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Objas nienia skro to w stosowanych w pracy 
 

λ - długość fali 

3-AB  - 3-aminobenzamid 

4HNE - 4-hydroksynonenal 



2O  - anionorodnik ponadtlenkowy 

A - amyloid beta 

AD - choroba Alzheimera (ang. Alzheimer Disease) 

ADP  - adenozynodifosforan 

AIF  - czynnik indukujący apoptopzę (ang. apoptosis inducing factor) 

AIF-exB - izoforma AIF, która w miejscu egzonu 2 zawiera alternatywny eg-
zon 2b 

AIF-sh - izoforma AIF o krótszej budowie (ang. short AIF) 

ALA - kwas α-linolenowy 

APP - -amyloid precursor protein - białko prekursorowe amyloidu beta 

APPsw   - komórki transfekowane genem dla APP z mutacją typu szwedzkiego 

APPwt - komórki transfekowane genem dla APP dzikiego typu 

ATP - adenozynotrifosforan 

BACE1 - β-sekretaza 

BER - naprawa przez wycięcie zasady (ang. base excision repair) 

BSA - albumina bydlęca surowicza 

CsA - cyklosporyna A 

DCF  - 2’,7’-dichlorofluoresceina 

DCFH  - 2’,7’-dichlorofluorescyna 

DMEM  - pożywka Dulbecco zmodyfikowana przez Eagle’a (ang. Dulbecco’s 
modified Eagle medium) 

DMSO  - dimetylosulfotlenek 

DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy  

DSB - dwuniciowe uszkodzenie DNA (ang. base excision repair) 

DTT - ditiotreitol 

ECL - chemiluminescencja (ang. electrogenerated chemiluminescence) 

EDTA - sól disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego 

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

EPA - kwas ekozapentaenowy 
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ERK - kinaza regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym (ang. extracellu-
lar signal regulated kinase) 

FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy 

FCS - płodowa surowica cielęca 

g - przyspieszenie ziemskie (grawitacja) 

H2DCF - 2’,7’-dwuchlorodwuhydrofluoresceina 

H2DCF-DA - dwuoctan 2’,7-dichlorodwuhydrofluoresceiny 

HS - surowica końska 

HT22 - unieśmiertelnione mysie komórki hipokampa 

iNOS - indukowana izoforma syntazy tlenku azotu 

KA - kwas arachidonowy 

kpb - kilo par zasad (ang. kilo base pair) 

kDa - kilo Daltony, jednostka masy cząsteczkowej białka 

MAPK - kinaza MAP 

MDA - dialdehyd malonylowy 

MLS - sekwencja lokalizacji mitochondrialnej (ang. mitochondrial localiza-
tion sequence) 

MMS - sulfonian etylowy 

MNNG - N-metyl-N-nitro-N-nitrozoguanidyna 

MNU - metylonitrozomocznik 

MOMP - zewnętrzna błona mitochondrialna 

MPT - megakanał mitochondrialny (ang. mitochondrial permeability transi-
tion) 

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

NAD - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy 

NADH - dinukleotyd nikotynoadeninowy, postać zredukowana 

NER - naprawa przez wycinanie nukleotydów (ang. nucleotide excision re-
pair) 

NFκB  - czynnik jądrowy kappa B (ang. nuclear factor kappa B)  

NGF - czynnik wzrostu neuronów (ang. neuronal growth factor) 

NLS - sekwencja lokalizacji jądrowej  (ang. nuclear localization sequence)   

NMDA - N-metylo-D-asparaginian 

NO - tlenek azotu 

NOS - syntaza tlenku azotu 

NPDA1 - neuroprotektyna D1 – 10,17-dokozatrien 

ONOO - - nadtlenoazotyn 

OUN - ośrodkowy układ nerwowy 
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PAR - polimery poli(ADP-rybozy) 

PARG - glikohydrolaza poli(ADP-rybzy) 

PARS-1 - syntaza poli(ADP-rybozy) typu1, znana również jako polimeraza 
(PARP-1) 

PBS - bufor fosforanowy – buforowany roztwór soli fizjologicznej 

PC12 - komórki chromochłonne guza nadnerczy (ang. Pheochromocytoma) 

PCR - reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 

PCD - programowana śmierć komórki (ang. programmed cell death )  

PI3-K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu 

PJ-43 - chlorowodorek N-(6-Okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)-(N,N-
dimetylamino)acetamidu 

PKC - kinaza białkowa C (ang. protein kinase C) 

PKG - kinaza białkowa G (ang. protein kinase G) 

PVDF - polifluorek winylidenu 

RFA - reaktywne formy azotu 

RFT - reaktywne formy tlenu 

SB - odczynnik do denaturacji białek (ang. sample buffer) 

SDS - dodecylosiarczan sodowy 

SEM - błąd standardowy średniej 

siRNA - małe interferujące RNA (ang. small interfering RNA) 

SNP - nitroprusydek sodu 

SOD - peroksydaza ponadtlenkowa 

TBS - bufor o składzie 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH do-
prowadzone kwasem solnym do 7,6 

TGS - tris-Glicyna-SDS 

TEMED - N,N,N`,N`tetrametylenodiamina 

Tris - tris(hydroksymetylo)aminometan 

VDAC - kanał anionowy zależny od napięcia (potencjału) (ang. voltage de-
pendent anion channel) 

Z-DEVD-FMK - keton Z-Asp(O-Me)-Glu(O-Me)-Val-Asp(O-
Me)fluorometylowy 
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Wprowadzenie 
 

 

Czynnik indukujący apoptozę AIF – informacje ogólne 
 

W prowadzonych na szeroką skalę badaniach nad programowaną śmier-

cią komórki PCD (ang. Programmed Cell Death) grupa Guido Kroemera  

(Susin i wsp., 1999) zidentyfikowała czynnik indukujący apoptozę AIF  

(ang. apoptosis inducig factor), kluczowe białko pro-apoptotyczne w szlaku sy-

gnałowym apoptozy niezależnej od kaspaz.  

Kolejne prace wykazały, że AIF to mitochondrialna flawoproteina bardzo 

silnie konserwowana filogenetycznie, która przyczynia się zarówno do przeży-

cia jak i śmierci komórki (Susin i wsp., 1999; Boujard i wsp., 2007; Krantic  

i wsp., 2007). W warunkach fizjologicznych AIF odgrywa istotną rolę w fosfory-

lacji oksydacyjnej (Joza i wsp., 2001, 2005), a w odpowiedzi na procesy patolo-

giczne może prowadzić do kaspazo-niezależnej śmierci komórki, poprzez trans-

lokacje do jądra, kondensacje chromatyny i fragmentację DNA (Susin i wsp., 

1999). Dokładny mechanizm śmierci komórki zależnej od AIF pozostaje jednak 

nadal niejasny. 

AIF zakotwiczony jest w wewnętrznej błonie mitochondrialnej,  

jego N-terminalny koniec skierowany jest do macierzy mitochondrialnej,  

a C-terminalny region znajduje się w przestrzeni międzybłonowej (Otera  

i wsp., 2005). W budowie AIF można wyróżnić trzy funkcjonalne domeny: do-

menę wiążącą FAD, domenę wiążącą NADH oraz domenę C-końcową. Dwie 

pierwsze z nich wykazują właściwości oksydoreduktazy NADH i w fizjologicz-

nych warunkach biorą udział w transporcie elektronów jako składowe kom-

pleksu I i prawdopodobnie także III kompleksu łańcucha oddechowego. Nato-

miast domena C-końcowa wykazuje właściwości proapopotyczne. Dodatkowo 

struktura krystaliczna AIF pokazała, że na powierzchni białka znajdują się do-

datnio naładowane aminokwasy, które oddziałują elektrostatycznie z DNA. 
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Wiązanie DNA i jego kondensacja przez AIF wymaga obecności jonów Mg2+ i jest 

stymulowane przez NADP+ (Modjtahedi i wsp., 2006; Vahsen i wsp., 2004). Wy-

daje się, że AIF jest głównym czynnikiem prowadzącym do śmierci komórki  

w szlaku przekaźnictwa związanego z syntazą poli(ADP-rybozy) (PARS-1). Wy-

suwane są hipotezy jakoby śmierć ta różniła się od innych rodzajów programo-

wanej śmierci komórki, takich jak apoptoza, nekroza czy autofagia (Wang  

i wsp., 2009a, b). Wobec powyższego zaproponowana została osobna nazwa dla 

śmierci komórki zależnej od AIF/PARS-1 – partanatos. Nazwa ta wywodzi się od 

poli(ADP-rybozy) (PAR) i imienia greckiego boga śmierci Tanatosa. Ten rodzaj 

śmierci charakteryzuje się zależnym od PAR uwalnianiem AIF z mitochondrium 

do jądra komórki (Andrabi i wsp., 2008; Wang i wsp., 2009a, b; David i wsp., 

2009). 

 

Budowa białka AIF 
 

Gen ludzkiego AIF jest ulokowany na chromosomie X i składa się z 16 ek-

sonów. W wyniku translacji w cytoplazmie powstaje białko prekursorowe  

o długości 613 aminokwasów (67 kDa). Następnie, dzięki zlokalizowanej na  

N-końcu sekwencji MLS (ang. mitochondrial localization sequence), kierowane 

jest do mitochondrium, gdzie w dalszej kolejności MLS zostaje odcięte przez 

odpowiednie peptydazy. Dodatkowo, w trakcie przefałdowania białka, dodany 

zostaje kofaktor FAD i w ten sposób powstaje dojrzały 62 kDa AIF, który lokuje 

się w wewnętrznej błonie mitochondrialnej (rycina 1) (Susin i wsp., 1999). 
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Rycina 1. Dojrzewanie i uwalnianie białka AIF 

Prekursor białka AIF 67 kDa importowany jest do mitochondriów dzięki domenie loka-

lizacji mitochondrialnej MLS. Przed zakotwiczeniem w wewnętrznej błonie mitochondrialnej od 

prekursora AIF odcinana jest domena MLS i białko 62 kDa zostaje przefałdowane a po dodaniu 

FAD zakotwicza się w błonie i osiąga formę dojrzałą. W odpowiedzi na sygnał proapoptotyczny 

odcięty zostaje fragment AIF 57 kDa. Jest on transportowany do jądra, gdzie bierze udział  

w kondensacji i fragmentacji chromatyny, prowadząc do programowanej śmierci komórki (wg 

Modjtahedi i wsp., 2006; Wenfeng i wsp., 2011) 

ZBM - zewnętrzna błona mitochondrialna, PM - przestrzeń międzybłonowa, WBM - wewnętrzna 

błona mitochondrialna 

 

 

Rodzina białek AIF 
 

Początkowy okres badań nad AIF zaowocował opisaniem ludzkiego i my-

siego białka (Susin i wsp., 1999). Oba należą do rodziny białek AIF i charaktery-

zują się podobną strukturą, aktywnością redoks oraz aktywnością proapopto-
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tyczną. Do tej rodziny należy: ludzki AMID (nazywany również PRG3, o długości 

373 aminokwasów, podobnie sfałdowany jak AIF. Jednak ze względu na brak 

domeny MLS nie znajduje się w mitochondriach a jego kofaktorem jest  

6-hydroksy FAD), a także AIFL (o długości 605 aminokwasów, także nieposiada-

jący sekwencji MLS, jednak w jego budowie opisano dodatkową domenę 

Rieske). Charakterystyczne domeny wspomnianych białek przedstawione są na 

rycinie 2. Dodatkowo, białko AIF1 zidentyfikowano zostało u Saccharomyces 

cerevisiae. Jest ono filogenetycznie podobne do ludzkiego AIF, AIFL i AMID 

(Modjahedi i wsp., 2006). 

