalezy od wielu dodatkowych czynnikow,
m.in. szczepu myszy, ich wieku, pici, masy ciata, drogi podania MPTP i czasu jaKi
uptyngt od podania toksyny do wykonania pomiaru. Badania Tomac i wsp. (1995)
i Fredriksson i wsp. (1999) pokazuja, ze przy zastosowaniu tego samego schematu
toksycznosci MPTP u myszy szczepu C57BL/6, oraz uzyskaniu podobnego obnizenia
poziomu DA w prazkowiu (0k. 80 %), aktywno$¢ myszy mierzona w pigtym dniu po
podaniu MPTP nie ulegata zmianie, podczas gdy po trzech tygodniach zaobserwowano
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wyrazne obnizenie aktywnos$ci lokomotorycznej. Z kolei w badaniach Chia i wsp. (1996),
w ktorych wykorzystano ten sam szczep C57BL/6, jednak osobniki o 2-4 tygodnie
mlodsze, mimo podania wigkszej dawki MPTP, zaobserwowano zwickszong aktywnos¢
ruchowa myszy z grupy MPTP wzgledem kontrolnych. Badania te pokazuja, ze przy
zachowaniu tych samych lub zblizonych warunkéow doswiadczalnych obnizenie
aktywnos$ci lokomotorycznej nie jest powtarzalne i nie jest pelnym odzwierciedleniem
stopnia uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych i obnizenia poziomu DA
w prazkowiu. Brak obserwowanych rdznic, rehabilitacja ruchowa myszy oraz wzrost
lokomocji  wynika¢ moga z funkcjonalnego wyréwnania zaburzen ukladu
dopaminergicznego przez uktad serotoninergiczny. Badania Mitra i wsp. (1992) pokazuja,
ze poziom serotoniny (5HT) w istocie czarnej, prazkowiu, ukladzie limbicznym,
moézdzku 1 rdzeniu przedluzonym byly podwyzszone trzy godziny po podaniu
pojedynczej dawki MPTP. Zgodnie z powyzszym, wzrastal takze metabolizm 5HT po
podaniu MPTP (Chia i wsp. 1996). Ponadto nadmierng aktywnos$¢ ruchowa indukowang
MPTP znosito podanie neurotoksyny serotoninergicznej (Chia i wsp. 1999). Nalezy
oczekiwac, ze brak zmian w przeprowadzonym w niniejszej pracy tescie jest wynikiem
funkcjonalnej kompensacji uktadu pozapiramidowego, ktora ma miejsce kilka dni po
podaniu MPTP 1 moze prowadzi¢ do braku reakcji lub nadmiernej aktywnosci ruchowe;j
myszy poddanych iniekcji MPTP, wzgledem tych ktérym podano sél fizjologiczna.
W badaniach Ferger i wsp. (2000), gdzie zastosowano schemat jednodniowego podania
MPTP (podskornie w sumarycznej dawce 40 mg/kg mc) 3-miesiecznym myszom szczepu
C57BL/6, w pierwszym dniu eksperymentu odnotowano 85 % obnizenie poziomu
lokomocji. W  przedstawionych ~w  niniejszej rozprawie  doswiadczeniach
z wykorzystaniem tego samego szczepu i dawki toksyny (podanej dootrzewnowo) nie
zaobserwowano zmian aktywnosci ruchowej w jedenastym dniu eksperymentu. W kilku
punktach  czasowych  catkowity = przebyty  dystans  ulegal  wydluzeniu
w grupie myszy MPTP poddanych dziataniu FTY720 lub PPX wzgledem myszy z grupy
MPTP. Majac na uwadze brak réznicy miedzy ta ostatnig grupa a kontrolg, zmiany
uznano za nieistotne. Zaobserwowano natomiast istotne zmiany zaréwno miedzy grupami
MPTP i kontrolng oraz MPTP 1 stosowanymi zwigzkami farmakologicznymi w tescie
Rotarod, ktory umozliwia badanie wymuszonej aktywno$ci motorycznej myszy po jej
umieszczeniu na obrotowym precie z liniowo wzrastajaca predkoscig. Odnotowano
znamienne w trzynastym oraz czternastym dniu eksperymentu skrocenie czasu

-131 -



Dyskusja

przebywania na obrotowym walcu w przypadku myszy z grupy MPTP w stosunku do
grupy kontrolnej. Szybszy czas upadku myszy poddanych dziataniu toksyny MPTP na
obrotowej biezni moze by¢ wynikiem nieprawidtowej koordynacji ruchowej, ale moze
by¢ spowodowany rowniez spowolnieniem ruchowym, gdyz test ten wymaga szybkiej
i cigglej adaptacji do wzrastajacej szybkoSci obrotow ruchomego walca. Trzecim
parametrem, jaki moze wplywac¢ na wynik testu jest sztywnos$¢ konczyn tylnych, ktora
sprawia, ze trudno jest umiesci¢ wszystkie cztery konczyny tak by utrzymaé rOwnowage.
Nalezy oczekiwaé, ze wynik testu Rotarod umozliwia ocene zbiorczg stopnia deficytu
wszystkich powyzszych parametrow, ktore w tescie wymuszonej aktywnosci ruchowej
dajg lepszy obraz zmian, zblizony do =zaburzen obserwowanych u pacjentow
w poczatkowych stadiach ChP (Sedelis i wsp. 2001). Wedtug Chagniel i wsp. (2012)
znamienne obnizenie aktywnoS$ci ruchowej myszy w tescie Rotarod obserwuje si¢ gdy
dochodzi do obnizenia poziomu TH-IR w prazkowiu 0 70 % wzgledem kontrolnej
warto$ci TH-IR. W niniejszych badaniach wykazaliSmy istotne 65 % obnizenia poziomu
TH-IR, $wiadczace 0 znacznym uszkodzeniu neurondéw prazkowia u myszy poddanych
dziataniu MPTP. W przeprowadzonym tescie Rotarod podanie FTY720 i PPX we
wszystkich trzech dniach eksperymentu skutkowalo dluzszym czasem przebywania
zwierzat na obrotowym walcu. Za znamienny uznano jedynie wynik z dwoéch ostatnich
dni eksperymentu z uwagi na istotne statystycznie obnizenie aktywnosci lokomotorycznej
myszy z grupy MPTP w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Podsumowujgc, wyniki analiz molekularnych wskazujg na neuroprotekcyjne
dziatanie FTY720, poréwnywalne z efektem PPX, wyrazone jako wzrost TH-IR
w prazkowiu myszy, wzrost ekspresji sphkl, fosforylacji/aktywnosci pro-zyciowej kinazy
Akt 1 zaleznej od niej fosforylacji biatka Bad w §rodmoézgowiu myszy w modelu ChP.
Ponadto, w niniejszej rozprawie uzyskano wzrost aktywnosci lokomotorycznej myszy po
podaniu FTY720, porownywalne z efektem PPX. Uzyskane wyniki moga stac si¢
pomocne w zrozumieniu roli FTY720 w modelu ChP i wskazuja na zasadno$¢ dalszych
badan nad dzialaniem tego leku zarowno w ChP, jak i innych chorobach

neurodegeneracyjnych.
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Podsumowanie

1) Wykazano, ze wywolany dzialaniem toksyny MPP+ stres oksydacyjny powoduje
obnizenie ekspresji/poziomu biatka i aktywnosci Sphkl1, wzrost ekspresji liazy S1P oraz
wzrost poziomu wolnych rodnikow, obnizenie Zzywotnos$ci i apoptoz¢ znaczacej puli
komoérek SH-SY5Y.

2) W warunkach farmakologicznego zahamowania aktywno$ci Sphkl stwierdzono
obnizenie poziomu fosforylacji/aktywnosci pro-zyciowej kinazy Akt, wzrost ekspresji
bialek pro-apoptotycznych Bax i Hrk, obnizenie poziomu immunoreaktywnosci
cytochromu ¢ we frakcji mitochondrialnej oraz wzrost immunoreaktywnosci fragmentu

polimerazy PARP-1 o cigzarze 89 kDa.

3) Egzogenny S1P (1 uM) powoduje wzrost ekspresji Sphk1, obnizenie poziomu wolnych
rodnikow oraz ekspresji biatek pro-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. FTY720-P -
modulator receptorow S1P oraz agonista receptora S1PR1 (SEW2871) zwigkszaja
zywotno$¢ komorek SH-SY5Y poddanych dziataniu MPP+.

4) Wykazano obnizenie Sphk1l na poziomie ekspresji/immunoreaktywno$¢i i aktywnosci

w §rodmoézgowiu myszy w zwierzgcym modelu ChP.

5) FTY720 i PPX (agonista receptoréw D2/D3) zwigkszajg poziom immunoreaktywnos$ci
hydroksylazy tyrozynowej (TH-IR) w prazkowiu myszy oraz fosforylacje/aktywno$é
kinazy Akt i fosforylacj¢ biatka Bad w srodmozgowiu myszy w modelu ChP. Obydwa

zwiazki poprawiajg funkcje¢ lokomotoryczng zwierzat.
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Whnioski

1) Zaburzenie enzyméw odpowiedzialnych za metabolizm S1P, obnizenie syntezy tego
aktywnego lipidu i wzrost jego degradacji sg istotne w stresie oksydacyjnym wywolanym
MPP+ w komérkach SH-SYSY. Wyniki wskazuja, ze aktywacja Sphkl oraz inhibicja
liazy S1P moga by¢ punktem uchwytu w neuroprotekcji.

2) Farmakologiczne hamowanie aktywnosci Sphkl powoduje, podobnie jak MPP+,
zaburzenia procesOw molekularnych 1 aktywacje szlaku apoptozy, co wskazuje na istotne
znaczenie Sphkl w mechanizmie $mierci komorek neuronalnych SH-SY5Y w modelu

ChP.

3) Dzialanie neuroprotekcyjne FTY720-P i SEW2871 wskazuje na istotne znaczenie
aktywacji $ciezki sygnalizacyjnej zaleznej od pobudzenia receptora SIPR1 w stresie

oksydacyjnym wywotanym MPP+ w komérkach neuronalnych SH-SY5Y.

4) Zmiany Sphkl w zwierzecym modelu ChP mogg w istotny sposob zaburzaé

przekaznictwo informacji zalezne od pobudzenia receptorow S1P.

5) FTY720 wykazuje neuroprotekcyjny efekt porownywalny z PPX zaro6wno na poziomie
molekularnym, jak i w ocenie aktywnosci lokomotorycznej zwierzat w modelu ChP.
Wyniki wskazuja na zasadno$¢ dalszych badan nad dziataniem modulatoréw/agonistow

S1PR w modelach ChP.
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Ponizszy schemat obrazuje molekularne zmiany prowadzace do aktywacji szlakow
przezycia/$émierci komorek w modelu ChP, opracowane na podstawie wynikdéw niniejszej

rozprawy (Schemat 13.).

Ex S1P, SEW2871,
FTY720-P

Sphk1/S1P

Schemat 13. Mechanizmy molekularne w procesie przeiycia i Smierci komorek
w doswiadczalnym modelu ChP oraz w neuroprotekcyjnym dziataniu S1P wg danych
uzyskanych w niniejszej pracy.

objasnienia skrotow: MPTP/MPP+ - 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna/l-
metylo-4-fenylopirydyna, S1P — sfingozyno-1-fosforan, Ex S1P — egzogenny S1P, S1IPR1
— pierwszy receptor S1P, SEW2871 — agonista S1PR1, FTY720-P — ufosforylowany
fingolimod, Sphkl — kinaza sfingozyny 1, Akt — pro-zZyciowa kinaza, ktora jest kluczowym
biatkiem efektorowym szlakow zaleznych od pobudzenia receptora SIPR1, Bax, Hrk, Bad
— biatka pro-apoptotyczne z rodziny Bcl-2, 14-3-3- biatko adaptorowe dla biatka Bad,
ktore powoduje jego sekwestracie w cytoplazmie, WR — wolne rodniki, SOD2 -
mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa, NADH oks/red — dehydrogenaza NADH.
Czarny kolor strzatek — dziatanie MPTP/MPP+. Zielony kolor strzatek — dziatanie
agonistow S1PR1 w stresie oksydacyjnym MPTP/MPP+.
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Etiopatogeneza idiopatycznej Choroby Parkinsona (ChP) pomimo wieloletnich
badan nie zostala w pelni wyjasniona, a jej terapia pozostaje nieskuteczna. Poznanie
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za obumieranie neuronow w ChP jest
istotnym wyzwaniem dla wspolczesnej nauki. W ostatniej dekadzie dokonat si¢ ogromny
postep w zrozumieniu roli zaburzen sfingolipidow w patogenezie/patomechanizmie
chorob neurodegeneracyjnych, takich jak stwardnienie rozsiane (sclerosis multiplex, SM)
niedotlenienie/niedokrwienie mozgu, urazowe uszkodzenie moézgu czy Choroba
Alzheimera (ChA). Badania ostatnich lat wskazujg na udzial zmian w homeostazie
bioaktywnych sfingolipidow. W procesie tym kluczowg role petnig kinazy sfingozyny
(Sphk1/2) (EC:2.7.1.91), ktéore s3 konserwatywnymi enzymami lipidowymi,
przeprowadzajacymi fosforylacje sfingozyny do sfingozyno-1-fosforanu (S1P). S1P
syntetyzowany przez Sphkl jest wysoce reaktywna czasteczka, ktora wywiera dziatanie
anty-apoptotyczne, bierze udziat w regulacji procesOw neurogenezy, roznicowania,
migracji komorek oraz ich programowanej $mierci. S1P dziata na komoérke w dwojaki
sposob: jako wewnatrzkomérkowy przekaznik drugiego rzedu oraz jako przekaznik
pierwszego rzedu, za posrednictwem pigciu receptoréow blonowych sprzgzonych
z biatkami G: S1PR1-5. Obie kinazy (Sphkl i Sphk2) petnig kluczowa role
w regulacji przezycia/$émierci komorki poprzez utrzymywanie homeostazy aktywnych
sfingolipidéw, S1P oraz ceramidu. Lipidy te petnig przeciwstawng funkcj¢ odpowiednio
anty i pro-apoptotyczna, co czyni enzymy syntetyzujace i degradujgce S1P cennymi
punktami uchwytu w opracowywaniu nowych strategii terapeutycznych wielu choréb.
Wzrost poziomu S1P moze wpltywac na aktywacje procesOw nowotworzenia, natomiast
obnizenie jego poziomu i jednoczesny wzrost st¢zenia ceramidu obserwowany jest
w ChA oraz w przebiegu innych chor6b neurodegeneracyjnych. Agonista receptoréw S1P
- fingolimod (FTY720) jest pierwszym doustnym lekiem immunosupresyjnym w SM.
Znaczenie Sphk1/S1P w patologii ChP jest do chwili obecnej niewyjasnione.