 

 

 

 

Ponadto scharakteryzowane zostały trzy dodatkowe izoformy białka AIF: 

- AIF-exB – powstałe przez alternatywne zastąpienie eksonu 2 eksonem 2b. Jest 

ono białkiem długości 603 aminokwasów, czyli jest niewiele krótsze od normal-

nego AIF i zawiera domenę MLS, a także NLS (ang. Nuclear Localization Sequen-

ce) kierującą do jądra. W warunkach fizjologicznych, podobnie jak AIF, białko to 

znajduje się w mitochondrium, natomiast w odpowiedzi na sygnał proapop-

tyczny jest translokowane do jadra. 

Rycina 2. Charakterystyczne domeny występujące w białkach ludzkich AIF, AIFL, 

AMID (wg Modjtahedi i wsp., 2006) 
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- AIF-sh (AIF short) – składające się z siedmiu eksonów. Jest białkiem o długości 

261 aminokwasów. Posiada tylko domenę NLS i dlatego w normalnych warun-

kach AIF-sh zlokalizowane jest w cytoplazmie i może translokować się do jądra. 

- AIF-sh2, AIF-sh3 (AIF short 2, 3) –  powstaje przez alternatywne wykorzysta-

nie nowo odkrytego eksonu 9b (znajdującego się między eksonami 9 i 10,  

a wcześniej uznawany za intron). AIFsh-2 w fizjologicznych warunkach znajduje 

się w mitochondrium i prawdopodobnie bierze udział w transporcie elektronów 

w kompleksie I łańcucha oddechowego. Ze względu na brak domeny NLS nie 

może być translokowane do jądra (Krantic i wsp., 2007). 

Dodatkowo wyniki badań wykazały tkankową i narządową specyficzność 

izoform AIF. Zostało między innymi stwierdzone, że ekspresja AIF-sh nie zacho-

dzi w mózgu i tarczycy, natomiast obserwuje się ją w sercu, skórze, jajnikach, 

mięśniach, nerkach i wątrobie (Delettre i wsp., 2006). 

 

AIF białko niezbędne dla życia 
 

Badania na zwierzętach transgenicznych Harlequin (Hq) przyniosły 

pierwsze dowody świadczące, że AIF jest białkiem o „podwójnym obliczu”.  

W warunkach fizjologicznych jest niezbędne dla prawidłowego funkcjonowania 

mitochondriów, w tym dla prawidłowej fosforylacji oksydacyjnej. Natomiast  

w warunkach wzmożonego stresu oksydacyjnego czy genotoksycznego może 

być uwalniane i translokowane do jądra, gdzie uczestniczy w kondensacji  

i fragmentacji chromatyny, prowadząc do śmierci apoptotycznej komórki (Susui 

i wsp., 1999; Arnoult i wsp., 2002; Modjtahedi i wsp., 2006).  

Myszy Hq to mutanty z krótką sierścią charakteryzujące się postępującą 

ataksją i ślepotą spowodowaną degeneracją neuronów (Bronson i wsp., 1990). 

Jak wykazały kolejne badania, myszy te charakteryzuje również znacznie obni-

żony poziomem ekspresji AIF do 10-20% w porównaniu z zwierzętami kontrol-

nymi. Mutacja odpowiedzialna za ten deficyt nazwana została AIFHq i spowo-

dowana jest retrowirusową insercją w pierwszym intronie genu AIF. Klein  

i wsp. (2002) zwrócili uwagę, że utrata aktywnego białka AIF jest bezpośrednio 
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związana z neurodegeneracją. Dodatkowo wykazali, iż AIF jest niezbędny dla 

przeżycia postmitotycznych neuronów w starzejącym się mózgu. Niewyjaśnio-

nym pozostało, dlaczego obniżenie pro-apoptotycznego białka skutkowało de-

generacją neuronów u tych zwierząt. Rozwiązanie zagadki przyniosło odkrycie 

molekularnego, strukturalnego i biochemicznego oblicza białka AIF. 

Krystalograficzne badania pokazały, że AIF posiada domenę oksydore-

duktazy, przypominającą bakteryjną podjednostkę reduktazy ferrodoksynowej 

NADH. Aktywność oksydoreduktazy tego białka wykazano również w doświad-

czeniach in vitro zarówno na białku normalnym, jak i jego rekombinowanej 

formie (Miramar i wsp., 2001; Mate i wsp., 2002). Stąd też AIF sklasyfikowane 

zostało do klasy oksydoreduktaz, podklasy NADH-reduktaz przenoszących elek-

trony, gdyż szybko reaguje z tlenem tworząc O2˙ oraz neutralny rodnik flawo-

proteinowy (Miramar i wsp., 2001). Dane strukturalne wykazały także, że AIF 

wykorzystuje wewnętrzną cząsteczkę FAD, a nie wewnątrzcząsteczkowy mo-

stek disiarczkowy (znaleziony w homologicznych enzymach) i transportuje 

elektrony bez udziału grup cysteinowych (Miramar i wsp., 2001; Mate i wsp., 

2002). Ponadto AIF, inaczej niż inne enzymy tego typu, jest aktywny enzyma-

tycznie jako monomer, podczas gdy inne działają jako dimery lub tetramery. 

Jak już zostało zaznaczone, AIF wydaje się być niezbędny dla prawidło-

wej fosforylacji oksydacyjnej. Vahsen i wsp. (2004) dowodzą, że obniżona fosfo-

rylacja oksydacyjna w siatkówce i niektórych częściach mózgu myszy Hq może 

korelować ze spadkiem ekspresji białek wchodzących w skład podjednostek 

kompleksu I łańcucha oddechowego. Badacze ci stwierdzili również, że inhibicja 

ekspresji AIF u ludzi i myszy przez homologiczną rekombinację lub użycie siR-

NA, powoduje znaczną redukcję ekspresji kompleksu I oraz obniżenie jego ak-

tywności. 

Do chwili obecnej nie jest jednak w pełni wyjaśnione, jak niedobór AIF 

upośledza fosforylację oksydacyjną w komórkach ssaczych. Defekt oddechowy 

w kompleksach I i III jest łączony ze zmniejszeniem ilości białek będących czę-

ścią tych kompleksów (Vahsen 2004).  
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Dodatkowo okazało się, że funkcja proapoptotyczna oraz aktywność  

oksydo-reduktazy AIF działają niezależnie od siebie. Wskazuje na to fakt, że 

usuniecie FAD nie zmniejsza proapoptycznych właściwości AIF. Kolejne badania 

potwierdzają, że AIF jest białkiem bifunkcjonalnym (Krantic i wsp., 2006; Bou-

jard i wsp., 2007; Modjtahedi i  wsp., 2009;  Wenfeng i wsp., 2011). 

Badania prowadzone przez Kleina i wsp., (2002) wykazały, że niska eks-

presja AIF u myszy Hq wpływa na zaburzenie homeostazy wolnorodnikowej,  

co w konsekwencji prowadzi do stresu oksydacyjnego w komórkach nerwo-

wych. Zaobserwowano wzrost peroksydacji lipidów, jak również wzrost aktyw-

ności katalazy i reduktazy glutationowej, natomiast aktywność peroksydazy 

ponadtlenkowej (SOD) nie zmienia się w badanych regionach mózgu myszy Hq 

(Klein i wsp., 2002). Dodatkowo wykazane zostało, że AIF posiada wysoką ho-

mologię strukturalną z reduktazą glutationową, znaną dobrze jako jeden  

z głównych elementów obronnych przed H2O2 w systemie obrony glutationo-

wej. Sugeruje to, że obniżony poziomu AIF u zwierząt Hq wpływa na zwiększe-

nie poziomu stresu oksydacyjnego przez bezpośrednią lub pośrednią regulację 

poziomu H2O2 (Klein i Acerman, 2003). 

Stąd też wydaje się, że AIF posiada właściwości enzymu antyoksydacyj-

nego, na co wskazuje również krystalograficzna analiza struktury tego białka. 

AIF prawdopodobnie obniża poziom reaktywnych form tlenu (RFT) przez zaan-

gażowanie w biogenezę i utrzymane stabilności kompleksu I i prawdopodobnie 

III łańcucha oddechowego oraz regulację poziomu glutationu.  

Dostępne dane wskazują, że AIF jest niezbędny dla utrzymania prawi-

dłowej struktury mitochondrium (Cheung i wsp., 2006). Przy jego deficycie wi-

doczne jest zmniejszenie liczby grzebieni mitochondrialnych oraz ich obkurcze-

nie. Dodatkowo także u myszy Hq obserwuje się zmiany neurodegeneracyjne, 

m.in. ślepotę (dochodzi do degeneracji siatkówki). Neurodegeneracja jest łączo-

na z zaburzeniami molekularnymi i morfologicznymi neuronów oraz ich obu-

mieraniem na drodze apoptozy. Sugeruje się więc, że AIF pełni funkcję we-

wnętrznego cytoprotektora.  

http://rcin.org.pl



Wprowadzenie Magdalena Cieślik 
 

28 

 

Istnieją dwa hipotetyczne modele miejscowego działania AIF w łańcuchu 

transportu elektronów (rycina 3). Pierwszy model zakłada, że AIF jest czynni-

kiem „integrującym” (ang. assambly factor). Zaangażowany jest on w przeno-

szenie lub gromadzenie 46 podjednostek białkowych kompleksu I, a także 

prawdopodobnie i kompleksu III. Druga hipoteza przedstawia AIF jako czynnik 

utrzymujący (ang. maintenance factor). W modelu tym AIF jest niezbędny do 

utrzymania oraz stabilności kompleksu I i III (Modjtahedi i wsp., 2006). 

A 

 

B 

                         

 

Rycina 3. Model miejscowego działania AIF w łańcuchu transportu elektronów 

A) Funkcja AIF jako czynnika integrującego – „przywołuje” i gromadzi wszystkie podjednostki 

białkowe kompleksu I i prawdopodobnie III łańcucha transportu elektronów 

B) Funkcja AIF jako czynnika utrzymującego – utrzymuje i stabilizuje podjednostki białkowe 

kompleksu I i III łańcucha transportu elektronów (wg Modjtahedi i wsp., 2006) 
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AIF w procesie apoptotycznej śmierci komórki 
 

AIF został zidentyfikowany przez Kromera i współpracowników  

w 1999 r., jako białko indukujące apoptozę w sposób niezależny od kaspaz. 

Struktura krystaliczna AIF wykazała na jego powierzchni dodatni potencjał 

elektrostatyczny, który wydaje się być odpowiedzialny za zdolność tego białka 

do wiązania się z DNA w sposób niezależny od sekwencji (Ye i wsp., 2002). Na-

dekspresja AIF (przy braku innych czynników proapoptotycznych) nie wpływa 

na zainicjowanie procesu apoptozy, podobnie jak usunięcie AIF z komórki nie 

zawsze zatrzymuje jej przebieg, gdyż programowana śmierć komórki może 

również odbywać się na innej drodze. Apoptoza zależna od AIF przebiega typo-

wo  

z udziałem energii. Wyjaśnianie zdarzeń molekularnych, prowadzących do 

uwolnienia AIF z mitochondrium i w konsekwencji jego translokacji do jadra, 

jest głównym celem licznych badań, które zmierzają do lepszego zrozumienia 

mechanizmów apoptozy i innych form programowanej śmierci komórki. Po-

czątkowe odkrycia na tym polu doprowadziły do polemiki dotyczącej uwalnia-

nia AIF z mitochondrium. Zastanawiano się czy proces ten jest zależne czy nie-

zależne od kaspaz. Większość badań dowodzi, że uwolnienie AIF nie wymaga 

aktywacji proteaz cysteinowych (Susin i wsp., 1999; Yu i wsp., 2002). Jednakże 

Arnoult i wsp. (2002, 2003) donoszą, że inhibicja kaspaz zapobiega uwolnieniu 

AIF z mitochondrium. U źródła tej rozbieżności może leżeć różnica w mechani-

zmie uwalniania AIF, który może być zależny od typu komórek oraz specyfiki 

stymulacji ich śmierci (Cregan i wsp., 2004). Ostatnie badania dowodzą, że AIF 

umieszczony w wewnętrznej błonie mitochondrialnej jest odcinany od niej tak, 

aby stał się rozpuszczalnym proapoptycznym białkiem, które może być uwol-

nione z mitochondrium (Otera i wsp., 2005). Odcięcie od wewnętrznej błony 

mitochondrialnej jest obecnie przedmiotem wielu badań i wydaje się być zależ-

ne od Ca2+ i katalizowane przez cysteinowe proteazy: kalpaine I (zlokalizowaną 

w przestrzeni międzybłonowej mitochondrium) oraz prawdopodobnie też ka-

tepsyny B, L i S (Cao i wsp., 2007; Krantic i wsp., 2007; Norberg i wsp., 2008, 

2010). Jednak badania grupy Joshi i współpracowników w 2009r. pokazały,  

iż mimo wielu dowodów wskazujących na udział kalpainy w tym procesie,  
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bezpośrednie eksperymenty z udziałem specyficznych inhibitorów kalpainy – 

kalpastatyny i PD150606, nie pozwoliły całkowicie potwierdzić tej tezy. Powsta-

ły 57 kDa AIF to forma rozpuszczalna, zlokalizowana w przestrzeni międzybło-

nowej, która dalej jest uwalniana z mitochondrium. 

W układzie nerwowym uwalnianie AIF jest obserwowane w wyniku ura-

zów, hipoksji, niedotlenienia i niedokrwienia mózgu, a także innych zjawisk, 

którym towarzyszy stres oksydacyjny czy genotoksyczny (Cao i wsp., 2003).  

Dotychczas zostało opisanych kilka hipotez dotyczących uwalniania AIF  

z mitochondrium i translokacji do jądra. 

Pierwsza z nich zakłada tworzenie się w błonie mitochondrialnej porów  

o małej średnicy, powstałej przez oligomeryzację proapoptycznego białka z ro-

dziny Bcl-2 (BAK oraz BAX) (Sharpe i wsp., 2004). Powoduje to zmianę poten-

cjału błony mitochondrialnej, a w dalszej kolejności może prowadzić do akty-

wacji kaspaz i obrzęku mitochondriów. Powstały mega kanał mitochondrialny  

i uprzepuszczelniona zewnętrzna błona mitochondrialna (MOMP) umożliwiają 

uwolnienie AIF i cytochromu c oraz kolejnych białek proapoptotycznych. 

W alternatywnym modelu, który dotyczy również uwalniania cytochro-

mu c, już na początku formują się większe pory w błonie mitochndrialnej, co 

umożliwia bezpośrednie uwolnienie AIF. Większe pory mogą powstać przez 

interakcje proapoptycznego białka należącego do rodziny Bcl-2 z białkami bło-

ny mitochondrialnej, tworząc kanał anionowy zależny od potencjału (ang.  vol-

tage dependent anion channel – VDAC) (Shimizu i wsp., 1999). Procesowi temu 

może towarzyszyć obrzęk mitochondriów oraz zwiększenie przepuszczalności 

MOMP. 
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Znaczenie PAR w mechanizmie uwalniania AIF z mitochon-

drium do jądra komórki 

 

Obecnie istotne znaczenie przypisuje się poli(ADP-rybozie) PAR, nowej 

cząsteczce sygnalizacyjnej, która może wpływać na uwalnianie AIF. Zależność 

między syntazą poli(ADP-rybozy) PARS-1 i AIF została pierwszy raz opisana 

przez Susina i wsp. (1999). Enzym jądrowy PARS katalizuje reakcje z NAD+  

i syntetyzuje polimer ADP-rybozę PAR. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA,  

na przykład przez RFT, komórka rozpoczyna procesy naprawcze. Następuje ak-

tywacja PARS-1 i poli(ADP-rybozy)lacja histonów, co doprowadza do ich uwol-

nienia z uszkodzonego DNA. W wyniku tego procesu uszkodzona nić DNA zosta-

je udostępniona enzymom naprawczym z kompleksu BER (ang. Base Excision 

Repair - naprawa przez wycięcie zasady) lub NER (ang. Nucleotide Excision Repa-

ir - naprawa przez wycinanie nukleotydów). Jedno, lub dwuniciowe uszkodzenie 

DNA komórki zostaje naprawione i komórka przeżywa. Jednakże, kiedy docho-

dzi do masywnego uszkodzenia DNA, następuje nadaktywacja PARS-1, co może 

prowadzić do wyczerpania βNAD+ i ATP oraz śmierci komórek.  

To, w jaki sposób aktywowany w jądrze enzym przekazuje informację do 

mitochondrium, jest jednym z głównych pytań zadawanych przez wiele grup 

badawczych. Pierwsza hipoteza zakładała, że PARS-1 może mieć również lokali-

zacje mitochondrialną, jednak dość szybko została odrzucona w związku z bra-

kiem potwierdzenia na obecność PARS-1 w tych organellach (Yu i wsp., 2002;  

Cipriani i wsp., 2005 i niepublikowane badania własne). Na podstawie znajomo-

ści mechanizmu reakcji katalizowanej przez PARS-1 oraz wiedzy na temat pro-

duktu owej reakcji, zaproponowano dwie kolejne hipotezy potencjalnej drogi 

uwalniania AIF z mitochondrium do jądra. Pierwsza z nich bierze pod uwagę 

spadek mitochondrialnej puli βNAD+ wykorzystywanego przez PARS-1. Nato-

miast druga zakłada, że w proces ten zaangażowany jest polimer PAR  

(Wang i wsp 2009a, b).  

Związana ze wzmożonym stresem oksydacyjnym/genotoksycznym  

i uszkodzeniem DNA aktywacja PARS-1 oraz spadek poziomu βNAD+ wydaje się 
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mieć istotne znaczenie w kontekście chorób neurodegeneracyjnych. Jednak nie 

udało się określić ścisłego związku pomiędzy spadkiem ilości βNAD+ w komórce 

a translokacją białka AIF z mitochondrium do jądra. Inkubacja wyizolowanych 

mitochondriów w buforze z obniżoną pulą βNAD+ nie miała wpływu na uwal-

nianie AIF. Dlatego też hipoteza zależnego od stanu energetycznego uwalniania 

AIF nie została potwierdzona (Yu i wsp., 2004, 2006). 

Uwaga badaczy skupiła się na PAR, produkcie enzymatycznej reakcji 

PARS-1. Wyniki prac kilku grup badaczy udowodniły, że PAR odgrywa kluczową 

rolę w mechanizmie śmierci komórek w odpowiedzi na stres oksydacyjny i ge-

notoksyczny. Wykazano, że PAR przenosi informację między jądrem a mito-

chondrium i wpływa na uwalnianie białka AIF (Andrabi i wsp., 2006;  

Yu i wsp.,2006; Bai i wsp., 2007; Moubarak i wsp., 2007). 

Dodatkowo zastosowanie techniki wyciszania genów umożliwiło odnale-

zienie dwóch białek stanowiących potencjalne ogniwo między PARS-1 a AIF: 

zależnych od Ca2+ proteaz – kalpain (μ-kalpainy i m-kalpainy), do których ak-

tywności wymagana jest podjednostka capn4 oraz proapoptotyczne białko BAX 

(Moubarak i wsp., 2007).  

Wydaje się, że kalpainy, których międzybłonowa lokalizacja mitochon-

drialna została niedawno potwierdzona (Heeres and Hergenrother 2007), są 

odpowiedzialne za „wycinanie” białka AIF z wewnętrznej błony mitochondrial-

nej, powodując degradację dojrzałej 67 kDa formy AIF do formy 57 kDa, odpo-

wiedzialnej za proapoptotyczną funkcję białka. Natomiast białko BAX, wywo-

dzące się z rodziny białek Bcl-2, aktywowane poprzez oligomeryzację, zmienia 

konformację zewnętrznej błony mitochondrialnej, umożliwiając uwalnianie in-

nych białek proapoptotycznych, takich jak cytochrom c czy Smac/DIABLO.  

W wyniku uszkodzenia DNA w odpowiedzi na stres genotoksyczny tylko 

inaktywacja białka BAX (a nie innych białek proapoptotycznych z tej rodziny) 

hamuje proces uwalniania białka AIF, a co za tym idzie: hamuje śmierć komórki 

(Cheung i wsp., 2005; Moubarak i wsp., 2007). W warunkach fizjologicznych  

C-końcowa domena monomeru BAX jest sfałdowana i ukryta w hydrofobowej 

szczelinie białka, uformowanej przez trzy domeny: BH1, BH2 i BH3. W przypad-
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ku sygnałów prowadzących do apoptozy C-koniec zostaje uwolniony i zakotwi-

cza się w błonie mitochondrialnej, natomiast N-koniec zostaje wyeksponowany. 

Determinuje to oligomeryzację białka BAX i prowadzi do utworzenia porów dla 

uwalniania białek proapoptotycznych, w tym dla AIF (Danial 2007). 

Najnowsze badania pokazują, że endogenny AIF w komórkach mózgu 

zlokalizowany jest nie tylko w przestrzeni międzybłonowej mitochondrium lecz 

także pewna jego ilość (około 30%) znajduje się po cytozolowej stronie mito-

chondriów, luźno oddziałując z zewnętrzną błona mitochondrialną (Yu i wsp., 

2009). W związku z tym, wydaje się prawdopodobne, że to właśnie ta pula AIF, 

pod wpływem sygnału śmierci translokuje się do jądra, gdzie wpływa na kon-

densację i fragmentację chromatyny, w konsekwencji prowadząc do śmierci 

komórki określanej przez Dawsona i wsp. mianem partanatos (Wang i wsp., 

2009a, b). Potwierdzeniem tej hipotezy jest fakt, że nadmierna aktywacja recep-

tora NMDA i śmierć neuronów poprzedzona jest szybkim napływem cząsteczek 

AIF 62 kDa, które nie uległy uprzedniej proteolizie. Wynik ten potwierdza rów-

nież niektóre dane mówiące o braku konieczności aktywacji kalpainy w komór-

kach ulegających śmierci zależnej od PAR/AIF (Yu i wsp., 2002; Joshi i wsp., 

2009; Wang i wsp., 2009b).  

Dokładny mechanizm prowadzący do programowanej śmierci komórki 

partanatos nie jest do końca wyjaśniony. Wykazano na wyizolowanych jądrach, 

że zrekombinowany AIF inicjuje częściową, peryferyjną (typ 1) kondensację 

chromatyny. Najprawdopodobniej dzieje się to dzięki interakcjom białko-białko 

pomiędzy poszczególnymi molekułami AIF (Vahsen i wsp., 2006). Struktura 

krystaliczna AIF wykazuje dodatnio naładowane aminokwasy na powierzchni 

białka, co umożliwia wytworzenie oddziaływania elektrostatycznego z DNA. 