Celem rozprawy bylo zbadanie poziomu ekspresji 1 aktywno$¢ Sphkl oraz jej
udzialu w mechanizmie $mierci komoérek nerwowych. Ponadto badano potencjalne
neuroprotekcyjne wlasciwosci S1P, jego analogow oraz agonistow receptorow S1P

w modelach do$wiadczalnych ChP.
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Zastosowano chemiczny model ChP, wywotany toksyna 1-metylo-4-
fenylopirydynag (MPP+) oraz jej prekursorem zdolnym przenika¢ barier¢ krew-moézg:
1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyng (MPTP). Dziataniu tej toksyny poddano
odpowiednio ludzka lini¢ komdérkowa neuroblastoma (SH-SYSY) oraz doroste myszy
szczepu C57BL/6. Celem pierwsze] cze$ci moich badan byla analiza poziomu
ekspresji/aktywnosci enzymow metabolizujacych S1P, ze szczegdlnym uwzglednieniem
Sphk1 oraz ocena protekcyjnych wlasciwosci i mechanizmu dziatania S1P w komodrkach
SH-SY5Y w stresie oksydacyjnym wywolanym MPP+ (3 mM). Prezentowane
W niniejszej pracy wyniki po raz pierwszy wykazaly obnizenie poziomu ekspresji
1 aktywnos$ci Sphk1 oraz jednoczesny wzrost ekspresji liazy S1P w komorkowym modelu
ChP. Wyniki wskazuja na obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu tego aktywnego
lipidu. Stwierdzono, ze hamowanie aktywnosci Sphkl powoduje wzrost poziomu
wolnych rodnikow (WR) oraz indukuje procesy molekularne prowadzace do aktywacji
apoptotycznej $mierci komorek. Stwierdzono, ze w mechanizmie $mierci komoérek
wywolanej zaré6wno toksycznoscia MPP+, jak i farmakologicznym obnizeniem
aktywnosci Sphkl zaangazowane sa procesy molekularne, prowadzace do wzrostu
ekspresji bialek pro-apoptotycznych (Bax i Hrk), obnizenia poziomu cytochromu ¢ we
frakcji mitochondrialnej oraz wzrostu aktywnosci kaspazy-3, ktorej markerem jest
obecno$¢ produktu proteolizy polimerazy poli(ADP-rybozy) PARP-1 o cigzarze 89 kDa.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze obnizenie ekspresji/aktywnosci Sphkl, a tym samym
syntezy SIP moze by¢ kluczowym zjawiskiem w mechanizmie $mierci komorek
w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego MPP+.

W kolejnych doswiadczeniach zbadano wptyw egzogennego S1P na zywotnos¢
komorek SH-SY5Y, poziom WR i wybrane procesy molekularne w warunkach
toksycznosci MPP+. Wykazano, ze S1P (1 pM) powoduje obnizenie poziomu WR
i ekspresji pro-apoptotycznych biatek Bax i Hrk, a takze wzrost ekspresji Sphkl
i zywotnosci komoérek SH-SYSY poddanych dziataniu MPP+. Analiza zywotnosci
komorek z udzialem agonistow 1 antagonistow poszczegdlnych typow receptorow S1P
wykazata, ze za cytoprotekcyjny efekt S1P w badanych warunkach stresowych
odpowiada aktywacja przekaznictwa zaleznego od receptora S1PR1. Podobny efekt
wykazuje analog S1P — FTY720 w formie ufosforylowanej (FTY720-P, 100 pM).
Potencjalne neuroprotekcyjne wiasciwosci FTY720 byly przedmiotem badan drugiego
etapu (in vivo) niniejszej rozprawy.
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Celem badan w zwierzegcym modelu ChP byla ocena dzialania
neuroprotekcyjnego FTY720 - analogu sfingozyny i agonisty/modulatora wszystkich
receptorow S1P z wyjatkiem SI1PR2, na zmiany molekularne oraz na poziom
immunoreaktywnos$ci hydroksylazy tyrozyny (TH) w prazkowiu i §rodmézgowiu myszy
oraz na aktywno$¢ motoryczng zwierzat. Efekt FTY720 poréwnywano z dzialaniem
pramipeksolu (PPX) — agonisty receptorow D2/D3 i leku stosowanego w terapii ChP.
Ponadto waznym zagadnieniem bylo zbadanie ekspresji 1 aktywno$ci Sphkl
w wybranych czeéciach mézgu myszy w modelu ChP. Badania dotyczyly réwniez
udziatu pro-zyciowej kinazy Akt i zaleznej od niej fosforylacji biatka Bad. Wszelkie
analizy prowadzono po iniekcji dootrzewnowej MPTP, ktorg podawano w schemacie
toksycznosci ostrej (w sumarycznej dawce 40 mg/kg mc w 3 iniekcjach). FTY720 i PPX
podawano w dawce 1 mg/kg mc 1 godz. po ostatniej iniekcji MPTP oraz przez
10 kolejnych dni. Stwierdzono neuroprotekcyjne wiasciwosci FTY720 w modelu ChP,
ktorych miarg byl wzrost poziomu immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej
(TH-IR) w prazkowiu myszy. Zmiana ta byta porownywalna z efektem uzyskanym po
podaniu PPX, ktory rowniez przeciwdzialat obnizeniu aktywnosci i ekspresji Sphkl
w toksycznosci MPTP. Uzyskane wyniki wykazaly obnizenie poziomu mRNA
1 immunoreaktywnos$¢i Sphk1, a takze aktywnos$ci tego enzymu w $Srodmozgowiu myszy
poddanych dziataniu MPTP. Wyniki in vivo potwierdzajg zmiany ekspresji i aktywnosci
Sphkl i kinazy Akt stwierdzone w modelu komoérkowym toksyczno$ci MPP+.
W mechanizmie dzialania obydwu substancji farmakologicznych stwierdzono udziat pro-
zyciowej kinazy Akt. Zaréwno FTY720, jak 1 PPX powodujag wzrost poziomu
fosforylacji/aktywnosci tej kinazy w srodmoézgowiu myszy poddanych dziataniu MPTP.
Zaobserwowano roéwniez zwigkszony poziom fosforylacji biatka Bad, zalezny od
aktywnos$ci kinazy Akt. W wyniku tej modyfikacji Bad moze ulega¢ sekwestracji
w cytozolu, co hamuje jego pro-apoptotyczne dziatanie. Stwierdzono réwniez obnizenie
poziomu ekspresji pro-apoptotycznego biatka Bax w $rodmoézgowiu myszy po podaniu
PPX w modelu toksycznosci MPTP. Analiza behawioralna wykazata, ze podanie FTY720
oraz PPX w porownywalnym stopniu znamiennie wplywa na poprawe¢ wymuszongj
aktywnos$ci motorycznej myszy, mierzonej testem Rotarod, w stosowanym modelu ChP.
Podsumowujac, prezentowane w niniejszej pracy badania po raz pierwszy wykazaty
obnizenie poziomu ekspresji/aktywnosci Sphkl w komoérkowym i zwierzecym modelu
ChP. Obnizona synteza S1P stanowi¢ moze istotny czynnik w patomechanizmie §mierci
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komorek nerwowych w przebiegu ChP. Uzyskane wyniki wskazuja na neuroprotekcyjna
role stymulacji receptorow SI1P przez specyficznych agonistow (S1P, SEW2871 -
agoniste receptora S1PR1) oraz przez FTY720-P, analog S1P i modulator wszystkich
receptorow dla S1P z wyjatkiem S1PR2. W zwierzecym modelu ChP FTY720 wykazuje
neuroprotekcyjny efekt porownywalny z PPX zar6wno na poziomie molekularnym,
jak 1 w ocenie aktywno$ci lokomotorycznej. Ponadto, w mechanizmie dziatania
neuroprotekcyjnego PPX stwierdzono jego wplyw na przemiany metaboliczne
bioaktywnych sfingolipidow. Uzyskane wyniki wskazuja na celowos¢ dalszych
poszukiwan nowych neuroprotektantéw dzialajacych na procesy przekaznictwa
informacji, zaleznej od receptorow S1P celem doskonalenia strategii terapeutycznych

Chp.
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Parkinson's disease (PD) is the most common serious movement
neurodegenerative disorder in the world with highly growing prevalence. PD is
characterized by selective loss of neurons in the substantia nigra, which cause is
enigmatic in most individuals. Current pharmacotherapy and surgery has beneficial but
limited effectiveness because of progressive degradation of neuronal cells. It is urgent
to identify promising targets and develop effective drugs. Therefore, searching for a new
mechanisms leading to the death of dopaminergic neurons and at the same time trying to
find a new disease-modifying pharmacological target is an important task for molecular
research. In the last decade it was observed enormous progress in understating the role
of sphingolipids in the pathogenesis of neurodegenerative diseases such as multiple
sclerosis (MS), hypoxia/ischemia, traumatic brain injury or Alzheimer's disease (AD).
Recent studies indicate the involvement of changes in bioactive sphingolipids
homeostasis. In this process, a key role play sphingosine kinases (Sphk1/2, EC: 2.7.1.91),
which are conserved lipid enzymes conducting the phosphorylation of sphingosine
to sphingosine-1-phosphate (S1P). This bioactive sphingolipid is implicated in almost all
fates of mammalian biology, including neurogenesis, angiogenesis, proliferation,
migration and regulation of cell survival and death. There are two isoforms of Sphks:
Sphk1 and Sphk2. The intracellular pool of S1P is synthesized predominantly by Sphk2,
which is mainly located in the cell nucleus and in the mitochondria. Apart from well-
established intracellular action, this bioactive molecule can be transported out of the cell
and exert mitogenic and anti-apoptotic effect in the autocrine and paracrine manner
as a ligand of five S1P-specific G protein coupled cell surface receptors. This pool of S1P
is synthesized predominantly by Sphkl. Sphkl and Sphk2 are essential enzymes
in the regulation of S1P level, hence the level of its precursor - ceramide, which play
an opposite role within a cell. Whereas S1P has been associated with cell growth
and survival, ceramide has been shown to be important in growth arrest and apoptosis.
The equilibrium between the above sphingolipids, also called ‘sphingolipid rheostat’ is
regulated by Sphkl and Sphk2, making them a key controller of cell fate and attractive
targets in the development of therapeutic strategy. Sphingolipid rheostat concept has
important clinical implications. There is substantial evidence to support a role of S1P

reduced level connected with an increase of ceramide concentration in post mortem brains
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of AD patients. On the other hand, Fingolimod (FTY720) - sphingosine analog and
agonist of all S1P receptors without S1IPR2 is the first oral drug approved by the FDA for
MS. However, until now the role of S1P disturbances in PD remains unknown.

The main goal of our study was to examine the expression and activity of Sphkl
and its role in the mechanism of neuronal cell death in cellular and animal PD model.
Moreover, we studied the potential neuroprotective properties of the S1P receptors
agonists and modulator (FTY720) at the molecular level and estimated animals motor
activity in in vitro/in vivo model of PD.

Our study was divided into two parts: conducted in sequence in vitro and
in vivo model of PD. We used neurotoxin 1-methyl-4-phenylpyridine (MPP +) and its
precursor able to cross the blood-brain barrier: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP), which were subjected to human neuroblastoma cell line (SH-
SY5Y) and adult C57BL/6 mice respectively. The aim of in vitro study was to determine
the expression and activity of Sphkl and the role of this enzyme in oxidative stress,
evoked by MPP+ in SH-SY5Y cells. Moreover, the neuroprotective effect of S1P and its
analogs in oxidative stress conditions was evaluated. Current data showed for the first
time that exposure to MPP+ (3 mM) leads to a time dependent decrease in the expression,
protein level and activity of an Sphkl enzyme, which suggest crucial role of Sphkl
in alteration of cell viability in MPP+-induced stress conditions. We indicated that
pharmacological inhibition of Sphkl, by using compound SKI Il (5uM), leads to free
radicals (FR) generation, reduction of cell viability and apoptotic death. SKI Il similarly
to MPP+ increased expression of two pro-apoptotic Bcl-2 proteins Bax and BH3-only
protein Hrk and decreased a cytochrome c level in a mitochondrial fraction, leading
to caspase-dependent poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) proteolysis.

Moreover inhibition of Sphkl induced presynaptic terminals protein, alpha-
synuclein (ASN) release into extracellular compartment. On the other hand, exogenously
added ASN reduced Sphk1 activity and close the vicious circle of events, that leads to
neuronal cell death. Our results indicate that reduction of Sphkl gene expression/activity
and thus the synthesis of S1P could be a key event in the mechanism of cell death induced
by MPP +. Exogenous SIP (I1uM) in MPP+ induced oxidative stress attenuated FR
generation and increased survival of neuronal cells. S1P significantly reduced the
expression of pro-apoptotic proteins Bax and Hrk as well as the number of apoptotic
cells. The possible receptor mediated mechanism was evaluated by using specific agonists
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and antagonists of S1PR1, S1IPR2 and S1PR3 receptors. Our study demonstrated that
neuroprotective effect of S1IP is S1PR1 receptor-mediated. Additionally the viability
of SH-SY5Y cells was elevated by S1P analog -P-FTY720, which, besides having well
established anti-inflammatory properties, also has a neuroprotective effect.

In the next step the most important results obtained in in vitro study were verified
in mice PD model, induced by MPTP. This neurotoxin was administered in acute toxicity
protocol (in 3 intraperitoneal (i.p.) injections in total dose of 40 mg/kg bw). Our results
showed decrease in MRNA level and immunoreactivity of Sphkl as well as the activity
of this enzyme in the mouse midbrain. The results confirm main changes identified
in MPP+ cellular toxicity. Moreover the effect of S1P receptors modulator— FTY720
on molecular changes in two parts of mouse brain (striatum and midbrain) and locomotor
activity was investigated. The effect of FTY720 was compared with pramipexole (PPX),
dopamine D2/D3 receptors agonist. Mice had received i.p. injection of FTY720 or PPX
(Img/kg bw) in sequence during 10 days. Parkinsonian mice exhibited significant loss
of dopaminergic nerve terminals within striatum, evaluated as reduced immunreactivity
level of tyrosine hydroxylase (TH-IR). Our data for the first time indicated that FTY720
in comparable level to PPX significantly up-regulated TH-IR in MPTP mice striatum.
These changes were accompanied by activation of Sphk1 activity and expression, as well
as activation of another pro-survival Akt kinase phosphorylation/activity. Both
compounds increased significantly phospho-Akt immunoreactivity level in MPTP-treated
mice midbrain. Subsequently, FTY720 abolished the reduction of BAD protein
phosphorylation in MPTP mice midbrain, which should protect cells against BAD-
mediated mitochondrial disturbances and cell death. Finally, the significant changes in
forced motor activity measured by Rotarod test were found. Total time spent
on the accelerating rod in third day of experiment was increased almost two-fold after
FTY720 administration, which gives an effect similar to PPX.

Presented in following dissertation data suggest that Sphkl alterations and
reduced S1P synthesis can be a significant factor in the pathogenesis of neuronal cell
death in the course of PD and other neurodegenerative diseases. Moreover, present study
indicated the new neuroprotective mechanism of PPX action connected with sphingolipid
signalling activation. Our results support a protective role of S1P receptor stimulation
directly by exogenous S1P and S1PR1 agonist (SEW2871) in in vitro study and
sphingosine analog and S1PR modulator - FTY720 in in vivo PD model. Indicated
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neuroprotective mechanisms and importance of S1P receptors stimulation should be
considered in view of its potent actions in therapeutic strategy of PD.

- 143 -



Literatura

Literatura

Abramova NA, Cassarino DS, Khan SM, Painter TW, Bennett JP. Inhibition by R(+) or
S(-) pramipexole of caspase activation and cell death induced by methylpyridinium ion or
beta amyloid peptide in SH-SY5Y neuroblastoma. J Neurosci Res 2002; 67: 494-500.

Adamczyk A, Czapski GA, Kazmierczak A, Strosznajder JB. Effect of N-methyl-D-
aspartate (NMDA) receptor antagonists on alpha-synuclein-evoked neuronal nitric oxide
synthase activation in the rat brain. Pharmacol Rep 2009; 61: 1078-85.

Adamczyk A, Kacprzak M, Kazmierczak A. Alpha-synuclein decreases arachidonic acid
incorporation into rat striatal synaptoneurosomes. Folia Neuropathol 2007; 45: 230-5.

Adamczyk A, Kazmierczak A, Czapski GA, Strosznajder JB. Alpha-Synuclein induced
cell death in mouse hippocampal (HT22) cells is mediated by nitric oxide-dependent
activation of caspase-3. FEBS Lett 2010; 584: 3504-8.

Adamczyk A, Kazmierczak A, Strosznajder JB. Alpha-Synuclein and its neurotoxic
fragment inhibit dopamine uptake into rat striatal synaptosomes. Relationship to nitric
oxide. Neurochem Int 2006; 49: 407-12.