Przyłączenie AIF do DNA nie wymaga specyficznej sekwencji nukleotydów  

(Yu i wsp., 2002), wystarcza oddziaływanie elektrostatyczne. Badania wykazały, 

że AIF ma większe powinowactwo do nici pojedynczej niż podwójnej. Interakcja 

DNA-AIF wykazuje kooperatywność: wiele cząsteczek AIF wiąże się z kilkoma 

cząsteczkami DNA (ang. clustered fashion). Oddziaływaniu temu towarzyszy 

kondensacja DNA, tworzenie struktury spinki do włosów oraz oligomeryzacja 

DNA. Kondensacja DNA przez AIF wymaga obecności jonów Mg2+ i może być 
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aktywowana w obecności NADP+ (Vahsen i wsp., 2006). Prawdopodobnie po 

translokacji AIF do jądra, białko to wiąże się z nicią DNA, powodując kondensa-

cję chromatyny. Następnie AIF wraz z innymi czynnikami, takimi jak cyklofilina 

A i endonukleaza G tworzy degradosom, który bierze udział w procesie frag-

mentacji DNA na charakterystyczne odcinki wielkości około 50 kpz (Modjtahedi 

i wsp., 2006), co prowadzi do apoptotycznej śmierci komórki (rycina 4). 

 

 

Rycina 4. Model śmierci komórki na drodze zależnej od PAR/AIF 

Schematyczny model śmierci komórki partanatos indukowanej wzmożonym stresem 

oksydacyjnym/genotoksycznym prowadzącym do uszkodzenia DNA, hiperaktywacji białka  

PARS-1 i aktywacji kalpainy. W dalszej konsekwencji proces ten prowadzi do powstania polime-

ru PAR, który translokuje się do zewnętrznej błony mitochondrialnej, powodując jej uprzepusz-

czelnienie, a także do aktywacji proapoptotycznego białka BAX. Zmiany te wpływają na uwol-

nienie białka AIF z mitochondrium do jądra, gdzie dochodzi do uszkodzenia DNA, kondensacji  

i fragmentacji chromatyny, co prowadzi do śmierci komórki (wg Moubarak i wsp., 2007; David  

i wsp., 2009) 
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Syntaza poli(ADP-rybozy)  
 

 Syntaza poli(ADP-rybozy) typu I (PARS-1), dotychczas okreżlana mianem 

polimerazy (PARP) (Hottiger i wsp., 2010), jest kluczowym enzymem jądrowym 

odpowiedzialnym za proces poli(ADP-rybozylacji), modyfikacji post-

translacyjnej, która aktywuje wiele procesów fizjologicznych takich, jak: regula-

cja funkcji licznych czynników transkrypcyjnych i utrzymanie stabilności geno-

mu (Ame i wsp., 2004; Hassa i Hottiger, 2008; Moroni i wsp., 2011; AbdElmage-

ed i wsp., 2011). PARS-1 oraz pozostali członkowie rodziny białek PARS  

(tabela 1) charakteryzują się homologią domeny katalitycznej, bardzo konser-

wowanej ewolucyjnie, a różnią się specyficznością substratową.  

 

 

RODZINA    BIAŁEK    PARS 

 

BIAŁKA Z AKTYWNOŚCIĄ PARS 

 

INNE 

 

PARS-1,  

PARS-2,  

VPARS (PARS-4),  

Tankyraza-1 (PARS-5a lub TNKS),  

Tankyraza-2 (PARS-5b lub TNKS2) 

 

 PARS-3, PARS-6,  

 TIPARS (PARS-7), 

 PARS-8, PARS-9, PARS-10, 

 PARS-11, PARS-12, PARS-14, 

 PARS-15, PARS-16 

 

Tabela 1. Rodzina białek PARS 

 

 

Mimo podobnej budowy, to PARS-1 jest odpowiedzialna w ponad 90% za 

proces poli(ADP-rybozyl)acji białek w komórkach ośrodkowego układu ner-

wowego (Naegeli i wsp., 1989; Strosznajder i wsp., 2005; 2010; AbdElmageed  

http://rcin.org.pl

http://en.wikipedia.org/wiki/PARP2
http://en.wikipedia.org/wiki/PARP4
http://en.wikipedia.org/wiki/TNKS
http://en.wikipedia.org/wiki/TNKS2
http://en.wikipedia.org/wiki/PARP3
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=PARP6
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=TIPARP
http://en.wikipedia.org/wiki/PARP8
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=PARP9
http://en.wikipedia.org/wiki/PARP10
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=PARP11
http://en.wikipedia.org/wiki/PARP12
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=PARP14
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=PARP15
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=PARP16


Wprowadzenie Magdalena Cieślik 
 

36 

 

i wsp., 2011 ). Katalizuje on polimeryzację białek, w której substratem jest di-

nukleotyd nikotynoamidoadeninowy βNAD+. Następnie zostaje przekształcony 

do kwasu nikotynowego oraz ADP-rybozy, która potem łączy się kowalencyjnie 

z kolejną cząsteczką ADP-rybozy. W wyniku tego procesu ponad 40 docelowych 

białek jądrowych takich, jak: histony, polimeraz DNA 1 i 2, ligazy, topoizomeraz 

posiadają przyłączone rozgałęzione polimery PAR. Aktywność enzymatyczna 

PARS-1 może być modulowana przez proces autorybozylacji (Ueda  

i Hayashi, 1982). 

 PARS-1 jest białkiem monomerycznym, którego masa cząsteczkowa wa-

ha się w granicach 110-116 kDa, u ssaków wynosi 113 kDa. Jeśli chodzi o struk-

turę krystaliczną, PARS-1 zawiera trzy istotne dla swej funkcji domeny struktu-

ralne (rycina 5). N-końcową domenę wiążącą DNA o masie 42 kDa, zawierającą 

dwa „palce cynkowe” i umożliwiająca wiązanie do pojedynczej lub podwójnej 

nici DNA, a także sekwencje lokalizacji jądrowej (NLS – ang. nuclear localization 

sequence). Zawiera również domenę centralną automodyfikacyjną 16 kDa, która 

zawiera motyw BRCT, odpowiedzialny za interakcje na poziomie białko-białko, 

a także 55 kDa C-końcową domenę katalityczną, przeprowadzającą proces po-

li(ADP-rybozyl)acji.  

 

 

 

Rycina 5. Strukturalna i funkcjonalna organizacja cząsteczki PARS-1 

 

Funkcjonalna rola PARS-1 oparta jest na zdolności wiązania do uszko-

dzonej nici DNA. Wiązanie to wpływa na bardzo szybki - nawet 500-krotny - 

wzrost aktywności enzymatycznej tego białka. W warunkach fizjologicznych, 

dzięki stałej kontroli uszkodzeń DNA i zaangażowaniu w jego naprawę, PARS-1 

czuwa nad stabilnością genomu (Dantzer i wsp., 2006). Najnowsze badania  
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pokazują, że aktywność PARS-1 może być stymulowana nie tylko uszkodzeniem 

DNA, lecz także przez bezpośrednią interakcję z ufosforylowaną kinazą ERK1/2 

(ang. extracellular signal regulated kinase). Aktywacja PARS-1 indukowana 

przez ERK1/2 związana jest ze wzmocnieniem sygnału przez czynnik traskryp-

cyjny ELK 1 i gen c-fos. Udział PARS-1 w tej ścieżce sygnalizacyjnej wskazuje na 

jego istotną rolę w różnicowaniu, wzroście i proliferacji komórek (Cohen-

Armon, 2007). 

Zauważyć jednak należy, że w warunkach wzmożonego stresu oksyda-

cyjnego i genotoksycznego może dochodzić do nadmiernej aktywacji PARS-1, 

zużycia βNAD+ i ATP, co w konsekwencji prowadzi do nekrotycznej śmierci 

komórek. 

Dla utrzymania równowagi w procesie poli(ADP-rybozyl)acji prócz ak-

tywności PARS, bardzo ważna jest aktywność glikohydrolazy poli(ADP-rybzy) 

PARG. W kilka minut od powstania polimeru PAR, PARG hydrolizuje wiązania 

między cząsteczkami cukru, prowadząc do powstania pojedynczych cząsteczek 

ADP-rybozy i w ten sposób utrzymuje homeostazę PAR w komórce (Virag and 

Szabo 2002; Heeres and Hergenrother 2007). Najnowsze badania pokazują 

również, że aktywność PARG może być niezbędna dla prawidłowej naprawy 

uszkodzeń pojedynczej nici DNA (Fisher i wsp., 2007). PARS-1 współdziałając  

z PARG przyśpiesza mechanizmy naprawy DNA. Dodatkowo, białko biorące 

udział w naprawie DNA poprzez wycinanie zasad azotowych (BER)  

i nukleotydów (NER) - XRCC1, jest negatywnie regulowane przez PARG. PARG 

zapobiega nagromadzaniu XRCC1 w miejscu uszkodzenia i dzięki temu, po 

ukończonej naprawie ułatwia jego odłączanie się od nici DNA (Fisher i wsp., 

2007).   

Lokalizacja komórkowa PARG odpowiada lokalizacji PARS-1. Oba enzy-

my zostały zidentyfikowane w gleju i w neuronach. Natomiast lokalizacja pod-

komórkowa tych enzymów jest różna i specyficzna dla różnych tkanek. W mó-

zgu PARG jest związany z zewnętrzną błoną mitochondrialną (Poitras  

i wsp., 2007). Badania Whatcotta i wsp. (2009) pokazały, że pewne izoformy 

PARG mogą również lokalizować się w matrix mitochondrialnej. Wyniki te suge-

rują możliwy udział PARG w metabolizmie PAR wewnątrz mitochondriów. Wy-
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daje się, że PARG może odgrywać istotną rolę w regulacji uwalniania AIF,  

a także w mechanizmie przekazywania informacji pomiędzy jądrem a mito-

chondrium. Z jednej strony PARG może zapobiegać nadmiernemu uwalnianiu 

AIF w nieodpowiednim czasie, z drugiej może wpływać na jego translokację 

przez regulację poziomu PAR i produkcję wolnej poli(ADP-rybozy)  

(Whatcott i wsp., 2009).  

Najwyższa aktywność PARG jest obserwowana we frakcji cytozolowej,  

a ostatnio stwierdzono również jej obecność w mitichondriach. Badania wyka-

zały, że nadekspresja PARG wpływa na obniżenie zależnej od PARS-1 ekscyto-

toksyczności receptora NMDA (Heeres and Hergenrother 2007). 

 

Charakterystyka cząsteczki PAR 
 

Synteza cząsteczki PAR została odkryta przez Chambona i wsp. (1963). 

PAR jest rozgałęzionym polimerem powtarzających się jednostek ADP-rybozy, 

połączonych wiązaniem glikozydowym ryboza-ryboza (rycina 6). 

Ze względu na swą chemiczną budowę PAR traktowany był jako trzeci 

typ kwasu nukleinowego, choć jego biologiczna rola jest wciąż nie do końca po-

znana. PAR w formie rozgałęzionej posiada długość dochodzącą aż do 200 jed-

nostek, a w formie łańcuchowej - około 20-50 jednostek ADP-rybozy (D’Amours 

i wsp., 1999). 
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Rycina 6. Chemiczna struktura PAR 

Podjednostki ADP-rybozy łączą się wiązaniem glikozydowym odpowiednio,  

ryboza – ryboza w sposób liniowy (a) lub tworząc rozgałęzione łańcuchy (b). Degradacja łańcu-

cha PAR katalizowana jest przez PARG, który ma aktywność zarówno egzo-(PARG A), jak i en-

doglikozydazy (PARG B). Hydrolizuje ona wiązania glikozydowe pomiędzy podjednostkami 

PAR, prowadząc do powstania wolnej ADP-rybozy (wg Kim i wsp., 2005) 

 

Znaczenie tej różnorodności w funkcji PAR jest nieznane, ale może ona 

odgrywać rolę w określaniu specyficznego funkcjonalnego działania tych związ-

ków in vivo. 