Adamczyk A, Strosznajder JB. Alpha-synuclein potentiates Ca2+ influx through voltage-
dependent Ca2+ channels. Neuroreport 2006; 17: 1883-6.

Adams-Carr KL, Bestwick JP, Shribman S, Lees A, Schrag A, Noyce AJ. Constipation
preceding Parkinson’s disease: a systematic review and meta-analysis. J Neurol
Neurosurg Psychiatry. 2016; 87: 710-6.

Adem A, Mattsson ME, Nordberg A, Pahlman S. Muscarinic receptors in human SH-
SY5Y neuroblastoma cell line: regulation by phorbol ester and retinoic acid-induced
differentiation. Brain Res. 1987; 430:235-42.

Ader |, Brizuela L, Bouquerel P, Malavaud B, Cuvillier O. Sphingosine kinase 1: a new
modulator of hypoxia inducible factor lalpha during hypoxia in human cancer cells.
Cancer Res 2008; 68: 8635—42.

Akahoshi N, Ishizaki Y, Yasuda H, Murashima YL, Shinba T, Goto K, i wsp.. Frequent
spontaneous seizures followed by spatial working memory/anxiety deficits in mice
lacking sphingosine 1-phosphate receptor 2. Epilepsy Behav. 2011; 22: 659-65.

Alam Q, Alam MZ, Mushtag G, Damanhouri GA, Rasool M, Kamal MA, Haque A.
Inflammatory Process in Alzheimer's and Parkinson's Diseases: Central Role of
Cytokines. Curr Pharm Des. 2016; 22:541-8.

Allende ML, Sasaki T, Kawai H, Olivera A, Mi Y, Van Echten-Deckert G, i wsp. Mice
deficient in sphingosine kinase 1 are rendered lymphopenic by FTY720. J Biol Chem
2004; 279: 52487-92.

Alvarez SE, Harikumar KB, Hait NC, Allegood J, Strub GM, Kim EY, i wsp.
Sphingosine-1-phosphate is a missing cofactor for the E3 ubiquitin ligase TRAF2. Nature
2010; 465: 1084-8.

Anastasiadou S, Kndll B. The multiple sclerosis drug fingolimod (FTY720) stimulates
neuronal gene expression, axonal growth and regeneration. Exp Neurol 2016; 279: 243—
60.

- 144 -



Literatura

Ancellin N, Colmont C, Su J, Li Q, Mittereder N, Chae SS, i wsp. Extracellular export
of sphingosine kinase-1 enzyme. Sphingosine 1-phosphate generation and the induction
of angiogenic vascular maturation. J Biol Chem 2002; 277: 6667—75.

Andersen JK. Oxidative stress in neurodegeneration: cause or consequence? Nat Med
2004; 10 Suppl: S18-25.

Andreassen OA, Ferrante RJ, Dedeoglu A, Albers DW, Klivenyi P, Carlson EJ, i wsp.
Mice with a partial deficiency of manganese superoxide dismutase show increased
vulnerability to the mitochondrial toxins malonate, 3-nitropropionic acid, and MPTP. Exp
Neurol 2001; 167: 189-95.

Argraves KM, Argraves WS. HDL serves as a S1P signaling platform mediating a
multitude of cardiovascular effects. J Lipid Res 2007; 48: 2325-33.

Artal-Sanz M, Tavernarakis N. Prohibitin and mitochondrial biology. Trends Endocrinol
Metab. 2009; 20: 394-401.

Asle-Rousta M, Kolahdooz Z, Oryan S, Ahmadiani A, Dargahi L. FTY720 (fingolimod)
attenuates beta-amyloid peptide (AP42)-induced impairment of spatial learning and
memory in rats.J Mol Neurosci. 2013;50: 524-32.

Baker DL, Pham TCT, Sparks MA. Structure and catalytic function of sphingosine
kinases : Analysis by site-directed mutagenesis and enzyme Kinetics. Biochim Biophys
Acta. 2013; 1831:139-46.

Ballard PA, Tetrud JW, Langston JW. Permanent human parkinsonism due to 1-methyl-
4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP): seven cases. Neurology 1985; 35:949-56.

Bandhuvula P, Tam Y'Y, Oskouian B, Saba JD. The immune modulator FTY720 inhibits
sphingosine-1-phosphate lyase activity. J Biol Chem 2005; 280: 33697-700.

Bao Y, Li K, Guo Y, Wang Q, Li Z, Yang Y, i wsp. Tumor suppressor PRSS8 targets
signaling in colorectal cancer. Oncotarget. 2016; 7 :26780-92.

Bassetti CL, Bornatico F, Fuhr P, Schwander J, Kallweit U, Mathis J, i wsp. Pramipexole
versus dual release levodopa in restless legs syndrome: a double blind, randomised, cross-
over trial. Swiss Med Wkly. 2011; 141:w13274.

Baudhuin LM, Jiang Y, Zaslavsky A, Ishii I, Chun J, Xu Y. S1P3-mediated Akt
activation and cross-talk with platelet-derived growth factor receptor (PDGFR). FASEB J
2004; 18: 341-3.

Beach TG, Adler CH, Dugger BN, Serrano G, Hidalgo J, Henry-Watson J, i wsp.
Submandibular gland biopsy for the diagnosis of Parkinson disease. J Neuropathol Exp
Neurol 2013; 72: 130-6.

Beavan M, McNeill A, Proukakis C, Hughes D a, Mehta A, Schapira AH V. Evolution
of Prodromal Clinical Markers of Parkinson Disease in a GBA Mutation-Positive Cohort.
JAMA Neurol 2015; 72: 201-8.

Beckham TH, Cheng JC, Lu P, Shao Y, Troyer D, Lance R, i wsp.Acid ceramidase
induces sphingosine kinase 1/S1P receptor 2-mediated activation of oncogenic Akt
signaling. Oncogenesis 2013; 2: e49.

Bennett J, Burns J, Welch P, Bothwell R. Safety and Tolerability of R(+) Pramipexole
in Mild-to-Moderate Alzheimer’s Disease. J Alzheimers Dis 2015; 49: 1179-87.

- 145 -



Literatura

Berdyshev E V., Gorshkova I, Skobeleva A, Bittman R, Lu X, Dudek SM, i wsp. FTY720
inhibits ceramide synthases and up-regulates dihydrosphingosine 1-phosphate formation
in human lung endothelial cells. J Biol Chem 2009; 284: 5467-77.

Berghauzen-Maciejewska K, Wardas J, Kosmowska B, Domin H, Smialowska M,
Glowacka U, Ossowska K. Adaptive down-regulation of the serotonin transporter in the
6-hydroxydopamine-induced rat model of preclinical stages of Parkinson’s disease and
after chronic pramipexole treatment. Neuroscience. 2016 ;314: 22-34.

Berghauzen-Maciejewska K, Wardas J, Kosmowska B, Glowacka U, Kuter K, Ossowska
K. Alterations of BDNF and trkB mRNA expression in the 6-hydroxydopamine-induced
model of preclinical stages of Parkinson’s disease: an influence of chronic pramipexole in
rats. PLoS One 2015; 10: e0117698.

Bertrand E, Lechowicz W, Szpak GM, Dymecki J. Qualitative and quantitative analysis
of locus coeruleus neurons in Parkinson's disease. Folia Neuropathol. 1997;35:80-6.

Bezard E, Gross CE, Fournier M-C, Dovero S, Bloch B, Jaber M. Absence of MPTP-
Induced Neuronal Death in Mice Lacking the Dopamine Transporter. Exp Neurol 1999;
155: 268-73.

Bhaskara VK, Challa S, Panigrahi M, Babu PP. Differential PARP cleavage: an
indication for existence of multiple forms of cell death in human gliomas. Neurol India
2009; 57: 264-8.

Biedler JL, Helson L, Spengler BA. Morphology and growth, tumorigenicity, and
cytogenetics of human neuroblastoma cells in continuous culture. Cancer Res 1973; 33:
2643-52.

Billich A, Bornancin F, Dévay P, Mechtcheriakova D, Urtz N, Baumruker T.
Phosphorylation of the Immunomodulatory Drug FTY720 by Sphingosine Kinases. J Biol
Chem 2003; 278: 47408-15.

Bisaglia M, Mammi S, Bubacco L. Kinetic and structural analysis of the early oxidation
products of dopamine: analysis of the interactions with alpha-synuclein. J Biol Chem
2007; 282: 15597-605.

Blaho VA, Hla T. An update on the biology of sphingosine 1-phosphate receptors. J Lipid
Res 2014; 55: 1596-608.

Blanc CA, Rosen H, Lane TE. FTY720 (fingolimod) modulates the severity of viral-
induced encephalomyelitis and demyelination. J Neuroinflammation 2014; 11: 138.

Blesa J, Pifl C, Sanchez-Gonzalez MA, Juri C, Garcia-Cabezas MA, Adanez R, i wsp.
The nigrostriatal system in the presymptomatic and symptomatic stages in the MPTP
monkey model: A PET, histological and biochemical study. Neurobiol Dis 2012; 48: 79—
91.

Blesa J, Przedborski S. Parkinson’s disease: animal models and dopaminergic cell
vulnerability. Front Neuroanat 2014; 8: 155.

Blesa J, Trigo-Damas |, Quiroga-Varela A, Jackson-Lewis VR. Oxidative stress
and Parkinson’s disease. Front Neuroanat 2015; 9: 91.

Bogucki A. Apomorphine in advanced Parkinson disease. Neurol Neurochir Pol. 2013;
47: 476-83.

- 146 -



Literatura

Bohnen NI, Albin RL, Miiller ML, Petrou M, Kotagal V, Koeppe RA, i wsp. Frequency
of cholinergic and caudate nucleus dopaminergic deficits across the predemented
cognitive spectrum of Parkinson disease and evidence of interaction effects. JAMA
Neurol. 2015; 72: 194-200.

Bonhoure E, Lauret A, Barnes DJ, Martin C, Malavaud B, Kohama T, i wsp. Sphingosine
kinase-1 is a downstream regulator of imatinib-induced apoptosis in chronic myeloid
leukemia cells. Leukemia 2008; 22: 971-9.

Bouquerel P, Gstalder C, Miiller D, Laurent J, Brizuela L, Sabbadini RA, 1 wsp.Essential
role for SphK1/S1P signaling to regulate hypoxia-inducible factor 2a expression and
activity in cancer. Oncogenesis 2016; 5: e209.

Braak H, Del Tredici K, Riib U, De Vos RAI, Jansen Steur ENH, Braak E. Staging of
brain pathology related to sporadic Parkinson’s disease. Neurobiol Aging 2003; 24: 197—
211.

Braak H, Ghebremedhin E, Riib U, Bratzke H, Del Tredici K. Stages in the development
of Parkinson’s disease-related pathology. Cell Tissue Res. 2004; 318: 121-34.

Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 1976; 72: 248-54.

Bratton SB, Salvesen GS. Regulation of the Apaf-1-caspase-9 apoptosome. J Cell Sci
2010; 123: 3209-14.

Breckenridge CB, Berry C, Chang ET, Sielken RL Jr, Mandel JS. Association between
Parkinson's Disease and Cigarette Smoking, Rural Living, Well-Water Consumption,
Farming and Pesticide Use: Systematic Review and Meta-Analysis. PLoS One. 2016;
11:e0151841.

Breckenridge CB, Sturgess NC, Butt M, Wolf JC, Zadory D, Beck M, i wsp.
Pharmacokinetic, neurochemical, stereological and neuropathological studies on the
potential effects of paraquat in the substantia nigra pars compacta and striatum of male
C57BL/6J mice. Neurotoxicology. 2013; 37: 1-14.

Brinkmann V, Billich A, Baumruker T, Heining P, Schmouder R, Francis G, i wsp.
Fingolimod (FTY720): discovery and development of an oral drug to treat multiple
sclerosis. Nat Rev Drug Discov 2010; 9: 883-97.

Brinkmann V, Cyster JG, Hla T. FTY720: Sphingosine 1-phosphate receptor-1 in the
control of lymphocyte egress and endothelial barrier function. Am J Transplant. 2004; 4:
1019-25.

Brunkhorst R, Vutukuri R, Pfeilschifter W. Fingolimod for the treatment of neurological
diseases-state of play and future perspectives. Front Cell Neurosci 2014; 8: 283.

Buehrer BM, Bardes ES, Bell RM. Protein kinase C-dependent regulation of human
erythroleukemia (HEL) cell sphingosine kinase activity. Biochim Biophys Acta - Lipids
Lipid Metab 1996; 1303: 233-42.

Burns RS, Chiueh CC, Markey SP, Ebert MH, Jacobowitz DM, Kopin 1J. A primate
model of parkinsonism: selective destruction of dopaminergic neurons in the pars
compacta of the substantia nigra by N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine. Proc
Natl Acad Sci U S A 1983; 80: 4546-50.

- 147 -



Literatura

Cabin DE, Shimazu K, Murphy D, Cole NB, Gottschalk W, Mcllwain KL, i wsp.Synaptic
vesicle depletion correlates with attenuated synaptic responses to prolonged repetitive
stimulation in mice lacking alpha-synuclein. J Neurosci 2002; 22: 8797-807.

Cain K, Bratton SB, Cohen GM. The Apaf-1 apoptosome: A large caspase-activating
complex. Biochimie. 2002; 84: 203-14.

Camprubi-Robles M, Mair N, Andratsch M, Benetti C, Beroukas D, Rukwied R,
I wsp.Sphingosine-1-phosphate-induced nociceptor excitation and ongoing pain behavior
in mice and humans is largely mediated by S1P3 receptor. J Neurosci 2013; 33: 2582-92.

Cassarino DS, Fall CP, Smith TS, Bennett JP. Pramipexole reduces reactive oxygen
species production in vivo and in vitro and inhibits the mitochondrial permeability
transition produced by the parkinsonian neurotoxin methylpyridinium ion. J Neurochem
1998; 71: 295-301.

Cassarino DS, Fall CP, Swerdlow RH, Smith TS, Halvorsen EM, Miller SW, i wsp.
Elevated reactive oxygen species and antioxidant enzyme activities in animal and cellular
models of Parkinson’s disease. Biochim Biophys Acta. 1997; 1362: 77-86.

Cassarino DS, Parks JK, Parker WD, Bennett JP. The parkinsonian neurotoxin MPP+
opens the mitochondrial permeability transition pore and releases cytochrome c in
isolated mitochondria via an oxidative mechanism. Biochim Biophys Acta. 1999; 1453:
49-62.

Ceccom J, Loukh N, Lauwers-Cances V, Touriol C, Nicaise Y, Gentil C, i wsp. Reduced
sphingosine kinase-1 and enhanced sphingosine 1-phosphate lyase expression
demonstrate deregulated sphingosine 1-phosphate signaling in Alzheimer’s disease. Acta
Neuropathol Commun 2014; 2: 12.

Chagniel L, Robitaille C, Lacharité-mueller C, Bureau G, Cyr M. Partial dopamine
depletion in MPTP-treated mice differentially altered motor skill learning and action
control. Behav Brain Res. 2012; 228: 9-15.

Chaitanya G, Alexander JS, Babu P. PARP-1 cleavage fragments: signatures of cell-death
proteases in neurodegeneration. Cell Commun Signal 2010; 8: 31.

Chaitanya GV, Babu PP. Activation of calpain, cathepsin-b and caspase-3 during
transient focal cerebral ischemia in rat model. Neurochem Res 2008; 33: 2178-86.

Chaitanya GV, Babu PP. Differential PARP cleavage: An indication of heterogeneous
forms of cell death and involvement of multiple proteases in the infarct of focal cerebral
ischemia in rat. Cell Mol Neurobiol 2009; 29: 563-73.

Chalimoniuk M, Langfort J. The effect of subchronic, intermittent L-DOPA treatment on
neuronal nitric oxide synthase and soluble guanylyl cyclase expression and activity in the
striatum and midbrain of normal and MPTP-treated mice. Neurochem Int. 2007; 50: 821-
33.