Jak wykazały liczne badania in vivo oraz in vitro, konsekwencje łączenia 

się białka z długim, ujemnie naładowanym polimerem PAR są potencjalnie bar-

dzo szerokie. Każda cząsteczka PAR zawiera rybozę, resztę adeninową oraz  

2 grupy fosforanowe o ładunku ujemnym. PAR może formować struktury przez 

oddziaływania międzycząsteczkowe i struktury te mają możliwość niekowalen-
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cyjnego oddziaływania: przyciągania lub odpychania z innymi cząsteczkami 

(Minaga i wsp., 1983; Mathis i wsp., 1987). Stąd też PARS-1 bezpośrednio i po-

przez PAR może zmieniać aktywność białek poprzez różnorodne oddziaływanie 

(D’Amours i wsp., 1999).  

Do funkcji PAR in vivo należą prawdopodobnie również specyficzne od-

działywania z różnorodnymi białkami efektorowymi. Badania proteomiczne 

umożliwiły zidentyfikowanie 20 aminokwasowego motywu wiążącego po-

li(ADP-rybozę) w różnorodnej grupie białek (histony, p53, XRCC-1 i inne) wią-

żących PAR (Gange i wsp., 2003). Zrozumienie tych oddziaływań ma kluczowe 

znaczenie dla poznania biologicznej roli PAR, w tym także regulacji aktywności 

niektórych czynników transkrypcyjnych. Od wielu lat znany jest udział PAR  

w regulacji p53. PAR tworzy kompleks z p53 i maskuje jego domenę eksportową 

NES (ang. nuclear export signal), tym samym hamując jego translokację z jądra 

do cytoplazmy (Węsierska-Gądek i wsp., 2003). Znaczenie PAR w mechanizmie 

uwalniania białka AIF zostało omówione wyżej. 

 

Stres oksydacyjny i kompleks I mitochondriów  
 

Ze względu na dużą zależność funkcjonowania mózgu od metabolizmu 

tlenowego, poziom aktywności oddechowej lokalnych mitochondriów jest 

znacznie wyższy niż w innych tkankach. Zwiększa to ryzyko niekontrolowanego 

wypływu RFT z tych organelli. RFT mogą być generowane wewnątrzkomórko-

wo lub też mogą powstawać w wyniku działania zewnętrznych czynników fi-

zycznych (tj. promieniowania jonizującego czy nadfioletowego), co ma niewiel-

kie znaczenie biologiczne.  

Do powstawania RFT dochodzi w aktywowanych fagocytach, w mito-

chondrialnym i mikrosomalnym łańcuchu oddechowym, w trakcie autooksyda-

cji związków endo- i egzogennych, a także w reakcjach katalizowanych przez 

oksydazy i przez jony metali przejściowych (Rutkowski i wsp., 2007). Na RFT 

składają się zarówno wolne rodniki (posiadające wolny elektron w cząsteczce 

tlenu), jak i formy nierodnikowe. Wolne rodniki są atomami lub cząsteczkami 
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zdolnymi do samoistnienia, które dzięki niesparowanemu elektronowi na po-

włoce walencyjnej nabierają właściwości paramagnetycznych. Do RFT w typo-

wej komórce należą: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, rod-

nik wodoronadtlenkowy, nadtlenek azotu, tlen singletowy (tabela 2). 
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NAZWA SYMBOL WŁAŚCIWOŚCI 

ANIONORODNIK PONAD-

TLENKOWY 

O2˙‾ Powstaje w wyniku jednoelektronowej  
redukcji tlenu cząsteczkowego:  

O2+e-→ O2˙‾, głównie w wyniku wycieku 
elektronów z łańcucha oddechowego 

 

RODNIK HYDROKSYLOWY OH· Powstaje w wyniku rozpadu wiązania O-O  
w cząsteczce H2O2 pod wpływem wysokiej 
temperatury, promieniowania jonizującego 
lub w reakcjach H2O2 z metalami: żelazem 

lub miedzią (reakcja Fentona: 
H2O2+Fe2‾→OH·+OH·+Fe3-),  

a także w reakcjach z O2˙‾ i H2O2 z jonami 
żelazawymi Fe3+  (reakcja Habera-Weissa:  

O2·-+H2O2→O2+ OH˙+OH˙). 
Jest najbardziej reaktywnym  

i najsilniejszym czynnikiem utleniającym 
 

RODNIK WODORONAD-

TLENKOWY 

HO2˙ Powstaje w wyniku przeniesienia protonu 
do atomu tlenu:  

O2˙‾+H+→ HO2˙ lub O2˙‾+H2O→ HO2˙. Wraz 
 z anionorodnikiem ponadtlenkowym  

w roztworze wodnym są w stanie równo-
wagi: O2

- + H2O‹=›HO2 + OH- 

 

N
IE

R
O

D
N

IK
O

W
E

   
P

O
C

H
O

D
N

E
 T

L
E

N
U

 NADTLENEK WODORU H2O2 Powstaje w wyniku redukcji tlenu cząstecz-
kowego lub dysmutacji rodnika ponadtlen-
kowego przez dysmutazę ponadtlenkową 
SOD: HO2˙+e-+H→H2O2. Przez katalazę jest 

redukowany do tlenu i wody. Odgrywa 
istotną rolę w procesach oksydacyjnych 

 i może przenikać przez błony komórkowe. 
Jest głównym substratem reakcji wytwarza-

jącej silnie toksyczny rodnik  
hydroksylowy 

TLEN SINGLETOWY 1O2· Forma bez niesparowanych elektronów, 
która w przypadku O2 jest formą wzbudzo-
ną, o wyższej energii. Stanowi jedną z głów-
nych toksycznych form tlenu w żywych or-

ganizmach 
 

 

Tebela 2.  Reaktywne formy tlenu – charakterystyka 

 (Rutkowski i wsp., 2007; Czapski i Strosznajder 2008) 
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Dodatkowo, do grupy wolnych rodników należą również tlenek azotu 

(NO) i jego pochodne, czyli reaktywne formy azotu - RFA (tabela 3).  
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NAZWA SYMBOL WŁAŚCIWOŚCI 

TLENEK AZOTU NO Jako połączenie 8-elektronowego atomu 
tlenu z 7-elektronowym atomem azotu 
ma 1 niesparowany elektron, co zalicza 
go do wolnych rodników. Jest słabym 
oksydantem. Z udziałem innych czynni-
ków może powodować lub hamować 
inicjację oksydacji lipidów. Dodatkowo 
jest inhibitorem peroksydazy glutatio-
nowej, przez co upośledza detoksyfika-
cję H2O2. Jest prekursorem tworzenia 

silniejszych oksydantów 

NADTLENOAZOTYN ONOO‾ Jest głównym mediatorem cytotoksycz-
ności NO. Powstaje w wyniku reakcji NO 

z anionorodnikiem ponadtlenkowym:  
NO+ O2˙‾→ONOO‾.  

W obecności dwutlenku węgla tworzy 
nitrozoweglan (ONO2CO2‾), który sty-
muluje nitrację i nitrozylację białek, 
reszt tyrozyny oraz powstanie grup 

karbonylowych białek, a także zmniej-
sza stężenie antyoksydantów w osoczu 

DWUTLENEK AZOTU NO2 Powstaje w wyniku reakcji NO z tlenem 
cząsteczkowym: NO+O2→NO2 

 

Tabela 3. Główne reaktywne formy azotu – charakterystyka  

(Kowalczyk i wsp., 2005; Głód i Strosznajder 2001) 

 

 

Większość RFT jest niestabilna i ma krótki okres półtrwania oraz dąży do 

przekazania niesparowanego elektronu do najbliższej cząsteczki lub połączenia 

z innym wolnym elektronem. Reakcje katalizowane m.in. przez wolne rodniki są 

wyjątkowo ważne w procesach zachodzących w komórkach eukariotycznych. 

NO pełni rolę neuroprzekaźnika w ośrodkowym układzie nerwowym, gdzie bie-

rze udział w procesach rozwoju mózgu, uczenia się i pamięci oraz w regulacji 
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czynności ruchowych i pobierania pokarmu. W obwodowym układzie nerwo-

wym współuczestniczy w rozkurczach mięśni gładkich przewodu  

pokarmowego, narządów miednicy oraz dróg oddechowych. Dodatkowo może 

działać jako przekaźnik międzykomórkowy regulujący napięcie naczyń krwio-

nośnych, aktywujący płytki krwi oraz uczestniczy w kontroli odpowiedzi immu-

nologicznej. Ochronne działanie NO przejawia się m.in. hamowaniem degranu-

lacji komórek tucznych czy blokowaniem wytwarzania toksycznego jonu ponad-

tlenowego. Ponadto może on regulować procesy wydzielania cytokin oraz pro-

wadzić komórkę na drogę apoptozy lub jej zapobiegać (Kubis i Janusz, 2008). 

Zaburzenie równowagi pomiędzy powstawaniem i degradacją RFT skut-

kuje wzrostem ich stężenia i prowadzi do stresu oksydacyjnego, który wydaje 

się głównym elementem patomechanizmu chorób neurodegeneracyjnych,  

w tym choroby Alzheimera (AD). 

Za główne źródło RFT w komórce uważane są mitochondria. Są one dy-

namicznymi organellami, dzięki którym zachodzi proces oddychania tlenowego, 

dostarczający energii pod postacią ATP i ciepła. Jednak funkcje tych organelli są 

znacznie szersze i dotyczą m.in.: procesów metabolizmu lipidów, aminokwasów, 

węglowodorów i nukleotydów, homeostazy jonowej (szczególnie Ca2+), aktyw-

nego transportu oraz ruchu komórek. Mitochondria zaangażowane są także  

w wewnątrzkomórkową sygnalizację apoptozy (Brągoszewki i Ostrowski 2011).  

Przemiany energetyczne zachodzące w mitochondriach możliwe są dzięki pracy 

pięciu kompleksów białkowych, które składają się na łańcuch oddechowy. 

Kompleks I (reduktaza dinukleotydu nikotynoadeninowego-koenzym Q  

– NADH-CoQ), kompleks II (reduktaza bursztynian-CoQ), kompleks III (kom-

pleks cytochromów bc1) i kompleks IV (oksydaza cytochromu c) prowadzą do 

przemian pozwalających na wytworzenie różnicy potencjałów ΔP w poprzek 

wewnętrznej błony mitochondrialnej. Kiedy protony wracają do macierzy mito-

chondrialnej za pośrednictwem kompleksu V (syntazy ATP), różnica potencja-

łów umożliwia syntezę ATP (Genova i wsp., 2005). 

W łańcuchu oddechowym to kompleks I uważany jest za główne fizjolo-

giczne miejsce produkcji większość RFT (Andreyev i wsp., 2005; Brookes 2005; 

Chinta i wsp., 2009). Jest on dużym (u ssaków około 980 kDa), wielopodjed-
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nostkowym kompleksem enzymów, zbudowanym z 45 podjednostek. 38 pod-

jednostek z prefiksem NDU (ang. NADH-dehydrogenase-ubiquinone) kodowa-

nych jest przez genom jądrowy, natomiast pozostałe 7 z prefiksem ND (ang. 

NADH-dehydrogenase) przez mitochondrialne (mt) DNA.  