Chalimoniuk M, Lukacova N, Marsala J, Langfort J. Alterations of the expression and
activity of midbrain nitric oxide synthase and soluble guanylyl cyclase in 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine-induced Parkinsonism in mice. Neuroscience. 2006;
141: 1033-46.

Chalimoniuk M, Stolecka A, Zieminska E, Stepien A, Langfort J, Strosznajder JB.
Involvement of multiple protein kinases in cPLA2 phosphorylation, arachidonic acid

- 148 -



Literatura

release, and cell death in in vivo and in vitro models of 1-methyl-4-phenylpyridinium-
induced parkinsonism--the possible key role of PKG. J Neurochem. 2009; 110: 307-17.

Chau KY, Cooper JM, Schapira AH V. Pramipexole reduces phosphorylation of alpha-
synuclein at serine-129. J Mol Neurosci 2013; 51: 573-80.

Chaudhuri AD, Choi DC, Kabaria S, Tran A, Junn E. MicroRNA-7 Regulates the
Function of Mitochondrial Permeability Transition Pore by Targeting VDACL1
Expression.J Biol Chem. 2016; 291: 6483-93.

Chaudhuri KR, Schapira AH. Non-motor symptoms of Parkinson’s disease: dopaminergic
pathophysiology and treatment. Lancet Neurol. 2009; 8: 464-74.

Chen CX, Huang SY, Zhang L, Liu YJ. Synaptophysin enhances the neuroprotection of
VMAT2 in MPP+-induced toxicity in MN9D cells. Neurobiol Dis. 2005; 19: 419-26.

Chen S, Lee JM, Zeng C, Chen H, Hsu CY, Xu J. Amyloid beta peptide increases DP5
expression via activation of neutral sphingomyelinase and JNK in oligodendrocytes.
J Neurochem 2006; 97: 631-40.

Cheng L, Chen Y zheng, Peng Y, Yi N, Gu X shi, Jin Y, i wsp. Ceramide production
mediates cinobufotalin-induced growth inhibition and apoptosis in cultured hepatocellular
carcinoma cells. Tumor Biol 2015; 36: 5763—71.

Cheshire P, Ayton S, Bertram KL, Ling H, Li A, McLean C, Halliday GM, O'Sullivan
SS, Revesz T, Finkelstein DI, Storey E, Williams DR. Serotonergic markers in
Parkinson's disease and levodopa-induced dyskinesias. Mov Disord. 2015; 30: 796-804.

Cheung YT, Lau WK, Yu MS, Lai CS, Yeung SC, So KF, Chang RC. Effects of all-trans-
retinoic acid on human SH-SY5Y neuroblastoma as in vitro model in neurotoxicity
research. Neurotoxicology 2009; 30: 127-35.

Chia LG, Ni DR, Cheng FC, Ho YP, Kuo JS. Intrastriatal injection of 5,7-
dihydroxytryptamine decreased 5-HT levels in the striatum and suppressed locomotor
activity in C57BL/6 mice. Neurochem Res 1999; 24: 719-22.

Chia LG, Ni DR, Cheng LJ, Kuo JS, Cheng FC, Dryhurst G. Effects of 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine and 5,7-dihydroxytryptamine on the locomotor activity
and striatal amines in C57BL/6 mice. Neurosci Lett 1996; 218: 67—71.

Chiba Y, Takeuchi H, Sakai H, Misawa M. SKI Il, an inhibitor of sphingosine kinase,
ameliorates antigen-induced bronchial smooth muscle hyperresponsiveness, but not
airway inflammation, in mice. J Pharmacol Sci 2010; 114: 304-10.

Chipuk JE, Moldoveanu T, Llambi F, Parsons MJ, Green DR. The BCL-2 family reunion.
Mol Cell. 2010; 37: 299-310.

Choi JW, Gardell SE, Herr DR, Rivera R, Lee CW, Noguchi K, i wsp. FTY720
(fingolimod) efficacy in an animal model of multiple sclerosis requires astrocyte
sphingosine 1-phosphate receptor 1 (S1P1) modulation. Proc Natl Acad Sci U S A 2011,
108: 751-6.

Christoffersen C, Obinata H, Kumaraswamy SB, Galvani S, Ahnstrom J, Sevvana M,
i wsp.Endothelium-protective sphingosine-1-phosphate provided by HDL-associated
apolipoprotein M. Proc Natl Acad Sci U S A 2011; 108: 9613-8.

Chun J, Hartung H-P. Mechanism of action of oral fingolimod (FTY720) in multiple
sclerosis. Clinical neuropharmacology. 2011. p. 91-101.
- 149 -



Literatura

Ciccarone V, Spengler BA, Meyers MB, Biedler JL, Ross RA. Phenotypic diversification
in human neuroblastoma cells: Expression of distinct neural crest lineages. Cancer Res
1989; 49: 219-25.

Cieslik M, Czapski GA, Strosznajder JB. The molecular mechanism of amyloid p42
peptide toxicity: The role of sphingosine kinase-1 and mitochondrial sirtuins. PLoS One.
2015; 10:e0137193.

Colombini M. Ceramide channels and mitochondrial outer membrane permeability.
J Bioenerg Biomembr. 2016 [Epub ahead of print]

Couttas TA, Kain N, Daniels B, Lim XY, Shepherd C, Kril J, Pickford R, Li H, Garner B,
Don AS. Loss of the neuroprotective factor Sphingosine 1-phosphate early in Alzheimer's
disease pathogenesis. Acta Neuropathol Commun. 2014; 2: 9.

Cuvillier O, Levade T. Sphingosine 1-phosphate antagonizes apoptosis of human
leukemia cells by inhibiting release of cytochrome ¢ and Smac/DIABLO from
mitochondria. Blood 2001; 98: 2828-36.

Cuvillier O, Pirianov G, Kleuser B, Vanek PG, Coso OA, Gutkind JS, i wsp. Suppression
of ceramide-mediated programmed cell death by sphingosine-1-phosphate. Nature 1996;
381: 800-3.

Czapski GA, Gassowska M, Wilkaniec A, Cieslik M, Adamczyk A. Extracellular alpha-
synuclein induces calpain-dependent overactivation of cyclin-dependent kinase 5 in vitro.
FEBS Lett 2013; 587: 3135-41.

Czapski GA, Strosznajder JB. Bialka a stres oksydacyjny. Mozg a stres, Wydawnictwo
Platan, Krakow 2008.

Czech B, Pfeilschifter W, Mazaheri-Omrani N, Strobel MA, Kahles T, Neumann-
Haefelin T, i wsp. The immunomodulatory sphingosine 1-phosphate analog FTY720
reduces lesion size and improves neurological outcome in a mouse model of cerebral
ischemia. Biochem Biophys Res Commun 2009; 389: 251-6.

Czubowicz K, Cieslik M, Pyszko J, Strosznajder JB, Strosznajder RP. Sphingosine-1-
phosphate and its effect on glucose deprivation/glucose reload stress: from gene
expression to neuronal survival. Mol Neurobiol 2015; 51: 1300-8.

Czubowicz K, Strosznajder R. Ceramide in the Molecular Mechanisms of Neuronal Cell
Death. The Role of Sphingosine-1-Phosphate. Mol Neurobiol. 2014; 50:26-37.

D’Amours D, Sallmann FR, Dixit VM, Poirier GG. Gain-of-function of poly(ADP-
ribose) polymerase-1 upon cleavage by apoptotic proteases: implications for apoptosis.
J Cell Sci 2001; 114: 3771-8.

Dabrowska M, Schinwelski M, Sitek EJ, Muraszko-Klaudel A, Brockhuis B, Jamrozik Z,
Stawek J. The role of neuroimaging in the diagnosis of the atypical parkinsonian
syndromes in clinical practice. Neurol Neurochir Pol. 2015; 49: 421-31.

Dauer W, Przedborski S. Parkinson’s Disease: Mechanisms and Models. Neuron 2003;
39: 889-909.

de Bie RM, Gladstone RM, Strafella AP, Ko JH, Lang AE. Manganese-induced
Parkinsonism associated with methcathinone (Ephedrone) abuse. Arch Neurol.
2007 ;64:886-9.

- 150 -



Literatura

Deogracias R, Yazdani M, Dekkers MPJ, Guy J, lonescu MCS, Vogt KE, i wsp.
Fingolimod, a sphingosine-1 phosphate receptor modulator, increases BDNF levels and
improves symptoms of a mouse model of Rett syndrome. Proc Natl Acad Sci U S A
2012; 109: 14230-5.

Dexter DT, Jenner P. Parkinson disease: from pathology to molecular disease
mechanisms. Free Radic Biol Med. 2013; 62: 132-44.

Ding G, Sonoda H, Yu H, Kajimoto T, Goparaju SK, Jahangeer S, i wsp. Protein Kinase
D-mediated phosphorylation and nuclear export of sphingosine kinase 2. J Biol Chem
2007; 282: 27493-502.

Ding X, Chaiteerakij R, Moser CD, Shaleh H, Boakye J, Chen G, i wsp.Antitumor effect
of the novel sphingosine kinase 2 inhibitor ABC294640 is enhanced by inhibition of
autophagy and by sorafenib in human cholangiocarcinoma cells. Oncotarget. 2016; 7:
20080-92.

Dipasquale B, Marini AM, Youle RJ. Apoptosis and DNA degradation induced by 1-
methyl-4-phenylpyridinium in neurons. Biochem Biophys Res Commun 1991; 181:
1442-8.

Doi Y, Takeuchi H, Horiuchi H, Hanyu T, Kawanokuchi J, Jin S, i wsp.Fingolimod
Phosphate Attenuates Oligomeric Amyloid B-Induced Neurotoxicity via Increased Brain-
Derived Neurotrophic Factor Expression in Neurons. PLoS One 2013; 8: 1-10.

Don AS, Martinez-Lamenca C, Webb WR, Proia RL, Roberts E, Rosen H. Essential
requirement for sphingosine kinase 2 in a sphingolipid apoptosis pathway activated by
FTY720 analogues. J Biol Chem 2007; 282: 15833-42.

Donadio V, Incensi A, Leta V, Giannoccaro MP, Scaglione C, Martinelli P, i wsp. Skin
nerve a-synuclein deposits: a biomarker for idiopathic Parkinson disease. Neurology
2014; 82: 1362-9.

Dorsey ER, Constantinescu R, Thompson JP, Biglan KM, Holloway RG, Kieburtz K,
i wsp. Projected number of people with Parkinson disease in the most populous nations,
2005 through 2030.Neurology. 2007; 68: 384-6.

Downward J, Basu S. YAP and p73: a complex affair. Mol Cell. 2008; 32: 749-50.

Du F, Li R, Huang Y, Li X, Le W. Dopamine D3 receptor-preferring agonists induce
neurotrophic effects on mesencephalic dopamine neurons. Eur J Neurosci 2005; 22:
2422-30.

Du YS, Dodel RC, Bales KR, Jemmerson R, HamiltonByrd E, Paul SM. Involvement
of a caspase-3-like cysteine protease in 1-methyl-4-phenylpyridinium-mediated apoptosis
of cultured cerebellar granule neurons. J Neurochem 1997; 69: 1382-8.

Dudek H, Datta SR, Franke TF, Birnbaum MJ, Yao R, Cooper GM, i wsp.Regulation of
neuronal survival by the serine-threonine protein kinase Akt. Science. 1997; 275: 661-5.

Dunning CJ, Reyes JF, Steiner JA, Brundin P. Can Parkinson's disease pathology be
propagated from one neuron to another? Prog Neurobiol. 2012; 97: 205-19.

Duronio V. The life of a cell: apoptosis regulation by the PI3K/PKB pathway. Biochem J
2008; 415: 333-44.

-151 -



Literatura

Edsall LC, Cuvillier O, Twitty S, Spiegel S, Milstien S. Sphingosine kinase expression
regulates apoptosis and caspase activation in PC12 cells. J Neurochem 2001; 76: 1573—
84.

Edsall LC, Pirianov GG, Spiegel S. Involvement of sphingosine 1-phosphate in nerve
growth factor-mediated neuronal survival and differentiation. J Neurosci 1997; 17: 6952—
60.

El-Agnaf OM, Salem SA, Paleologou KE, Cooper LJ, Fullwood NJ, Gibson MJ, i wsp.
Alpha-synuclein implicated in Parkinson’s disease is present in extracellular biological
fluids, including human plasma. FASEB J. 2003; 17:1945-7.

Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol 2007; 35: 495—
516.

Fan L, Jiang L, Du Z. Myeloid cell leukemia 1 (Mcl(-1)) protects against 1-methyl-4-

phenylpyridinium ion (MPP+) induced apoptosis in Parkinson’s disease. Metab Brain Dis
2015; 30: 1269-74.

Fenoy AJ, Simpson RK Jr. Risks of common complications in deep brain stimulation
surgery: management and avoidance. J Neurosurg. 2014; 120:132-9.

Ferger B, Teismann P, Earl CD, Kuschinsky K, Oertel WH. The protective effects of
PBN against MPTP toxicity are independent of hydroxyl radical trapping. Pharmacol
Biochem Behav 2000; 65: 425-31.

Ferrari-Toninelli G, Maccarinelli G, Uberti D, Buerger E, Memo M. Mitochondria-
targeted antioxidant effects of S(-) and R(+) pramipexole. BMC Pharmacol 2010; 10: 2.

Fiszer U, Bogucki A. Choroby uktadu pozapiramidowego. Neurologia. Podr¢cznik dla
studentow medycyny.tom Il pod redakcja W. Kozubskiego i PA. Liberskiego,
Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 2014

Forloni G, Artuso V, La Vitola P, Balducci C. Oligomeropathies and pathogenesis
of Alzheimer and Parkinson’s diseases. Mov Disord. 2016; 31:771-81.

Forno LS. Neuropathology of Parkinson’s Disease. J Neuropathol Exp Neurol 1996; 55:
259-72.

Franke TF, Yang SI, Chan TO, Datta K, Kazlauskas A, Morrison DK, i wsp. The protein
kinase encoded by the Akt proto-oncogene is a target of the PDGF-activated
phosphatidylinositol 3-kinase. Cell 1995; 81: 727-36.

Fredriksson A, Archer T. MPTP-induced behavioural and biochemical deficits: A
parametric analysis. J Neural Transm Park Dis Dement Sect. 1994; 7: 123-32.

Fredriksson A, Palomo T, Chase T, Archer T. Tolerance to a suprathreshold dose of L-
Dopa in MPTP mice: Effects of glutamate antagonists. J Neural Transm 1999; 106: 283—
300.

French KJ, Schrecengost RS, Lee BD, Zhuang Y, Smith SN, Eberly JL, Yun JK, Smith
CD. Discovery and evaluation of inhibitors of human sphingosine kinase. Cancer Res.
2003; 63: 5962-9.

French KJ, Upson JJ, Keller SN, Zhuang Y, Yun JK, Smith CD. Antitumor Activity
of Sphingosine Kinase Inhibitors. Pharmacology 2006; 318: 596-603.

-152 -



Literatura

Friedman A. Mechanizmy neurodegeneracji w chorobie Parkinsona. Choroba Parkinsona
- mechanizmy, rozpoznawanie, leczenie pod redakcja A. Friedmana. Wydawnictwo
Czelej; Warszawa 2005, wyd.1

Fukuhara S, Simmons S, Kawamura S, Inoue A, Orba Y, Tokudome T, i wsp. The
sphingosine-1-phosphate transporter Spns2 expressed on endothelial cells regulates
lymphocyte trafficking in mice. J Clin Invest 2012; 122: 1416-26.

Gaki GS, Papavassiliou AG. Oxidative stress-induced signaling pathways implicated in
the pathogenesis of Parkinson’s disease. Neuromolecular Med. 2014; 16:217-30.

Gao P, Peterson YK, Smith RA, Smith CD. Characterization of isoenzyme-selective
inhibitors of human sphingosine kinases. PL0S One. 2012; 7: e44543.