Badania z użyciem mikroskopii elektronowej na oczyszczonym komplek-

sie I wykazały L-kształtną strukturę kompleksu, składającą się z ramienia hy-

drofobowego i z ramienia obwodowego, które wystaje do macierzy mitochon-

drialnej (Calson i wsp., 2009; McKenzie i Ryan, 2010). Mimo wielu badań pro-

wadzonych w ostatnich latach, nie udało się określić, jaką pozycję zajmuje każda 

z podjednostek w strukturze ludzkiego kompleksu I. Wiadomo jednak, że na 

kompleks składają się cztery podkompleksy (Iα, Iβ, Iλ, Iγ). Dodatkowo dla wła-

ściwej organizacji białek w podjednostkach kompleksu niezbędne są czynniki 

wiążące. Jednym z nich, jak już wcześniej zostało opisane, wydaje się AIF. 

Badania prowadzone na myszach Hq, u których poziom AIF jest obniżo-

ny, wykazały dysfunkcje mitochondrialnego łańcucha oddechowego. Największe 

defekty obserwowane były w poziomie i aktywności kompleksu I u tych zwie-

rząt. Opisane zostały także przypadki niewłaściwego funkcjonowania komplek-

su III i IV, jednak zmiany te były specyficzne dla pewnych komórek i tkanek (Jo-

za i wsp., 2005, Vashen i wsp, 2004). Dodatkowo w badaniach Vashena i wsp. 

(2004) pokazano, że obniżenie ilości podjednostek kompleksu I jest regulowane 

posttranslacyjnie, a nie przez poziom ekspresji genów. Niewyjaśnione pozostaje 

jednak, czy AIF pełni funkcję czynnika wiążącego, czy raczej jest niezbędny dla 

właściwego utrzymania stabilności kompleksu I (Modjtahedi i wsp., 2006; Han-

gen i wsp., 2009). Molekularny mechanizm regulacji funkcji kompleksu I przez 

AIF i tkankowa/komórkowa specyficzność jego działania wymagają dalszych 

wyjaśnień. 

 

Toksyczność peptydów amyloidu beta i choroba Alzheimera 
 

Choroba Alzheimera (AD) należy do schorzeń otępiennych (50% wszyst-

kich przypadków otępienia), charakteryzujących się zaburzeniami czynności 
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poznawczych, zanikiem pamięci, wytracaniem zdolności do myślenia abstrak-

cyjnego oraz do wykonywania w sposób logicznie uporządkowany złożonych,  

a w miarę postępu choroby, nawet prostych zadań. W celu powiązania wielu 

różnych obserwacji w jeden model, z badań nad etiologią choroby Alzheimera 

została zaproponowana przez Dennisa Selkoe i Johna Hardy’ego hipoteza ka-

skady β-amyloidu (Selkoe 1991, 1996; Hardy i Higgins 1992) (rycina 7).  

 

 

Rycina 7. Sekwencja wydarzeń prowadząca do neurodegeneracji  

w chorobie  Alzheimera 
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Przedstawiona hipoteza zakłada, że w rozwoju choroby najważniejszym 

elementem są zaburzenia metabolizmu białka prekursorowego amyloidu β 

(APP), których bezpośrednim efektem jest produkcja β-amyloidu (Aβ). W prze-

biegu choroby stwierdza się zmiany w mózgu polegające na powstawaniu  

w przestrzeni zewnątrzkomórkowej blaszek złożonych z Aβ i licznych białek 

towarzyszących, a także wewnątrzkomórkowych splotów neurofibrylarnych, 

będących wyrazem hiperfosforylacji białka tau. Złogi Aβ odkładają się w hipo-

kampie i w korze mózgu, a także w naczyniach mózgowych. W tych częściach 

mózgu dochodzi do zmniejszenie liczby neuronów i synaps. Obserwowane są 

degeneracja i obumieranie neuronów oraz zwiększona aktywność mikrogleju.  

W ostatnich dziesięcioleciach neurotoksyczne działanie Aβ jest bardzo 

intensywnie badane, jednak wiele zagadnień pozostaje wciąż niewyjaśnionych. 

Badania wskazują na istotne znaczenie aktywacji stresu oksydacyjnego spowo-

dowanego nadmierną produkcją wolnych rodników, zaburzeniem homeostazy 

wapnia, fosforylacją i defosforylacą białek oraz rozwojem odpowiedzi zapalnej. 

Ostatnie wyniki badań zwracają uwagę na wewnątrzkomórkowe działanie oli-

gomerów Aβ, na ich znaczenie w zaburzeniu funkcji mitochondriów. 

Badania wykazały obecność białka prekursorowego amyloidu (ang.  

-amyloid precursor protein, APP) w mitochondriach (Devi i wsp., 2006). Funk-

cja APP nie jest dokładnie poznana, jednak wiadomo, że jest on zaangażowany 

w rozwój synaps i plastyczność neuronów (Priller i wsp., 2006; Turner i wsp., 

2003). APP jest integralnym białkiem błonowym, zlokalizowanym na dłuższym 

ramieniu chromosomu 21. W jego budowie można wyróżnić 3 domeny: dużą, 

zewnątrzkomórkową domenę sygnałową, domenę transbłonową oraz stosun-

kowo krótką, cytozolową domenę C-końcową. APP podlega rozlicznym modyfi-

kacjom posttranslacyjnym takim, jak glikozylacja, fosforylacja, czy proteoliza 

prowadząca do powstania fragmentów białkowych o różnej długości i funkcji.  

Gen dla białka APP zawiera 18 eksonów i posiada kilka izoform. W mó-

zgu najczęściej występują APP-695, APP-751, APP-770, których przeciętna dłu-

gość to 695-770 aminokwasów. Ponadto znanych jest 8 różnych form splicin-

gowych tego genu. APP obecne jest w licznych komórkach, ale w neuronach jego 

zawartość jest stosunkowo wysoka. Ekspresja izoform APP-695 jest charaktery-
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styczna dla komórek nerwowych (Sisodia i wsp., 1993; Zhang i wsp., 2011),  

a mutacje tego genu są ściśle związane z patogenezą AD.   

Uwalnianie Aβ z białka prekursorowego polega na dwóch następujących 

po sobie cięciach proteolitycznych przez β i γ-sekretazę. β-sekretaza (BACE1) 

jest proteazą aspartylową (Vassar i wsp., 1999) i dokonuje cięcia APP od strony 

zewnątrzkomórkowej, generując rozpuszczalny fragment N-końcowy zwany 

sAPPβ oraz 99 aminokwasowy, C-końcowy fragment zwany C99. W dalszej ko-

lejności w obrębie sekwencji transbłonowej dochodzi do kolejnego proteoli-

tycznego cięcia przez γ-sekretazę, która jest kompleksem białkowym złożonym 

z presyniliny 1 (PS1) lub preseniliny 2 (PS2), nikastryny, PEN2 (ang. presenilin 

enhancer 2 homolog) i APH-1 (ang. anterior pharynx defective 1 homolog A) 

(Wolfe i wsp., 1999). W wyniku tego cięcia powstaje 37-43 aminokwasowy pep-

tyd Aβ (Kang i wsp., 1987). APP może być także metabolizowane w sposób nie-

amyloidogenny przez -sekretazę, która tnie APP wewnątrz sekwencji Aβ  

(rycina 8).  
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Rycina 8. Proteolityczna obróbka APP 

Białko prekursorowe (APP) jest kolejno cięte prze β-sekretazę i γ-sekretazę. Powoduje 

to tworzenie rozpuszczalnego białka prekursorowego amyloidu (sAPPβ) i fragmentu białka 

amyloidu β 42 (Aβ 1-42). Agregaty fragmentów Aβ 1-42 formują pozakomórkowe płytki charak-

terystyczne dla choroby Alzheimera (wg LaFerla i wsp., 2007; Zhang i wsp., 2011) 

 

 

 

Metabolizm APP przez wszystkie trzy sekretazy i produkcja Aβ są zjawi-

skiem fizjologicznym, a Aβ jest obecny zarówno w płynie mózgowo-

rdzeniowym, jak i w osoczu zdrowych osób w ciągu całego życia (Seubert i wsp., 

1992, Zhang i wsp., 2011). 

 Wydaje się, że kluczowa rola Aβ w patogenezie choroby Alzheimera jest 

związana z faktem, że zwiększona produkcja Aβ, a szczególnie Aβ(1-42), spowo-

dowana mutacją w genie dla APP lub PS1 i PS2 powoduje wystąpienie szybko 
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postępującej, dziedzicznej choroby Alzheimera (Murrell i wsp., 1991, Levy-

Lahad i wsp., 1995). 

Dotychczas opisano około 26 mutacji dla genu APP, przy czym tylko 

część z nich odpowiada za rozwój rodzinnej formy tej choroby. Do najlepiej opi-

sanych mutacji punktowych można zaliczyć dwie: mutacje szwedzką – APPsw 

oraz mutację londyńską – APPlon (rycina 9).  

 

 

 

 

Rycina 9. Charakterystyka mutacji londyńskiej i szwedzkiej ludzkiego genu APP 

(wg  Saftig i wsp., 1996) 

 

Mutacja szwedzka (KM670/671NL) powoduje nasilone cięcie APP przez 

β-sekretazę i prowadzi do zwiększonej produkcji peptydów Aβ (Sinha i Lieber-

burg, 1999). Mutacja londyńska (V717I) prowadzi do przesunięcia proporcji 

cięcia przez γ-sekretazę w kierunku zwiększenia uwalniania Aβ1-42 w stosunku 

do Aβ 1-40 (Goate i wsp., 1991; Saftig i wsp., 1996; Sinha i Lieberburg, 1999). 

 W przestrzeni zewnątrzkomórkowej peptydy Aβ mogą agregować two-

rząc oligomery, a w dalszej kolejności nierozpuszczalne fibryle, które są skład-

nikiem blaszek starczych (Kayed i wsp 2003). Stwierdzono, że zdolność do 

agregacji zależy od długości uwalnianego peptydu. Peptydy Aβ 1-42 są silniej 
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hydrofobowe i łatwiej agregują, stąd ich większa neurotoksyczność (Jarrett  

i wsp., 1993).  

Aβ 1-42 łatwo przyjmuje strukturę β-harmonijki. Taka konformacja po-

woduje jego nierozpuszczalność i odporność na działanie proteaz. Najnowsze 

badania wskazują na istotne znaczenie oligomerów nagromadzających się we-

wnątrzkomórkowo w patogenezie choroby Alzheimera (Westerman i wsp., 

2002; Kim i wsp., 2002, 2005; Lesne i wsp., 2006). Okazało się, że oligomery Aβ 

mogą powodować dysfunkcję mitochondriów, prowadząc do degeneracji, 

śmierci neuronów oraz zaburzenia pamięci (Lambert i wps., 1998; Lesne i wsp., 

2006), a poziom rozpuszczalnych oligomerów Aβ koreluje ze stopniem zabu-

rzeń poznawczych u cierpiących na chorobę Alzheimera (McLean i wsp., 1999,  

Lesne i wsp., 2006).  

To właśnie oligomery, a nie monomery lub agregaty Aβ, zaburzają pla-

styczność synaptyczną mózgu (Walsh i wsp., 2002) i powodują upośledzenie 

pamięci (Lesne i wsp., 2006) oraz ubytek synaps (Shankar i wsp 2007), przy 

czym największą toksyczność przypisuje się trimerom Aβ (Townsend i wsp., 

2006). Badania prowadzone na zwierzętach transgenicznych pokazały, że nasi-

lone tworzenia blaszek amyloidowych z równoczesnym obniżeniem ilości oli-

gomerów wpływają na zmniejszenie zaburzeń behawioralnych u tych zwierząt 

(Cheng i wsp., 2007). 