Gassowska M, Cieslik M, Wilkaniec A, Strosznajder JB. Sphingosine
kinases/sphingosine-1-phosphate and death Signalling in APP-transfected cells.
Neurochem Res. 2014; 39:645-52.

Ghosh AP, Cape JD, Klocke BJ, Roth KA. Deficiency of pro-apoptotic Hrk attenuates
programmed cell death in the developing murine nervous system but does not affect Bcl-x
deficiency-induced neuron apoptosis. J Histochem Cytochem 2011; 59: 976-83.

Goedert M, Clavaguera F, Tolnay M.The propagation of prion-like protein inclusions
in neurodegenerative diseases. Trends Neurosci. 2010; 33:317-25.

Gomez-Brouchet A, Pchejetski D, Brizuela L, Garcia V, Altié M-F, Maddelein M-L, i
wsp. Critical role for sphingosine kinase-1 in regulating survival of neuroblastoma cells
exposed to amyloid-beta peptide. Mol Pharmacol 2007; 72: 341-9.

Goparaju SK, Jolly PS, Watterson KR, Bektas M, Alvarez S, Sarkar S, i wsp. The S1P2
receptor negatively regulates platelet-derived growth factor-induced motility and
proliferation. Mol Cell Biol 2005; 25: 4237-49.

Griler MH, Bernhardt G, Lipp M. EDG6, a novel G-protein-coupled receptor related to
receptors for bioactive lysophospholipids, is specifically expressed in lymphoid tissue.
Genomics 1998; 53: 164-9.

Griler MH, Grosse R, Kusch A, Kremmer E, Gudermann T, Lipp M. The sphingosine 1-
phosphate receptor S1P4 regulates cell shape and motility via coupling to Gi and G12/13.
J Cell Biochem 2003; 89: 507-19.

Green DR Reed JC. Mitochondria and apoptosis. Science. 1998; 281:1309-12.

Griinblatt E, Mandel S, Berkuzki T, Youdim MB. Apomorphine protects against MPTP-
induced neurotoxicity in mice. Mov Disord. 1999; 14:612-8.

Gu M, Irvani M, Cooper JM, King D, Jenner P, Schapira AH. Pramipexole protects
against apoptotic cell death by non-dopaminergic mechanisms. J Neurochem 2004; 91:
1075-81.

Hait NC, Allegood J, Maceyka M, Strub GM, Harikumar KB, Singh SK, Luo C,
Marmorstein R, Kordula T, Milstien S, Spiegel S. Regulation of histone acetylation in the
nucleus by sphingosine-1-phosphate. Science. 2009; 325: 1254-7.

Hait NC, Sarkar S, Le Stunff H, Mikami A, Maceyka M, Milstien S, Spiegel S. Role of
sphingosine kinase 2 in cell migration toward epidermal growth factor. J Biol Chem.
2005; 280: 29462-9.

- 153 -



Literatura

Hait NC, Wise LE, Allegood JC, O'Brien M, Avni D, Reeves TM, i wsp. Active,
phosphorylated fingolimod inhibits histone deacetylases and facilitates fear extinction
memory. Nat Neurosci. 2014; 17: 971-80.

Hallman H, Lange J, Olson L, Strémberg I, Jonsson G. Neurochemical and histochemical
characterization of neurotoxic effects of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
on brain catecholamine neurones in the mouse. J Neurochem 1985; 44: 117-27.

Ham J, Towers E, Gilley J, Terzano S, Randall R. BH3-only proteins: key regulators
of neuronal apoptosis. Cell Death Differ 2005; 12: 1015-20.

Hang L, Basil AH, Lim KL. Nutraceuticals in Parkinson's Disease. Neuromolecular Med.
2016; 18: 306-21.

Harada J, Foley M, Moskowitz MA, Waeber C. Sphingosine-1-phosphate induces
proliferation and morphological changes of neural progenitor cells. J Neurochem 2004;
88: 1026-39.

Hare DJ, Adlard PA, Doble PA, Finkelstein DI. Metallobiology of 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine neurotoxicity. Metallomics 2013; 5: 91-109.

Hartmann A, Hunot S, Michel PP, Muriel MP, Vyas S, Faucheux BA, i wsp. Caspase-3:
A vulnerability factor and final effector in apoptotic death of dopaminergic neurons in
Parkinson’s disease. Proc Natl Acad Sci U S A 2000; 97: 2875-80.

Hartmann A, Michel PP, Troadec JD, Mouatt-Prigent A, Faucheux BA, Ruberg M, i wsp.
Is bax a mitochondrial mediator in apoptotic death of dopaminergic neurons in
Parkinson’s disease? J Neurochem 2001; 76: 1785-93.

Hasegawa Y, Suzuki H, Sozen T, Rolland W, Zhang JH. Activation of sphingosine 1-
phosphate receptor-1 by FTY720 is neuroprotective after ischemic stroke in rats. Stroke
2010; 41: 368-74.

Hassouna I, Wickert H, Zimmermann M, Gillardon F. Increase in bax expression in
substantia nigra following 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine  (MPTP)
treatment of mice. Neurosci Lett 1996; 204: 85-8.

Hattoria N, Wanga M, Taka H, Fujimura T, Yoritaka A, Kubo S, i wsp. Toxic effects of
dopamine metabolism in Parkinson’s disease. Parkinsonism Relat Disord. 2009;15 Suppl
1:535-8.

He X, Huang Y, Li B, Gong CX, Schuchman EH. Deregulation of sphingolipid
metabolism in Alzheimer’s disease. Neurobiol Aging 2010; 31: 398-408.

Henchcliffe C, Beal MF. Mitochondrial biology and oxidative stress in Parkinson disease
pathogenesis. Nat Clin Pract Neurol 2008; 4: 600-9.

Hirsch L, Jette N, Frolkis A, Steeves T, Pringsheim T. The Incidence of Parkinson's
Disease: A Systematic Review and Meta-Analysis. Neuroepidemiology. 2016; 46: 292-
300.

Hisano Y, Kobayashi N, Yamaguchi A, Nishi T. Mouse SPNS2 Functions as a
Sphingosine-1-Phosphate Transporter in Vascular Endothelial Cells. PLoS One. 2012; 7:
e38941.

Hoehn MM, Yahr MD.Parkinsonism: onset, progression and mortality. Neurology. 1967;
17:427-42.

-154 -



Literatura

Huang K, Huang J, Chen C, Hao J, Wang S, Huang J, i wsp. AP-1 regulates sphingosine
kinase 1 expression in a positive feedback manner in glomerular mesangial cells exposed
to high glucose. Cell Signal 2014; 26: 629-38.

Hughes AJ, Daniel SE, Kilford L, Lees AJ, Hughes DL. Accuracy of clinical diagnosis
of idiopathic Parkinson’s disease: a clinico-pathological study of 100 cases. J Neurol
Nuerosurg, Psychiatry 1992; 55: 181-4.

Huwiler A, Kotelevets N, Xin C, Pastukhov O, Pfeilschifter J, Zangemeister-Wittke U.
Loss of sphingosine kinase-1 in carcinoma cells increases formation of reactive oxygen
species and sensitivity to doxorubicin-induced DNA damage. Br J Pharmacol 2011; 162:
532-43.

Imamura K, Takeshima T, Nakaso K, Ito S, Nakashima K. Pramipexole has astrocyte-
mediated neuroprotective effects against lactacystin toxicity. Neurosci Lett 2008; 440:
97-102.

Imeri F, Fallegger D, Zivkovic A, Schwalm S, Enzmann G, Blankenbach K, i wsp. Novel
oxazolo-oxazole derivatives of FTY720 reduce endothelial cell permeability, immune cell
chemotaxis and symptoms of experimental autoimmune encephalomyelitis in mice.
Neuropharmacology 2014; 85: 314-27.

Itano Y, Nomura Y. 1-methyl-4-phenyl-pyridinium ion (MPP+) causes DNA
fragmentation and increases the Bcl-2 expression in human neuroblastoma, SH-SY5Y
cells, through different mechanisms. Brain Res 1995; 704: 240-5.

Jackson-Lewis V, Blesa J, Przedborski S. Animal models of Parkinson’s disease.
Parkinsonism Relat Disord 2012; 18: S183-5.

Jackson-Lewis V, Przedborski S. Protocol for the MPTP mouse model of Parkinson’s
disease. Nat Protoc 2007; 2: 141-51.

Jang A, Lee HJ, Suk JE, Jung JW, Kim KP, Lee SJ. Non-classical exocytosis of alpha-
synuclein is sensitive to folding states and promoted under stress conditions. J
Neurochem 2010; 113: 1263-74.

Jarman KE, Moretti P a B, Zebol JR, Pitson SM. Translocation of sphingosine kinase 1 to
the plasma membrane is mediated by calcium- and integrin-binding protein 1. J Biol
Chem 2010; 285: 483-92.

Javitch JA, D’ Amato RJ, Strittmatter SM, Snyder SH. Parkinsonism-inducing neurotoxin,
N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6 -tetrahydropyridine: uptake of the metabolite N-methyl-4-
phenylpyridine by dopamine neurons explains selective toxicity. Proc Natl Acad Sci U S
A 1985; 82: 2173-7.

Jellinger KA. Pathology of Parkinson's disease. Changes other than the nigrostriatal
pathway. Mol Chem Neuropathol. 1991;14:153-97.

Johnson KR, Johnson KY, Becker KP, Bielawski J, Mao C, Obeid LM. Role of Human
Sphingosine-1-phosphate Phosphatase 1 in the Regulation of Intra- and Extracellular
Sphingosine-1-phosphate Levels and Cell Viability. J Biol Chem 2003; 278: 34541-7.

Johnson RG. Accumulation of biological amines into chromaffin granules: a model for
hormone and neurotransmitter transport. Physiol Rev 1988; 68: 232—-307.

- 155 -



Literatura

Jonnalagadda D, Sunkara M, Morris AJ, Whiteheart SW. Granule-mediated release of
sphingosine-1-phosphate by activated platelets. Biochim Biophys Acta. 2014; 1841:
1581-9.

Joyce JN, Presgraves S, Renish L, Borwege S, Osredkar T, Hagner D, i wsp.
Neuroprotective effects of the novel D3/D2 receptor agonist and antiparkinson agent,
S32504, in vitro against 1-methyl-4- phenylpyridinium (MPP+) and in vivo against 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6- tetrahydropyridine (MPTP): A comparison to ropinirole. Exp
Neurol 2003; 184: 393-407.

Joyce JN, Woolsey C, Ryoo H, Borwege S, Hagner D. Low dose pramipexole is
neuroprotective in the MPTP mouse model of Parkinson’s disease, and downregulates the
dopamine transporter via the D3 receptor. BMC Biol 2004; 2: 22.

Kalra J, Rajput AH, Mantha SV, Prasad K. Serum antioxidant enzyme activity in
Parkinson’s disease. Mol Cell Biochem 1992; 110: 165-8.

Kano O, lkeda K, Kiyozuka T, lwamoto K, Ito H, Kawase Y, i wsp. Beneficial effect

of pramipexole for motor function and depression in Parkinson’s disease. Neuropsychiatr
Dis Treat 2008; 4: 707-10.

Kanthasamy AG, Anantharam V, Zhang D, Latchoumycandane C, Jin H, Kaul S, i wsp.
A novel peptide inhibitor targeted to caspase-3 cleavage site of a proapoptotic kinase
protein kinase C delta (PKCdelta) protects against dopaminergic neuronal degeneration
in Parkinson’s disease models. Free Radic Biol Med 2006; 41: 1578-89.

Kappos L, Radue EW, O'Connor P, Polman C, Hohlfeld R, Calabresi P, i wsp. A placebo-
controlled trial of oral fingolimod in relapsing multiple sclerosis. N Engl J Med. 2010;
362: 387-401.

Katsel P, Li C, Haroutunian V. Gene expression alterations in the sphingolipid
metabolism pathways during progression of dementia and Alzheimer’s disease: A shift
toward ceramide accumulation at the earliest recognizable stages of Alzheimer's disease?
Neurochem Res 2007; 32: 845-56.

Kaufmann SH, Desnoyers S, Ottaviano Y, Davidson NE, Poirier GG. Specific proteolytic
cleavage of poly(ADP-ribose) polymerase: An early marker of chemotherapy-induced
apoptosis. Cancer Res 1993; 53: 3976-85.

Kaul S, Kanthasamy A, Kitazawa M, Anantharam V, Kanthasamy AG. Caspase-3
dependent proteolytic activation of protein kinase C delta mediates and regulates 1-
methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)-induced apoptotic cell death in dopaminergic cells:
relevance to oxidative stress in dopaminergic degeneration. Eur J Neurosci 2003; 18:
1387-401.

Kazmierczak A, Strosznajder JB, Adamczyk A. a-Synuclein enhances secretion and
toxicity of amyloid beta peptides in PC12 cells. Neurochem Int 2008; 53: 263-9.

Kharel Y, Lee S, Snyder AH, Sheasley-O'neill SL, Morris MA, Setiady Y, i wsp.
Sphingosine kinase 2 is required for modulation of lymphocyte traffic by FTY720. J Biol
Chem 2005; 280: 36865-72.

Khwanraj K, Phruksaniyom C, Madlah S, Dharmasaroja P. Differential Expression of
Tyrosine Hydroxylase Protein and Apoptosis-Related Genes in Differentiated and
Undifferentiated SH-SY5Y Neuroblastoma Cells Treated with MPP(.). Neurol Res Int.
2015;2015:734703.

- 156 -



Literatura

Kieburtz K, Wunderle KB. Parkinson’s disease: Evidence for environmental risk factors.
Mov Disord. 2013; 28: 8-13.

Kihara Y, Maceyka M, Spiegel S, Chun J. Lysophospholipid receptor nomenclature
review: IUPHAR Review 8. Br J Pharmacol. 2014; 171: 3575-94.

Kim HJ, Miron VE, Dukala D, Proia RL, Ludwin SK, Traka M, i wsp. Neurobiological
effects of sphingosine 1-phosphate receptor modulation in the cuprizone model. FASEB J
2011; 25: 1509-18.

Kimura A, Ohmori T, Kashiwakura Y, Ohkawa R, Madoiwa S, Mimuro J, i
wsp.Antagonism of sphingosine 1-phosphate receptor-2 enhances migration of neural
progenitor cells toward an area of brain infarction. Stroke 2008; 39: 3411-7.

Kimura A, Ohmori T, Ohkawa R, Madoiwa S, Mimuro J, Murakami T, i wsp.Essential
roles of sphingosine 1-phosphate/S1P1 receptor axis in the migration of neural stem cells
toward

a site of spinal cord injury. Stem Cells 2007; 25: 115-24.

Kimura K, Bowen C, Spiegel S, Gelmann EP. Tumor necrosis factor-alpha sensitizes
prostate cancer cells to gamma-irradiation-induced apoptosis. Cancer Res 1999; 59:
1606-14.

Kish SJ, Morito C, Hornykiewicz O. Glutathione peroxidase activity in Parkinson’s
disease brain. Neurosci Lett 1985; 58: 343-6.

Kishimoto T, Ishitsuka R, Kobayashi T. Detectors for evaluating the cellular landscape of
sphingomyelin- and cholesterol-rich membrane domains. Biochim Biophys Acta - Mol
Cell Biol Lipids 2016;

Kitamura Y, Kohno Y, Nakazawa M, Nomura Y. Inhibitory effects of talipexole and
pramipexole on MPTP-induced dopamine reduction in the striatum of C57BL/6N mice.
Jpn J Pharmacol. 1997; 74:51-7.

Kitamura Y, Kosaka T, Kakimura JI, Matsuoka Y, Kohno Y, Nomura Y, i wsp.
Protective effects of the antiparkinsonian drugs talipexole and pramipexole against 1-
methyl-4-phenylpyridinium-induced apoptotic death in human neuroblastoma SH-SY5Y
cells. Mol Pharmacol 1998; 54: 1046-54.