 

 

Udział peptydów Aβ w zaburzeniu funkcji mitochondriów 
 

Mitochondria to główne źródło wolnych rodników powstających w pro-

cesie oddychania. Uszkodzenia mitochondriów są jednym z pierwszych sygna-

łów pojawiających się wcześniej niż zwyrodnienia włókienkowe, wskazujących 

na patologię choroby Alzheimera (Hirai i wsp., 2001; Leauner i wsp., 2007).  

Badania ostatnich lat pokazują, że peptydy Aβ uwalniane są wewnątrz-

komórkowo i mogą bezpośrednio oddziaływać na mitochondria lokalizując się 
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w nich, a także prowadząc bezpośrednio do ich uszkodzenia (Anandatheertha-

rade i wsp., 2003). Aβ może zaburzać funkcje łańcucha oddechowego, a w kon-

sekwencji prowadzić do aktywacji uwalniania wolnych rodników (Sheehan  

i wsp., 1997).  

Prowadzone na szeroką skalę badania działania peptydów Aβ na wyizo-

lowane mitochondria pokazały szeroki wachlarz zmian zachodzących w tych 

organellach. Pod wpływem Aβ dochodziło do:  

 zaburzeń aktywności kluczowych enzymów mitochondrialnych,  

 uszkodzeń łańcucha oddechowego,  

 depolaryzacji, a także uprzepuszczelnienia błony mitochondrial-

nej, co powodowało wypływ białek proapoptotycznych, kryzys 

energetyczny i śmierć komórki (Parks i wsp., 2001; Kim i wsp., 

2002; Moreira i wsp., 2002; Abramov i wsp 2004; Leauner i wsp., 

2007).  

 

Aβ obecny wewnątrzkomórkowo znacząco obniża aktywność oksydazy 

cytochromowej, ale także dehydrogenazy α-ketoglutaranowej i dehydrogenazy 

pirogronianowej (Casley i wsp., 2002). Dlatego też uważa się, że wewnątrzko-

mórkowy Aβ bezpośrednio wpływa na uszkodzenie funkcji mitochondriów  

i bezpośrednio prowadzi do deficytu energetycznego obserwowanego w AD 

(rycina 10).  
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Rycina 10. Wpływ peptydów Aβ na funkcję mitochondriów 

 Peptydy Aβ wpływają na: obniżenie produkcji ATP i potencjału błonowego, a także 

wzrost produkcji wolnych rodników i zaburzenie homeostazy Ca2+  

 

 

Teoria wolnorodnikowa w toksyczności peptydów Aβ 
 

Jedną z nieustannie badanych teorii toksyczności peptydów Aβ jest teo-

ria wolnorodnikowa (Stadtman i Levine 1999; Gipson i wsp., 2004; Matsumoto  

i wsp., 2006). Badania prowadzone na mózgach osób chorych na chorobę Alzhe-

imera wskazują na znaczący wzrost uszkodzeń wolnorodnikowych (Markesbery 

1997).   

Uważa się, że Aβ może powodować wytwarzanie wolnych rodników tle-

nowych, chociaż mechanizm tego procesu pozostaje nadal w pełni niewyjaśnio-

ny. Agregacja Aβ odkładanego w postaci płytek starczych jest inicjowana oksy-

dacją peptydów Aβ, zależną od metali przejściowych (Dyrks i wsp., 1992). Ba-

dania wykazują, że uwalniane przez Aβ wolne rodniki stymulują oligomeryzację 

i fibrylizację peptydów Aβ i tym samym zwiększają ich toksyczność (Mattson  

i Goodman, 1995). Dodatkowo, okazało się, że Aβ może produkować nadtlenek 

wodoru (H2O2) w wyniku redukcji metali przejściowych. Prowadzi to,  
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w reakcji Fentona, do uwalniania bardzo reaktywnego rodnika hydroksylowego, 

który następnie uszkadza białka, lipidy i DNA (Huang i wsp., 1999). Uwalniany 

w nadmiernej ilości Aβ może bezpośrednio wchodzić w interakcję z błonami 

komórkowymi (Murray i wsp., 2007) lub też oddziaływać z jonami żelaza grup 

hemowych różnych enzymów (w tym enzymów łańcucha oddechowego), pro-

wadząc do zwiększenia produkcji reaktywnych form tlenu (Atamna  

i wsp., 2006). Wolnorodnikowe uszkodzenie lipidów błon komórkowych pro-

wadzi do utraty integralności błony, zaburzenia homeostazy i uszkodzenia ko-

mórki, a także do zmian konformacji i funkcji wielu białek (Czapski i Strosznaj-

der, 2008).  

Aktywacja mikrogleju w odpowiedzi na gromadzenie się w przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej peptydów Aβ wywołuje stan zapalny, co również prowa-

dzi do wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu. Model toksyczności Aβ zapro-

ponowany przez Buterfielda zakłada kluczowe znaczenie stresu oksydacyjnego 

w tym procesie (rycina 11) (Buterfield i wsp., 2003). 
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Rycina 11. Model stresu oksydacyjnego wywołanego peptydami Aβ 

 

Liczne dane literaturowe wskazują na udział NO w neurotoksyczności 

peptydów Aβ (Strosznajder i wsp., 2000, Keil i wsp., 2004; Chalimoniuk i wsp., 

2007).   

Badania prowadzone na myszach transgenicznych dowiodły, że w mózgu 

zwierząt z amyloidozą i zmutowaną postacią preseniliny 1, obserwuje się czte-

rokrotnie większą aktywność indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS) (Eike-

lenboom i wsp. 2006). Toksyczne działanie Aβ przejawia się zdolnością do ak-

tywowania czynnika transkrypcyjnego NF-κB nadzorującego ekspresję iNOS  

i wytwarzanie NO. Stężenie iNOS wzrasta w mózgu w odpowiedzi na stan zapal-
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ny będący następstwem powstawania złogów amyloidowych (Craft i wsp., 

2006). Hiperaktywacja iNOS i uwalnianie dużych ilość NO prowadzi do nieod-

wracalnego zaburzenia funkcji komórek: jest cytotoksyczne i przez aktywację 

procesów wolnorodnikowych może dodatkowo wpływać na zmianę funkcji 

czynnika transkrypcyjnego NF-κB (Markesbery i Carney, 1999; Medeiros i wsp., 

2007). Dodatkowo NO może wpływać na aktywację ADP-rybozylacji białek 

przez aktywację PARS-1 oraz brać udział w S-nitrozylacji białek, powodując 

modulacje aktywności enzymów i receptorów (w tym receptora MNND) (Brune 

i wsp., 1994; Nakamura i Lipton, 2010, 2011a, 2011b). NO może również zabu-

rzać fosforylację oksydacyjną przez hamowanie kompleksu I i II łańcucha odde-

chowego (Bolanos i wsp., 1997, 1998).  

Prawdopodobnie NO, charakteryzujący się niską reaktywnością, w obec-

ności anionorodnika ponadtlenkowego (O2˙) bardzo szybko prowadzi do wy-

tworzenia nadtlenoazotynu (ONOO–) (Koppenol i wsp., 1992). Nadtlenoazotyn 

jest bardzo silnym utleniaczem i może modyfikować białka, lipidy oraz kwasy 

nukleinowe (Kilbourn i wsp., 2000). W dalszej konsekwencji przemian jego roz-

pad prowadzi do powstania rodnika dwutlenku azotu (NO2˙) i bardzo reaktyw-

nego rodnika hydroksylowego (˙OH) (Lipton i wsp., 1993; Strosznajder  

i Chalimoniuk, 2001) (Rycina 12). 

 

 

 

Rycina 12. Powstawanie i rozpad kwasu nadtlenoazotawego 

Silnie reaktywny rodnik hydroksylowy (˙OH) powstały w wyniku rozpadu kwasu nad-

tlenoazotawego 
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Nadmiernie uwalniany NO, podobnie jak inne wolne rodniki, bierze 

udział w wolnorodnikowym uszkodzeniu DNA, które prowadzi do powstania 

licznych uszkodzeń pojedynczych zasad azotowych, pęknięć nici DNA oraz two-

rzenia adduktów (Cadet i wsp., 2003), co prowadzić może do śmierci komórki 

(rycina13).  

 

 

 

Rycina 13. Neurotoksyczne działanie NO 

 

Ze składnikami kwasów nukleinowych bezpośrednio może oddziaływać 

rodnik hydroksylowy i to on jest odpowiedzialny za większość uszkodzeń, 

szczególnie zasad pirymidynowych. Bierze on również udział w inaktywacji ge-

nów supresorowych oraz aktywacji onkogenów. Wśród istotnych wskaźników 

http://rcin.org.pl



Wprowadzenie Magdalena Cieślik 
 

57 

 

oksydacyjnego uszkodzenia DNA należy wyróżnić 8-oksyguaninę (8-oksyGua), 

której powstanie ma działanie mutagenne i kancerogenne.  

Znaczna liczba związków kancerogennych, genotoksycznych jest stale 

wykrywana w otaczającym nas środowisku, a uniknięcie z nimi kontaktu jest 

właściwie niemożliwe. Głównymi źródłami substancji genotoksycznych, które  

w większości stanowią związki alkilujące, są przede wszystkim: produkty 

uboczne procesów przemysłowych i składowe dymu papierosowego. Substan-

cje te są szeroko rozpowszechnione w powietrzu, glebie, wodzie, a także  

żywności. Mogą stanowić kontaminanty lub też powstają ze związków natural-

nie występujących w żywności podczas jej przetwarzania (Więckiewicz  

i wsp., 2006). Związki genotoksyczne, mimo że są bardzo reaktywne i nie działa-

ją selektywnie, są również stosowane w terapii. Do tego typu związków należą 

m.in. niektóre antybiotyki, leki psychotropowe, immunosupresanty oraz cyto-

statyki takie, jak: cyklofosfamid, mechloretamina czy mitomycyna c (Patric, 

2001).  

Do związków genotoksycznych występujących w środowisku alkilują-

cych DNA należą m.in.: siarczan metylu, metylonitrozomocznik (MNU), dimety-

lonitrozoamina, N-metyl-N-nitro-N-nitrozoguanidyna (MNNG), sulfonian etylo-

wy (MMS) oraz diepoksybutan. Obecność grup metylowych, etylowych i innych 

w tych związkach powoduje alkilację zasad azotowych. Największą wrażliwość 

na alkilację w α-helisie wykazuje atom azotu (N7) guaniny, a w dalszej kolejno-

ści atomy azotu guaniny (N1), adeniny (N1 i N3) i cytozyny (N3). Atom azotu ma 

zdolność eliminowania jonu chlorkowego w wyniku wewnątrzcząsteczkowej 

reakcji podstawienia, z utworzeniem silnie elektrofilowego jonu azyrydyniowe-

go, co umożliwia reakcję alkilowania. W związku z tym, że proces może się po-

wtarzać, dochodzi do tworzenia wiązania krzyżowego między łańcuchami. Pod 

wpływem tych związków obserwuje się liczne tranzycje  

i transwersje zasad typu: AT→TA, AT→GC, GC→CG, GC→AT, GC→TA. 