Kitao Y, Matsuyama T, Takano K, Tabata Y, Yoshimoto T, Momoi T, i wsp.Does
ORP150/HSP12A protect dopaminergic neurons against MPTP/MPP(+)-induced
neurotoxicity? Antioxid Redox Signal 2007; 9: 589-95.

Klaidman LK, Adams JD, Leung AC, Sam Kim S, Cadenas E. Redox cycling of MPP+:
Evidence for a new mechanism involving hydride transfer with xanthine oxidase,
aldehyde dehydrogenase, and lipoamide dehydrogenase. Free Radic Biol Med 1993; 15:
169-79.

Kleuser B, Cuvillier O, Spiegel S. 1a,25-dihydroxyvitamin D3 inhibits programmed cell
death in HL-60 cells by activation of sphingosine kinase. Cancer Res 1998; 58: 1817-24.

Klivenyi P, St Clair D, Wermer M, Yen HC, Oberley T, Yang L, i wsp.Manganese
superoxide dismutase overexpression attenuates MPTP toxicity. Neurobiol Dis 1998; 5:
253-8.

- 157 -



Literatura

Kluk MJ, Hla T. Signaling of sphingosine-1-phosphate via the S1IP/EDG-family of G-
protein-coupled receptors. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular and Cell Biology
of Lipids. 2002. p. 72-80.

Kohama T, Olivera A, Edsall L, Nagiec MM, Dickson R, Spiegel S. Molecular cloning
and functional characterization of murine sphingosine kinase. J Biol Chem 1998; 273:
23722-8.

Kono M, Mi Y, Liu Y, Sasaki T, Allende ML, Wu YP, i wsp.The sphingosine-1-
phosphate receptors S1P1, S1P2, and S1P3 function coordinately during embryonic
angiogenesis. J Biol Chem 2004; 279: 29367-73.

Koul HK, Pal M, Koul S. Role of p38 MAP Kinase Signal Transduction in Solid Tumors.
Genes Cancer 2013; 4: 342-59.

Kozak-Putowska D, Itzecka J, Piskorz J, Wojcik G, Nalepa D. Kinezyterapia w chorobie
Parkinsona. Med Ogolna i Nauk o Zdrowiu 2015; 21: 19-23.

Krishnakumar R, Kraus WL. The PARP Side of the Nucleus: Molecular Actions,
Physiological Outcomes, and Clinical Targets. Molecular Cell. 2010. p. 8-24.

Langston JW, Ballard P, Tetrud JW, Irwin I. Chronic Parkinsonism in humans due to a
product of meperidine-analog synthesis. Science 1983; 219: 979-80.

Langston JW, Forno LS, Tetrud J, Reeves AG, Kaplan JA, Karluk D. Evidence of active
nerve cell degeneration in the substantia nigra of humans years after 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine exposure. Ann Neurol 1999; 46: 598—605.

Langston JW. The Parkinson’s complex: Parkinsonism is just the tip of the Iceberg. Ann
Neurol 2006; 59: 591-6.

Laskowska I. Rola jader podstawy w regulacji funkcji poznawczych. Neuropsychiatr
i Neuropsychol 2009; 4: 26-35.

Lau A, Arundine M, Sun H-S, Jones M, Tymianski M. Inhibition of caspase-mediated
apoptosis by peroxynitrite in traumatic brain injury. J Neurosci 2006; 26: 11540-53.

Lauterbach EC, Victoroff J, Coburn KL, Shillcutt SD, Doonan SM, Mendez MF.
Psychopharmacological neuroprotection in neurodegenerative disease: assessing the
preclinical data. J Neuropsychiatry Clin Neurosci 2010; 22: 8-18.

Le Stunff H, Giussani P, Maceyka M, Lépine S, Milstien S, Spiegel S. Recycling of
sphingosine is regulated by the concerted actions of sphingosine-1-phosphate
phosphohydrolase 1 and sphingosine kinase 2. J Biol Chem 2007; 282: 34372-80.

Lebouvier T, Neunlist M, des Varannes SB, Coron E, Drouard A, N’Guyen JM, i wsp.
Colonic biopsies to assess the neuropathology of parkinson’s disease and its relationship
with symptoms. PLoS One 2010; 5: 1-9.

Leclercq TM, Pitson SM. Cellular signalling by sphingosine kinase and sphingosine 1-
phosphate. IUBMB Life 2006; 58: 467—72.

Lee DH (a), Kim CS, Lee YJ. Astaxanthin protects against MPTP/MPP+-induced
mitochondrial dysfunction and ROS production in vivo and in vitro. Food Chem Toxicol
2011; 49: 271-80.

Lee HJ (b), Baek SM, Ho DH, Suk JE, Cho ED, Lee SJ. Dopamine promotes formation
and secretion of non-fibrillar alpha-synuclein oligomers. Exp Mol Med 2011; 43: 216-22.

- 158 -



Literatura

Lee HJ, Patel S, Lee SJ. Intravesicular Localization and Exocytosis of a-Synuclein and its
Aggregates. J Neurosci 2005; 25: 6016-24.

Lee KD, Chow WN, Sato-Bigbee C, Graf MR, Graham RS, Colello RJ, i wsp. FTY720
reduces inflammation and promotes functional recovery after spinal cord injury.
J Neurotrauma 2009; 26: 2335-44.

Lewy FH. Paralysis agitans. Pathologishe anatomie. Lewandowsky M, editor. Handbuch
der Neurologie, Volume 3. Berlin :Springer, 1912 ; 920-933

Li C, Guo Y, Xie W, Li X, Janokovic J, Le W. Neuroprotection of pramipexole in UPS
impairment induced animal model of Parkinson’s disease. Neurochem Res 2010; 35:
1546-56.

LiJ, Song Z, Wang Y, Yin Y, Liu Y, Yuan R, i wsp.Overexpression of SphK1 enhances
cell proliferation and invasion in triple-negative breast cancer via the PI3K/AKT
signaling pathway. Tumour Biol. 2016; 37: 10587-93.

Li P, Wu J, Zheng J, Pei D. A Sphingosine Kinase-1 Inhibitor, SKI Il, Induces Growth
Inhibition and Apoptosis in Human Gastric Cancer Cells. Asian Pac J Cancer Prev. 2014;
15: 10381-5.

Liebermann A. Depression in Parkinson's disease -- a review. Acta Neurol Scand 2006;
113: 1-8.

Lim KG, Tonelli F, Berdyshev E, Gorshkova I, Leclercq T, Pitson SM, i wsp. Inhibition
kinetics and regulation of sphingosine kinase 1 expression in prostate cancer cells:
Functional differences between sphingosine kinase 1a and 1b. Int J Biochem Cell Biol
2012; 44: 1457-64.

Limaye V, Li X, Hahn C, Xia P, Berndt MC, Vadas MA, Gamble JR. Sphingosine
kinase-1 enhances endothelial cell survival through a PECAM-1-dependent activation of
PI-3K/Akt and regulation of Bcl-2 family members. Blood 2005; 105: 3169-77.

Linseman DA, Butts BD, Precht TA, Phelps RA, Le SS, Laessig TA, i wsp. Glycogen
synthase kinase-3beta phosphorylates Bax and promotes its mitochondrial localization
during neuronal apoptosis. J Neurosci 2004; 24: 9993-10002.

Litvan I, Bhatia KP, Burn DJ, Goetz CG, Lang AE, McKeith I, Quinn N, Sethi KD,
Shults C, Wenning GK; Movement Disorders Society Scientific Issues
Committee.Movement Disorders Society Scientific Issues Committee report: SIC Task
Force appraisal of clinical diagnostic criteria for Parkinsonian disorders. Mov Disord.
2003; 18: 467-86.

Litvan I, Goldman JG, Troster Al, Schmand BA, Weintraub D, Petersen RC, i wsp.
Diagnostic criteria for mild cognitive impairment in Parkinson’s disease: Movement
Disorder Society Task Force guidelines. Mov Disord 2012; 27: 349-56.

Liu H, Sugiura M, Nava VE, Edsall LC, Kono K, Poulton S, i wsp. Molecular cloning
and functional characterization of a novel mammalian sphingosine kinase type 2 isoform.
J Biol Chem 2000; 275: 19513-20.

Liu K, Xu H, Xiang H, Sun P, Xie J. Protective effects of Ndfipl on MPP+-induced
apoptosis in MES23.5 cells and its underlying mechanisms. Exp Neurol 2015; 273: 215
24.

- 159 -



Literatura

Lohr KM, Chen M, Hoffman CA, McDaniel MJ, Stout KA, Dunn AR, i wsp. Vesicular
Monoamine Transporter 2 (VMAT2) Level Regulates MPTP Vulnerability and Clearance
of Excess Dopamine in Mouse Striatal Terminals. Toxicol Sci. 2016; 153: 79-88.

Loveridge C, Tonelli F, Leclercq T, Lim KG, Long JS, Berdyshev E, i wsp.The
sphingosine kinase 1 inhibitor 2-(p-hydroxyanilino)-4-(p-chlorophenyl)thiazole induces
proteasomal degradation of sphingosine kinase 1 in mammalian cells. J Biol Chem 2010;
285: 38841-52.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr Al RR. Protein measurement with the Folin phenol
reagent. J Biol Chem 1951; 193: 265-75.

Maceyka M, Milstien S, Spiegel S. Shooting the messenger: Oxidative stress regulates
sphingosine-1-phosphate. Circ Res 2007; 100: 7-9.

Machwate M, Rodan SB, Rodan GA, Harada SI. Sphingosine kinase mediates cyclic
AMP suppression of apoptosis in rat periosteal cells. Mol Pharmacol 1998; 54: 70—7.

MacLennan AJ, Benner SJ, Andringa A, Chaves AH, Rosing JL, Vesey R, i wsp. The
S1P2 sphingosine 1-phosphate receptor is essential for auditory and vestibular function.
Hear Res 2006; 220: 38-48.

Magdalinou N, Lees AJ, Zetterberg H. Cerebrospinal fluid biomarkers in parkinsonian
conditions: an update and future directions. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2014; 85:
1065-75.

Mair N, Benetti C, Andratsch M, Leitner MG, Constantin CE i wsp. Genetic evidence for
involvement of neuronally expressed S1P; receptor in nociceptor sensitization and
inflammatory pain. PLoS One. 2011; 6: e17268.

Marek L. The role of the apoptosome in the activation of procaspase-9. Postepy Hig Med
Dosw 2013; 67: 54—64.

Markey SP, Johannessen JN, Chiueh CC, Burns RS, Herkenham MA. Intraneuronal
generation of a pyridinium metabolite may cause drug-induced parkinsonism. Nature
1984; 311: 464-7.

Marttila RJ, Lorentz H, Rinne UK. Oxygen toxicity protecting enzymes in Parkinson’s
disease. Increase of superoxide dismutase-like activity in the substantia nigra and basal
nucleus. J Neurol Sci 1988; 86: 321-31.

Masters SC, Yang H, Datta SR, Greenberg ME, Fu H. 14-3-3 inhibits Bad-induced cell
death through interaction with serine-136. Mol Pharmacol 2001; 60: 1325-31.

Mastrandrea LD, Sessanna SM, Laychock SG. Sphingosine Kkinase activity and
sphingosine-1 phosphate production in rat pancreatic islets and INS-1 cells: Response to
Cytokines. Diabetes 2005; 54: 1429-36.

Mayol K, Biajoux V, Marvel J, Balabanian K, Walzer T. Sequential desensitization of
CXCR4 and S1P5 controls natural Killer cell trafficking. Blood 2011; 118: 4863-71.

Means CK, Xiao CY, Li Z, Zhang T, Omens JH, Ishii I, i wsp.Sphingosine 1-phosphate
S1P2 and S1P3 receptor-mediated Akt activation protects against in vivo myocardial
ischemia-reperfusion injury. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2007; 292: H2944-51.

Meiser J, Weindl D, Hiller K. Complexity of dopamine metabolism. Cell Commun
Signal. 2013; 11: 34.

- 160 -



Literatura

Melendez AJ, Carlos-Dias E, Gosink M, Allen JM, Takacs L. Human sphingosine kinase:
Molecular cloning, functional characterization and tissue distribution. Gene 2000; 251.:
19-26.

Merlo S, Canonico PL, Sortino MA. Distinct effects of pramipexole on the proliferation
of adult mouse sub-ventricular zone-derived cells and the appearance of a neuronal
phenotype. Neuropharmacology 2011; 60: 892—900.

Meyer Heringdorf D. Sphingosine kinase-mediated Ca2+ signalling by G-protein-coupled
receptors. EMBO J 1998; 17: 2830-7.

Mitra N, Mohanakumar KP, Ganguly DK. Dissociation of serotoninergic and
dopaminergic components in acute effects of 1-methy 1-4-pheny 1-1,2,3,6-
tetrahydropyridine in mice. Brain Res Bull 1992; 28: 355-64.

Mizugishi K, Yamashita T, Olivera A, Miller GF, Spiegel S, Proia RL. Essential Role for
Sphingosine Kinases in Neural and Vascular Development Essential Role for Sphingosine
Kinases in Neural and Vascular Development. 2005; 25: 11113-21.

Moon MH, Jeong JK, Lee YJ, Park SY. FTY720 protects neuronal cells from damage
induced by human prion protein by inactivating the JNK pathway. Int J Mol Med 2013;
32:1387-93.

Moratalla R, Quinn B, DeLanney LE, Irwin I, Langston JW, Graybiel AM. Differential
vulnerability of primate caudate-putamen and striosome-matrix dopamine systems to the
neurotoxic effects of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine. Proc Natl Acad Sci U
S A 1992; 89: 3859-63.

Moriue T, lgarashi J, Yoneda K, Nakai K, Kosaka H, Kubota Y. Sphingosine 1-phosphate
attenuates H202-induced apoptosis in endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun
2008; 368: 852-7.

Muralikrishnan D, Mohanakumar KP. Neuroprotection by bromocriptine against 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine-induced neurotoxicity in mice. FASEB J
1998; 12: 905-12.

Murphy DD, Rueter SM, Trojanowski JQ, Lee VM. Synucleins are developmentally
expressed, and alpha-synuclein regulates the size of the presynaptic vesicular pool in
primary hippocampal neurons. J Neurosci 2000; 20: 3214-20.

Mutschler E. Zespot Parkinsona 1 leki przeciwparkinsonowskie. Farmakologia i
toksykologia Mutschlera IIT wyd. Wroctaw 2012

Nagiec MM, Skrzypek M, Nagiec EE, Lester RL, Dickson RC. The LCB4 (YOR171c)
and LCB5 (YLR260w) genes of Saccharomyces encode sphingoid long chain base
kinases. J Biol Chem 1998; 273: 19437-42.

Nakahara T, Iwase A, Nakamura T, Kondo M, Bayasula, Kobayashi H, i wsp.
Sphingosine-1-phosphate inhibits H202-induced granulosa cell apoptosis via the
PI3K/Akt signaling pathway. Fertil Steril. 2012; 98:1001-8.e1.

Neubauer HA, Pitson SM. Roles, regulation and inhibitors of sphingosine kinase 2. FEBS
J 2013; 280: 5317-36.

Nicklas WJ, Vyas |, Heikkila RE. Inhibition of NADH-linked oxidation in brain
mitochondria by 1-methyl-4-phenyl-pyridine, a metabolite of the neurotoxin, 1-methyl-4-
phenyl-1,2,5,6-tetrahydropyridine. Life Sci. 1985; 36: 2503-8.

- 161 -



Literatura

Nishiuma T, Nishimura Y, Okada T, Kuramoto E, Kotani Y, Jahangeer S, i wsp.
Inhalation of sphingosine kinase inhibitor attenuates airway inflammation in asthmatic
mouse model. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2008; 294: L1085-93.

Nitkowska M, Czyzyk M, Friedman A. Reproductive life characteristics in females
affected with parkinson’s disease and in healthy control subjects — a comparative study on
polish population. Neurol Neurochir Pol. 2014; 48: 322-7.

Noda H, Takeuchi H, Mizuno T, Suzumura A. Fingolimod phosphate promotes the
neuroprotective effects of microglia. J Neuroimmunol 2013; 256: 13-8.

Norimatsu Y, Ohmori T, Kimura A, Madoiwa S, Mimuro J, Seichi A, i wsp. FTY720
improves functional recovery after spinal cord injury by primarily nonimmunomodulatory
mechanisms. Am J Pathol. 2012; 180: 1625-35.

Norris EH, Giasson Bl, Ischiropoulos H, Lee VM. Effects of oxidative and nitrative
challenges on alpha-synuclein fibrillogenesis involve distinct mechanisms of protein
modifications. J Biol Chem 2003; 278: 27230-40.

Noyce AJ, Lees AJ, Schrag A-E. The prediagnostic phase of Parkinson’s disease. J
Neurol Neurosurg Psychiatry. 2016; 87: 871-8.

Obata T, Yamanaka Y. Parkinsonism induced by MPTP and free radical generation.
Nihon Yakurigaku Zasshi. 2001; 117: 105-10.

Ogawa C, Kihara A, Gokoh M, lgarashi Y. Identification and characterization of a novel
human sphingosine-1-phosphate phosphohydrolase, hSPP2. J Biol Chem 2003; 278:
1268-72.

Ogretmen B, Hannun YA. Biologically active sphingolipids in cancer pathogenesis and
treatment. Nat Rev Cancer 2004; 4: 604-16.

Ohno Y, Shimizu S, Tokudome K, Kunisawa N, Sasa M. New insight into the therapeutic
role of the serotonergic system in Parkinson's disease. Prog Neurobiol. 2015; 134:104-21.

Olanow CW, Brundin P. Parkinson’s Disease and Alpha Synuclein: Is Parkinson's
Disease a Prion-Like Disorder? Mov Disord. 2013; 28: 31-40.

Olanow CW, Perl DP, DeMartino GN, McNaught KS.Lewy-body formation is an
aggresome-related process: a hypothesis. Lancet Neurol. 2004;3:496-503.

Olivera A, Allende ML, Proia RL. Shaping the landscape: Metabolic regulation of S1P
gradients. Biochim Biophys Acta. 2013; 1831:193-202.

Olivera A, Spiegel S. Sphingosine-1-phosphate as second messenger in cell proliferation
induced by PDGF and FCS mitogens. Nature 1993; 365: 557-60.

Oyarce AM, Fleming PJ. Multiple forms of human dopamine beta-hydroxylase in SH-
SY5Y neuroblastoma cells. Arch Biochem Biophys 1991; 290: 503-10.

Pacheco J, Ramirez-Jarquin JO, Vaca L. Microdomains Associated to Lipid Rafts. Adv
Exp Med Biol 2016; 898: 353-78.

Péhlman S, Ruusala Al, Abrahamsson L, Mattsson ME, Esscher T. Retinoic acid-induced
differentiation of cultured human neuroblastoma cells: a comparison with phorbolester-
induced differentiation. Cell Differ 1984; 14: 135-44.

-162 -



Literatura

Pain S, Gochard A, Bodard S, Gulhan Z, Prunier-Aesch C, Chalon S. Toxicity of MPTP
on neurotransmission in three mouse models of Parkinson’s disease. Exp Toxicol Pathol.
2013; 65: 689-94.

Pappu R, Schwab SR, Cornelissen I, Pereira JP, Regard JB, Xu Y, i wsp. Promotion of
lymphocyte egress into blood and lymph by distinct sources of sphingosine-1-phosphate.
Science. 2007; 316: 295-8.

Park G, Jeong JW, Kim JE. SIRT1 deficiency attenuates MPP+-induced apoptosis in
dopaminergic cells. FEBS Lett. 2011; 585: 219-24.

Parkinson J. An essay on the shaking palsy. 1817. J Neuropsychiatry Clin Neurosci 2002;
14: 223-36; discussion 222.

Paugh SW, Payne SG, Barbour SE, Milstien S, Spiegel S. The immunosuppressant
FTY720 is phosphorylated by sphingosine kinase type 2. FEBS Lett 2003; 554: 189-93.

Pchejetski D, Kunduzova O, Dayon A, Calise D, Seguelas MH, Leducg N, i wsp.
Oxidative stress-dependent sphingosine kinase-1 inhibition mediates monoamine oxidase
A-associated cardiac cell apoptosis. Circ Res 2007; 100: 41-9.

Pellegrino S, Altmeyer M. Interplay between Ubiquitin, SUMO, and Poly(ADP-Ribose)
in the Cellular Response to Genotoxic Stress. Front Genet 2016; 7: 63.

Peng QL, Buz’Zard AR, Lau BH. Pycnogenol protects neurons from amyloid-beta
peptide-induced apoptosis. Mol Brain Res 2002; 104: 55-65.

Perez RG, Hastings TG. Could a loss of alpha-synuclein function put dopaminergic
neurons at risk? J Neurochem. 2004; 89: 1318-24.

Pfeilschifter W, Czech-Zechmeister B, Sujak M, Mirceska A, Koch A, Rami A, i wsp.
Activation of sphingosine kinase 2 is an endogenous protective mechanism in cerebral
ischemia. Biochem Biophys Res Commun. 2011; 413: 212-7.

Pham TH, Baluk P, Xu Y, Grigorova I, Bankovich AJ, Pappu R, i wsp.Lymphatic
endothelial cell sphingosine kinase activity is required for lymphocyte egress and
lymphatic patterning. J Exp Med 2010; 207: 17-27.

Pitson SM, Moretti PA, Zebol JR, Zareie R, Derian CK, Darrow AL, i wsp. The
nucleotide-binding site of human sphingosine kinase 1. Biochemistry 2002; 277: 49545—
53.

Pitson SM. Activation of sphingosine kinase 1 by ERK1/2-mediated phosphorylation.
EMBO J. 2003; 22: 5491-500.

Pitson SM. Regulation of sphingosine kinase and sphingolipid signaling. Trends Biochem
Sci. 2011; 36: 97-107.

Platt FM. Sphingolipid lysosomal storage disorders. Nature 2014; 510: 68-75.

Ponsen MM, Stoffers D, Booij J, van Eck-Smit BL, Wolters ECh, Berendse HW.
Idiopathic hyposmia as a preclinical sign of Parkinson's disease. Ann Neurol. 2004; 56:
173-81.

Porras G, Li Q, Bezard E.Modeling Parkinson's disease in primates: The MPTP model.
Cold Spring Harb Perspect Med. 2012; 2:a009308.

Poti F, Ceglarek U, Burkhardt R, Simoni M, Nofer JR. SKI Il — a sphingosine kinase 1
inhibitor — exacerbates atherosclerosis in low-density lipoprotein receptor-deficient

- 163 -



Literatura

(LDL-R—/—) mice on high cholesterol diet. Atherosclerosis Elsevier Ltd; 2015; 240: 212—
5.

Presgraves SP, Borwege S, Millan MJ, Joyce JN. Involvement of dopamine D 2/D 3
receptors and BDNF in the neuroprotective effects of S32504 and pramipexole against 1-
methyl-4-phenylpyridinium in terminally differentiated SH-SY5Y cells. Exp Neurol
2004; 190: 157-70.

Proia RL, Hla T. Emerging biology of sphingosine-1-phosphate: its role in pathogenesis
and therapy. J Clin Invest 2015; 125: 1379-87.

Pyne NJ, Ohotski J, Bittman R, Pyne S. The role of sphingosine 1-phosphate in
inflammation and cancer. Adv Biol Regul 2014; 54: 121-9.

Pyne NJ, Pyne S. Sphingosine 1-phosphate and cancer. Nat Rev Cancer 2010; 10: 489—
503.

Pyne S, Adams DR, Pyne NJ. Sphingosine 1-phosphate and sphingosine kinases in health
and disease: Recent advances. Prog Lipid Res. 2016; 62: 93-106.

Pyne S, Pyne NJ. Sphingosine 1-phosphate signalling and termination at lipid phosphate
receptors. Biochim Biophys Acta. 2002; 1582:121-31.

Pyszko J, Strosznajder JB (a). Sphingosine Kinase 1 and Sphingosine-1-Phosphate in
Oxidative Stress Evoked by 1-Methyl-4-Phenylpyridinium (MPP+) in Human
Dopaminergic Neuronal Cells. Mol Neurobiol 2014; 50: 38—48.

Pyszko J, Strosznajder JB (b). The key role of sphingosine kinases in the molecular
mechanism of neuronal cell survival and death in an experimental model of Parkinson’s
disease. Folia Neuropathol 2014; 3: 260-9.

Pyszko J, Strosznajder JB. (c) P.5.c.002 The role of sphingosine kinase-1 in alpha-
synuclein secretion and neuronal cell death mechanism in an experimental model of
Parkinson’s disease. Eur Neuropsychopharmacol 2014; 24: S642.

Pytka K, Zygmunt M, Filipek B. Pharmacotherapy of Parkinson's disease: progress
or regress? Postepy Hig Med Dosw 2013; 67: 700-8.

Radue EW, O'Connor P, Polman CH, Hohlfeld R, Calabresi P, Selmaj K, i wsp. Impact of
fingolimod therapy on magnetic resonance imaging outcomes in patients with multiple
sclerosis. Arch Neurol. 2012; 69:1259-69.

Ramirez AD, Wong SK, Menniti FS. Pramipexole inhibits MPTP toxicity in mice by
dopamine D3 receptor dependent and independent mechanisms. Eur J Pharmacol 2003;
475: 29-35.

Ramsay RR, Youngster SK, Nicklas WJ, McKeown KA, Jin YZ, Heikkila RE, i wsp.
Structural dependence of the inhibition of mitochondrial respiration and of NADH
oxidase by 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) analogs and their energized
accumulation by mitochondria. Proc Natl Acad Sci U S A 1989; 86: 9168—72.

Reed TT. Lipid peroxidation and neurodegenerative disease. Free Radic Biol Med. 2011;
51: 1302-19.

Rektorova I, Rektor I, Bares M, Dostal V, Ehler E, Fanfrdlova Z, i wsp. Cognitive
performance in people with Parkinson's disease and mild or moderate depression: effects
of dopamine agonists in an add-on to L-dopa therapy. Eur J Neurol. 2005; 12: 9-15.

- 164 -



Literatura

Ren S, Xin C, Pfeilschifter J, Huwiler A. A novel mode of action of the putative
sphingosine kinase inhibitor 2-(p-hydroxyanilino)-4-(p-chlorophenyl) thiazole (SKI 11):
Induction of lysosomal sphingosine kinase 1 degradation. Cell Physiol Biochem 2010; 26:
97-104.

Rivera J, Proia RL, Olivera A. The alliance of sphingosine-1-phosphate and its receptors
in immunity. Nat Rev Immunol 2008; 8: 753-63.

Rotstein NP, Miranda GE, Abrahan CE, German OL. Regulating survival and
development in the retina: key roles for simple sphingolipids. J Lipid Res 2010; 51:
1247-62.

Royall JA, Ischiropoulos H. Evaluation of 2',7'-dichlorofluorescin and dihydrorhodamine
123 as fluorescent probes for intracellular H202 in cultured endothelial cells. Arch
Biochem Biophys. 1993; 302: 348-55.

Rubio-Osornio M, Gorostieta-Salas E, Montes S, Pérez-Severiano F, Rubio C, Gomez C,
i wsp. Epicatechin Reduces Striatal MPP + -Induced Damage in Rats through Slight
Increases in SOD-Cu , Zn Activity. Oxid Med Cell Longev. 2015; 2015:276039.

Ryan BJ, Hoek S, Fon EA, Wade-Martins R. Mitochondrial dysfunction and mitophagy
in Parkinson’s: From familial to sporadic disease. Trends Biochem Sci. 2015; 40: 200-10.

Saggu H, Cooksey J, Dexter D, Wells FR, Lees A, Jenner P, i wsp. A selective increase in
particulate superoxide dismutase activity in parkinsonian substantia nigra. J Neurochem
1989; 53: 692-7.

Satata D, Budkowska M, Dotegowska B. Sphingosine-1-phosphate--molecular maestro.
Postepy Biochem. 2012; 58: 281-91.

Sanchez T, Estrada-Hernandez T, Paik JH, Wu MT, Venkataraman K, Brinkmann V, i
wsp. Phosphorylation and action of the immunomodulator FTY720 inhibits vascular
endothelial cell growth factor-induced vascular permeability. J Biol Chem 2003; 278:
47281-90.

Sanchez T, Hla T. Structural and functional characteristics of S1P receptors. J Cell
Biochem. 2004; 92: 913-22.

Sanford M. Fingolimod: a review of its use in relapsing-remitting multiple sclerosis.
Drugs. 2014; 74:1411-33.

Santos WL, Lynch KR. Drugging sphingosine kinases. ACS Chem Biol. 2015; 10: 225-
33.

Sanz C, Benito A, Inohara N, Ekhterae D, Nunez G, Fernandez-Luna JL. Specific and
rapid induction of the proapoptotic protein Hrk after growth factor withdrawal in
hematopoietic progenitor cells. Blood 2000; 95: 2742—-7.

Sastry PS, Rao KS. Apoptosis and the nervous system. J Neurochem. 2000; 74:1-20.

Sato K, Yamashita T, Hatanaka N, Takemoto M, Hishikawa N, Ohta Y, Abe K. Different
clinical features in siblings with identical mutations of the Parkin gene (PARK2). J
Neurol Sci. 2016; 368: 147-9.

Satoi H, Tomimoto H, Ohtani R, Kitano T, Kondo T, Watanabe M, i wsp. Astroglial
expression of ceramide in Alzheimer’s disease brains: A role during neuronal apoptosis.
Neuroscience. 2005; 130: 657-66.

- 165 -



Literatura

Sauer B, Gonska H, Manggau M, Kim DS, Schraut C, Schifer-Korting M, i wsp.
Sphingosine 1-phosphate is involved in cytoprotective actions of calcitriol in human
fibroblasts

and enhances the intracellular Bcl-2/Bax rheostat. Pharmazie 2005; 60: 298—-304.

Schrag A, Horsfall L, Walters K, Noyce A, Petersen |. Prediagnostic presentations
of Parkinson’s disease in primary care: A case-control study. Lancet Neurol 2015; 14:
57-64.

Schulze H, Sandhoff K. Sphingolipids and lysosomal pathologies. Biochim Biophys
Acta. 2014; 1841: 799-810.

Schulze T, Golfier S, Tabeling C, Rabel K, Graler MH, Witzenrath M, i wsp.
Sphingosine-1-phospate receptor 4 (S1P4) deficiency profoundly affects dendritic cell
function and TH17-cell differentiation in a murine model. FASEB J 2011; 25: 4024-36.

Schwab SR, Pereira JP, Matloubian M, Xu Y, Huang Y, Cyster JG. Lymphocyte
sequestration through S1P lyase inhibition and disruption of S1P gradients. Science 2005;
309: 1735-9.

Scorrano L, Ashiya M, Buttle K, Weiler S, Oakes SA, Mannella CA, i wsp. A distinct
pathway remodels mitochondrial cristae and mobilizes cytochrome ¢ during apoptosis.
Dev Cell 2002; 2: 55-67.

Sedelis M, Schwarting RKW, Huston JP. Behavioral phenotyping of the MPTP mouse
model of Parkinson’s disease. Behav Brain Res 2001; 125: 109-25.

Seki N, Maeda Y, Kataoka H, Sugahara K, Chiba K. Role of Sphingosine 1-Phosphate
(S1P) Receptor 1 in Experimental Autoimmune Encephalomyelitis. Pharmacol Pharm
2013; 4: 628-37.

Seniuk NA, Tatton WG, Greenwood CE. Dose-dependent destruction of the coeruleus-
cortical and nigral-striatal projections by MPTP. Brain Res 1990; 527: 7-20.

Serdar M, Herz J, Kempe K, Lumpe K, Reinboth BS, Sizonenko SV, i wsp. Fingolimod
protects against neonatal white matter damage and long-term cognitive deficits caused by
hyperoxia. Brain Behav Immun 2016; 52: 106-19.

Shin JY, Park HJ, Ahn YH, Lee PH. Neuroprotective effect of I-dopa on dopaminergic
neurons is comparable to pramipexol in MPTP-treated animal model of Parkinson’s
disease: A direct comparison study. J Neurochem 2009; 111: 1042-50.

Sies H, Cadenas E. Oxidative stress: damage to intact cells and organs. Philos Trans R
Soc Lond B Biol Sci 1985; 311: 617-31.

Singleton PA, Chatchavalvanich S, Fu P, Xing J, Birukova AA, Fortune JA, Klibanov
AM, i wsp. Akt-mediated transactivation of the slpl receptor in caveolin-enriched
microdomains regulates endothelial barrier enhancement by oxidized phospholipids. Circ
Res 2009; 104: 978-86.

Sivasubramanian M, Kanagaraj N, Dheen ST, Tay SSW. Sphingosine kinase 2
and sphingosine-1-phosphate promotes mitochondrial function in dopaminergic neurons
of mouse model of Parkinson’s disease and in MPP+ -treated MN9D cells in vitro.
Neurosci 2015; 290: 636-48.

Stawek J. Kryteria rozpoznawania, réznicowanie, obraz kliniczny zaburzefi ruchowych
oraz powiktania ruchowe p6znego okresu choroby. Choroba Parkinsona i inne zaburzenia

- 166 -



Literatura

ruchowe Tom 1 pod redakcja J. Stawka, A. Friedmana, A. Boguckiego, G. Opali.
Wydawnictwo Via Medica, Gdansk 2011, wyd.1.

Stawek J. Zespot i choroba Parkinsona. Neurologia tom II pod redakcja A. Stepnia,
Wydawnictwo Medical Tribune Polska, Warszawa 2014

Slowik A, Schmidt T, Beyer C, Amor S, Clarner T, Kipp M. The sphingosine 1-
phosphate receptor agonist FTY720 is neuroprotective after cuprizone-induced CNS
demyelination. Br J Pharmacol 2014; 172: 80-92.

Snow BJ, Vingerhoets FJ, Langston JW, Tetrud JW, Sossi V, Calne DB. Pattern of
dopaminergic loss in the striatum of humans with MPTP induced parkinsonism. J Neurol
Neurosurg Psychiatry 2000; 68: 313-6.

Spiegel S, Milstien S. Sphingosine-1-phosphate: an enigmatic signalling lipid. Nat Rev
Mol Cell Biol 2003; 4: 397-407.

Spiegel S, Milstien S. The outs and the ins of sphingosine-1-phosphate in immunity. Nat
Rev Immunol 2011; 11: 403-15.

Spillantini MG, Goedert M. The alpha-Synucleinopathies: Parkinson’s Disease, Dementia
with Lewy Bodies, and Multiple System Atrophy. Ann New York Acad Sci 2000; 920:
16-27.

Spohr TC, Dezonne RS, Nones J, Dos Santos Souza C, Einicker-Lamas M, Gomes FC,
Rehen SK. Sphingosine 1-phosphate-primed astrocytes enhance differentiation of
neuronal progenitor cells. J Neurosci Res 2012; 90: 1892-902.

Stephenson DT, Childs MA, Li Q, Carvajal-Gonzalez S, Opsahl A, Tengowski M,
i wsp. Differential loss of presynaptic dopaminergic markers in Parkinsonian monkeys.
Cell Transplant. 2007; 16: 229-44.

Stiban J, Tidhar R, Futerman AH. Ceramide synthases: Roles in cell physiology
and signaling. Adv Exp Med Biol 2010; 688: 60—71.

Stocchi F, Stirpe P. The relevance of dopaminergic level in nocturnal disability in

Parkinson’s disease: Implications of continuous dopaminergic stimulation at night to treat
the symptoms. J Neural Transm (Vienna). 2014; 121 Suppl 1: S79-83.

Strub GM, Paillard M, Liang J, Gomez L, Allegood JC, Hait NC, i wsp.Sphingosine-1-
phosphate produced by sphingosine kinase 2 in mitochondria interacts with prohibitin 2
to regulate complex IV assembly and respiration. FASEB J. 2011; 25: 600-12.

Sugimoto N, Takuwa N, Okamoto H, Sakurada S, Takuwa Y. Inhibitory and stimulatory
regulation of Rac and cell motility by the G12/13-Rho and Gi pathways integrated
downstream of a single G protein-coupled sphingosine-1-phosphate receptor isoform.
Mol Cell Biol 2003; 23: 1534-45.

Svensson E, Henderson VW, Borghammer P, Horvath-Puh6 E, Serensen HT.
Constipation and risk of Parkinson's disease: A Danish population-based cohort study.
Parkinsonism Relat Disord. 2016; 28: 18-22.

Sykes DA, Riddy DM, Stamp C, Bradley ME, McGuiness N, Sattikar A, i wsp.
Investigating the molecular mechanisms through which FTY720-P causes persistent S1P1
receptor internalization. Br J Pharmacol 2014; 171: 4797-807.

- 167 -



Literatura

Tadano T, Satoh N, Sakuma I, Matsumura T, Kisara K, Arai Y, i wsp. Behavioral and
biochemical changes following acute administration of MPTP and MPP+. Life Sci 1987;
40: 1309-18.

Taha TA, Argraves KM, Obeid LM. Sphingosine-1-phosphate receptors: Receptor
specificity versus functional redundancy. Biochim Biophys Acta. 2004; 1682: 48-55.

Takabe K, Paugh SW, Milstien S, Spiegel S. “Inside-out” signaling of sphingosine-1-
phosphate: therapeutic targets. Pharmacol Rev 2008; 60: 181-95.

Takahashi N, Miner LL, Sora I, Ujike H, Revay RS, Kostic V, i wsp. VMAT2 knockout
mice: heterozygotes display reduced amphetamine-conditioned reward, enhanced
amphetamine locomotion, and enhanced MPTP toxicity. Proc Natl Acad Sci U S A 1997;
94: 9938-43.

Takahashi T, Deng Y, Maruyama W, Dostert P, Kawai M, Naoi M. Uptake of a
neurotoxin-candidate, (R)-1,2-dimethyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline into
human dopaminergic neuroblastoma SH-SY5Y cells by dopamine transport system. J
Neural Transm 1994; 98: 107-18.

Takasugi N, Sasaki T, Ebinuma I, Osawa S, Isshiki H, Takeo K, Tomita T, Ilwatsubo T.
FTY720/fingolimod, a sphingosine analogue, reduces amyloid-p production in neurons.
PLoS One. 2013; 8: e64050.

Takasugi N, Sasaki T, Suzuki K, Osawa S, Isshiki H, Hori Y, i wsp.BACEL1 activity is
modulated by cell-associated sphingosine-1-phosphate. J Neurosci 2011; 31: 6850-7.

Tieu K, Zuo DM, Yu PH. Differential effects of staurosporine and retinoic acid on the
vulnerability of the SH-SY5Y neuroblastoma cells: Involvement of Bcl-2 and p53
proteins. J Neurosci Res 1999; 58: 426-35.

Tomac A, Lindgvist E, Lin LF, Ogren SO, Young D, Hoffer BJ, i wsp. Protection and
repair of the nigrostriatal dopaminergic system by GDNF in vivo. Nature 1995; 373: 335—
9.

Trinh J, Farrer M. Advances in the genetics of Parkinson disease. Nat Rev Neurol 2013;
9: 445-54.

Venderova K, Park DS. Programmed cell death in Parkinson’s disease. Cold Spring Harb
Perspect Med. 2012; 2. pii: a009365.

Venkataraman K, Lee YM, Michaud J, Thangada S, Ai Y, Bonkovsky HL, i wsp.
Vascular endothelium as a contributor of plasma sphingosine 1-phosphate. Circ Res 2008;
102: 669-76.

Vila M, Jackson-Lewis V, Vukosavic S, Djaldetti R, Liberatore G, Offen D, i wsp. Bax
ablation prevents dopaminergic neurodegeneration in the 1-methyl- 4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine mouse model of Parkinson’s disease. Proc Natl Acad Sci U S A 2001;
98: 2837-42.

Wade Harper J, Adami GR, Wei N, Keyomarsi K, Elledge SJ. The p21 Cdk-interacting
protein Cipl is a potent inhibitor of G1 cyclin-dependent kinases. Cell 1993; 75: 805-16.

Walker CL, Liu NK, Xu XM. PTEN/PI3K and MAPK signaling in protection and
pathology following CNS injuries. Front Biol (Beijing). 2013; 8.

Walsh DM, Selkoe DJ. A critical appraisal of the pathogenic protein spread hypothesis of
neurodegeneration. Nat Rev Neurosci. 2016; 17: 251-60.
- 168 -



Literatura

Wang H, Yu SW, Koh DW, Lew J, Coombs C, Bowers W, Federoff HJ, Poirier GG,
Dawson TM, Dawson VL. Apoptosis-inducing factor substitutes for caspase executioners
in NMDA-triggered excitotoxic neuronal death. J Neurosci. 2004; 24: 10963-10973.

Wang P, Li J, Qiu S, Wen H, Du J. Hormone replacement therapy and Parkinson's disease
risk in women: a meta-analysis of 14 observational studies. Neuropsychiatr Dis Treat.
2014; 11: 59-66.

Wang S, Song T, Leng C, Lan K, Ning J, Chu H. Propofol protects against the
neurotoxicity of 1 methyl 4 phenylpyridinium. Mol Med Rep. 2016; 13: 309-14.

Watson C, Long JS, Orange C, Tannahill CL, Mallon E, McGlynn LM, i wsp. High
expression of sphingosine 1-phosphate receptors, S1P1 and S1P3, sphingosine kinase 1,
and extracellular signal-regulated kinase-1/2 is associated with development of tamoxifen
resistance in estrogen receptor-positive breast cancer patients. Am J Pathol. 2010; 177:
2205-15.

Watson DG, Tonelli F, Alossaimi M, Williamson L, Chan E, Gorshkova I, i wsp. The
roles of sphingosine kinases 1 and 2 in regulating the Warburg effect in prostate cancer
cells. Cell Signal 2013; 25: 1011-7.

Wilkaniec A, Strosznajder JB, Adamczyk A. Toxicity of extracellular secreted alpha-
synuclein: Its role in nitrosative stress and neurodegeneration. Neurochem Int. 2013; 62:
776-83.

Wooten GF. Are men at greater risk for Parkinson’s disease than women? J Neurol
Neurosurg Psychiatry. 2004; 75: 637-9.

Wu F, Poon WS, Lu G, Wang A, Meng H, Feng L, i wsp. Alpha-Synuclein knockdown
attenuates MPP+ induced mitochondrial dysfunction of SH-SY5Y cells. Brain Res. 2009;
1292: 173-9.

Xie H, Hu L, Li G. SH-SY5Y human neuroblastoma cell line: in vitro cell model of
dopaminergic neurons in Parkinson’s disease. Chin Med J (Engl) 2010; 123: 1086-92.

Xiong Y, Yang P, Proia RL, Hla T. Erythrocyte-derived sphingosine 1-phosphate is
essential for vascular development. J Clin Invest 2014; 124: 4823-8.

Xu L, Zhang Y, Zou Y, Wang G, Fu Y. Concurrent targeting Akt and sphingosine kinase
1 by A-674563 in acute myeloid leukemia cells. Biochem Biophys Res Commun. 2016;
472: 662-8.

Yang Y, Wang M, Lv B, Ma R, Hu J, Dun Y, Sun S, Li G. Sphingosine kinase-1 protects
differentiated N2a cells against beta-amyloid25-35-induced neurotoxicity via the
mitochondrial pathway. Neurochem Res 2014; 39: 932-40.

Yang YL, Ji C, Cheng L, He L, Lu CC, Wang R, i wsp. Sphingosine kinase-1 inhibition
sensitizes curcumin-induced growth inhibition and apoptosis in ovarian cancer cells.
Cancer Sci. 2012; 103: 1538-45.

Yazdi A, Baharvand H, Javan M. Enhanced remyelination following lysolecithin-induced
demyelination in mice under treatment with fingolimod (FTY720). Neuroscience. 2015;
311: 34-44.

Ye X, Han Y, Zhang L, Liu W, Zuo J. MTERF4 regulates the mitochondrial dysfunction
induced by MPP+ in SH-SY5Y cells. Biochem Biophys Res Commun. 2015; 464: 214-
20.

- 169 -



Literatura

You LH, Li Z, Duan XL, Zhao BL, Chang YZ, Shi ZH. Mitochondrial Ferritin
Suppresses MPTP-induced Cell Damage by Regulating Iron Metabolism and Attenuating
Oxidative Stress. Brain Res. 2016; 1642: 33-42.

Young JE, Garden GA, Martinez RA, Tanaka F, Sandoval CM, Smith AC, i wsp.
Polyglutamine-expanded androgen receptor truncation fragments activate a Bax-
dependent apoptotic cascade mediated by DP5/Hrk. J Neurosci. 2009; 29: 1987-97.

Yuan S, Akey CW. Apoptosome structure, assembly, and procaspase activation.
Structure. 2013; 21: 501-15.

Yung LM, Wei Y, Qin T, Wang Y, Smith CD, Waeber C. Sphingosine kinase 2 mediates
cerebral preconditioning and protects the mouse brain against ischemic injury. Stroke
2012; 43: 199-204.

Zhang C, He H, Zhang H, Yu D, Zhao W, Chen Y, i wsp. The blockage of Ras/ERK
pathway augments the sensitivity of SphK1 inhibitor SKI Il in human hepatoma HepG2
cells. Biochem Biophys Res Commun. 2013; 434: 35-41.

Zhang D, Xia H, Zhang W, Fang B. The anti-ovarian cancer activity by WYE-132,
a mMTORCL1/2 dual inhibitor. Tumour Biol. 2016; 37: 1327-36.

Zhang Y, Yu Q, Lai TB, Yang Y, Li G, Sun SG. Effects of small interfering RNA
targeting sphingosine kinase-1 gene on the animal model of Alzheimer’s disease. J
Huazhong Univ Sci Technolog Med Sci. 2013; 33: 427-32.

Zhao Q, Ye J, Wei N, Fong C, Dong X. Protection against MPP+-induced neurotoxicity
in SH-SY5Y cells by tormentic acid via the activation of PI3-K/Akt/GSK3p pathway.
Neurochem Int. 2016; 97: 117-23.

Zheng M, Liu C, Fan Y, Shi D, Zhang Y. Protective Effects of Paeoniflorin Against
MPP(+)-induced Neurotoxicity in PC12 Cells. Neurochem Res. 2016; 41: 1323-34.

Zhu L, Ploessl K, Kung HF. PET/SPECT imaging agents for neurodegenerative diseases.
Chem Soc Rev. 2014;43:6683-91.

Zhu Z, Zhu Z, Cai H, Liu Y. Reversion of Multidrug Resistance by SKI Il in SGC7901 /
DDP Cells and Exploration of Underlying Mechanisms. Asian Pac J Cancer Prev. 2012;
13: 625-31.

Zou LL, Xu J, Jankovic J, He Y, Appel SH, Le WD. Pramipexole inhibits lipid
peroxidation and reduces injury in the substantia nigra induced by the dopaminergic
neurotoxin 1-methyl-4-phenyl- 1,2,3,6-tetrahydropyridine in C57BL/6 mice. Neurosci
Lett. 2000; 281: 167-70.

-170 -



	SPIS TREŚCI