Badania dotyczące genotoksyczności są szeroko rozpowszechnione,  

a molekularne działanie związków genotoksycznych i zmiany przez nie powo-

dowane, szczególnie w komórkach nerwowych, pozostają wciąż nie w pełni wy-

jaśnione. Sprawę utrudnia fakt, że różnego typu oddziaływania obserwowane są 
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w zależności od rodzaju komórek i natężenia stresora. Badania prowadzone  

w warunkach stresu genotoksycznego powodującego masywne uszkodzenia 

DNA, wykazały, że zmiany te mogą prowadzić do nadmiernej aktywacji PARS-1, 

zużycia βNAD+ i ATP, w konsekwencji do nekrotycznej śmierci komórki 

(Hegedűs i wsp., 2008) lub jak wykazują badania Wanga i wsp. (2009) od zależ-

nej od AIF/PAR śmierci apoptotycznej niezależnej od kaspaz. Natomiast do-

świadczenia prowadzone przez Houra i wsp. (1999) na hodowli komórek 

NIH3T3 wykazały, że alkilacja DNA doprowadza do aktywacji kaspaz i do de-

gradacji PARS-1, a także do uwalniania cytochromu c i do apoptotycznej śmierci 

komórki zależnej od kaspaz. Do tej pory tylko nieliczne badania prowadzone 

były na komórkach neuronalnych. 

Mechanizm śmierci komórki zależnej od AIF pozostaje nadal niejasny,  

a dokładne poznanie udziału AIF i PAR w warunkach stresu genotoksycznego 

winno być pomocne w opracowaniu strategii zapobiegającej obumieraniu ko-

mórek nerwowych, co może opóźnić lub zahamować postęp takich schorzeń, jak 

niedokrwienie, choroba Parkinsona czy Alzheimera. 
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Cel 
 

 

 

Celem pracy było: zbadanie ekspresji genu, poziomu białka 

i udziału czynnika indukującego apoptozę AIF w procesach 

przeżycia i śmierci komórek w warunkach działania peptydów 

amyloidu β, stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego oraz geno-

toksycznego. Ponadto zbadanie zależności pomiędzy poziomem 

AIF w mitochondriach a aktywnością PARS-1/poziomem PAR  

i przeżywalnością komórek.   

 

 

Cel został zrealizowany przez wykonanie następujących zadań szczegóło-

wych: 

 Zbadanie poziomu i lokalizacji białka AIF w komórkach PC12, trans-

fekowanych ludzkim genem APP typu dzikiego (APPwt) oraz z muta-

cją szwedzką (APPsw), charakteryzujących się różnym poziomem se-

krecji peptydów Aβ, a także poddanych działaniu egzogennych pep-

tydów Aβ 1-42. Porównanie uzyskanych wyników in vitro z badania-

mi w zwierzęcym modelu choroby Alzheimera, myszach transgenicz-

nych APP+/+.  

 Określenie poziomu i aktywności PARS-1 we frakcji jądrowej trzech 

typów komórek PC12, charakteryzujących się różnym poziomem se-

krecji peptydów Aβ. 

 Zbadanie i porównanie wpływu stresu nitrozacyjnego wywołanego 

donorem tlenku azotu nitroprusydku sodu (SNP) na poziom białka 

AIF, poziom i aktywność PARS oraz przeżywalność komórek PC12. 
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 Zbadanie znaczenia AIF i PAR w obumieraniu neuronów hipokampa, 

komórek HT22 w odpowiedzi na stres genotoksyczny wywołanydzia-

łaniem czynnika alkilującego DNA, MNNG. Ocena działania inhibito-

rów PARS-1 i innych wyselekcjonowanych związków protekcyjnych 

na poziom AIF w mitochondriach i przeżywalność komórek. 

 
 

 

 

Rycina 14. Cel pracy 

Stres oksydacyjny i genotoksyczny wpływają na uszkodzenie mitochondriów i nici DNA. 

Celem niniejszej prcy było stwierdzenie udziału AIF/PARS/PAR w procesie przeżycia i śmierci 

komórek w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego toksycznością peptydów Aβ i geno-

toksycznego wywołanego alkilacją DNA 
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Materiały i metody 
 

 

Komórkowe modele badawcze 
 

Linia szczurzych komórek pheochromocytoma – PC12 

Badania in vitro prowadzono na hodowli szczurzych komórek pheo-

chromocytoma (z chromochłonnego guza rdzenia nadnerczy - PC12). Komórki 

PC12 pochodzą z Zakładu Farmakologii Biocentrum Uniwersytetu we Frankfur-

cie i są stabilnie transfekowane ludzkim genem białka prekursorowego amyloi-

du β (APP) dzikiego typu (APPwt) lub z mutacją typu szwedzkiego (APPsw, 

K670M/N671L), a w przypadku komórek kontrolnych samym wektorem. 

Transfekcję wykonano przy użyciu techniki FUGENE (Roche Diagnostics GmbH) 

(Eckert i wsp., 2001). Gen kodujący APP znajdował się pod kontrolą promotora 

CMV. Wektor zawierał również geny oporności na gentamycynę.  

W przypadku komórek PC12 taka transfekcja powoduje wzrost produkcji Aβ, 

którego poziom jest 2-krotnie podwyższony w komórkach APPwt i około  

3,6-krotnie w komórkach APPsw w porównaniu do komórek kontrolnych. Ko-

mórki te charakteryzuje również wzrost wewnątrzkomórkowego poziomu Aβ 

(rycina 15). 

Komórki APPwt, APPsw i kontrolne hodowane były w standardowej po-

żywce DMEM (Eagle’a) (Sigma) z dodatkiem 10% płodowej surowicy cielęcej 

(FCS) i 5% surowicy końskiej (HS) inaktywowanych w 65 C, zawierającej 2 mM 

glutaminę i antybiotyki (50 jednostek/ml penicyliny, 50 µg/ml streptomycyny  

i 400 µg/ml G418) w 37C, w atmosferze 5% CO2 i dużej wilgotności. Badania 

prowadzone były na konfluentnych pasażach od 4 do 16. Do doświadczeń ko-

mórki wysiewano z gęstością 1-1,5 x 106 komórek na szalkę o średnicy 10 cm, 

0,5 x 106 komórek na szalkę o średnicy 3,5 cm lub 1 x 105 komórek do dołka na 

płytkach 24-dołkowych. Komórkom używanym do eksperymentów zmieniano-

http://rcin.org.pl



Materiały i metody Magdalena Cieślik 
 

62 

 

pożywkę na DMEM zawierające 2% FCS oraz 2 mM glutaminę i antybiotyki  

w stężeniach takich, jak podano wyżej. 

 

 

 

Rycina 15. Złogi wewnątrzkomórkowego Aβ w komórkach transfekowanych APP 

typu dzikiego (APPwt) oraz  genem z mutacją szwedzką (APPsw) 

 Zdjęcia z mikroskopu elektronowego wykonane w Zakładzie Ultrastruktury Komórki. 

Złogi Aβ znakowano immunocytochemicznie 18 nm złotem połączonym z przeciwciałem prze-

ciwko Aβ 

 

Unieśmiertelniona linia mysich neuronów hipokampa – HT22 

Immortalizowane mysie komórki hipokampa HT22 (rycina 16) otrzy-

mano od Prof. Davida Schuberta z Salk Institute for Biological Studies, La Jolla. 

Komórki HT22 otrzymuje się z mysich neuronów hipokampa unieśmiertelnio-

nych w wyniku inkubacji z onkogenem wrażliwym na temperaturę. W tempera-

turze 39˚C działanie tego onkogenu zostaje wyeliminowane, a komórki zacho-

wują charakterystyczne cechy zróżnicowanych neuronów (Frederiksen i McKay, 

1988). Linia ta hodowana była w standardowej pożywce DMEM (Eagle’a) (Sig-

ma) z dodatkiem 10% płodowej surowicy cielęcej (FCS) inaktywowanej w 56˚C, 

Aβ 

500 nm 500 nm 
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zawierającej 2 mM glutaminę i antybiotyki (50 jednostek/ml penicyliny,  

50 µg/ml streptomycyny). Hodowlę prowadzono w sterylnych jednorazowych 

plastikowych szalkach lub płytkach zawierających 24 dołki (Falcon), w inkuba-

torze w temperaturze 37˚C, w atmosferze nasyconej parą wodną i zawierającej 

5% CO2.  

 

Rycina 16. Zdjęcie komórek HT22 

Zdjęcie z mikroskopu fluorescencyjnego w kontraście fazowym z jądrami komórek wy-

barwionymi Hoechstem 33342 

 

Zwierzęta doświadczalne 
 

Do doświadczeń in vivo użyto trzymiesięcznych samic myszy FVB  

(APP-/-) oraz myszy transgenicznych transfekowanych ludzkim genem z muta-

cją londyńską FVBTg(Thy1;APP)Val717Ile (APP+/+) o masie ciała około 30 - 40 g. 

Myszy transgeniczne APP+/+ z mutacją (Thy1;APP)Val717Ile cechują się zaburze-

niami w procesie proteolizy APP, zwiększonym stężeniem i kumulowaniem Aβ 

w mózgu. W genie APP występuje mutacja w okolicach cięcia przez γ-sekretazę, 

tzw. mutacja londyńska, gdzie aminokwas walina (Val) jest zastąpiony przez 

izoleucynę (Ile) w pozycji 717. Myszy FVBTg(Thy1;APP)Val717Ile stanowią jeden 

ze zwierzęcych modeli rodzinnej postaci choroby Alzheimera, będącej zespołem 

zaburzeń neurodegeneracyjnych mózgu, które prowadzą do zaburzeń poznaw-
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czych. Linia myszy FVBTg(Thy1;APP)Val717Ile stworzona przez zespół prof. F. Van 

Leuvena, została sprowadzona do zwierzętarni IMDiK im. M. Mossakowskiego 

PAN w 2005 roku z Belgii. Hodowlę prowadzono przez kojarzenie zdrowych 

samic FVB z samcami z transgenem APP+/+. Obecność genu APP sprawdzano  

u wszystkich myszy po urodzeniu metodą PCR. Po wyizolowaniu DNA z ogona 

myszy, 1g DNA dodano do mieszaniny reakcyjnej PCR zawierającej Taq PCR 

Master MIX i ze starterami APP1 5’- TGT GCC AGC CAA CAG AGA AAA C,  APP2 5’ 

- CCG ATG GGT AGT GAA GCA ATG GTT w całkowitej objętości 20 l, następnie 

poddano reakcji amplifikacji w warunkach podanych przez producenta  

(rycina 17). 

 

 

 Myszy hodowano w warunkach stabilnej temperatury, wilgotności i 12 

godzinnym cyklu dnia/nocy. Myszy karmiono ad libitum standardową paszą 

granulowaną dla gryzoni „Ssniff® M-2 komplette diat” (Ssniff Spezialdoten 

GmbH, Soest, Niemcy) ze swobodnym dostępem do wody. Po dekapitacji izolo-

wano różne części mózgu i przechowywano je w temperaturze –80C. 

Doświadczenia z udziałem zwierząt były wykonywane zgodnie z zasa-

dami prawa etycznego zgodnego z Konwencją Europejską, na podstawie zezwo-

lenia wydanego przez IV Lokalną Komisję Etyczną do Spraw Doświadczeń na 

Zwierzętach, z siedzibą w Narodowym Instytucie Leków w Warszawie. 

APP+

BR

APP-- 

500 pz 

Standard 1 kb 

Startery: APP1 5’- TGT GCC AGC CAA CAG AGA AAA C 

                APP2 5’ - CCG ATG GGT AGT GAA GCA ATG GTT 

Rycina 17. Genotypowanie myszy z APP 
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Modele doświadczalne 
 

Model stresu oksydacyjnego wywołany: endogennie uwalnianymi pepty-

dami amyloidu β, podaniem egzogennych peptydów Aβ oraz donorem 

tlenku azotu - nitroprusydkiem sodu 

 

Komórki szczurzego guza chromochłonnego (pheochromocytoma, PC12) 

stabilnie transfekowane ludzkim genem białka prekursorowego amyloidu β 

(APP) dzikiego typu (APPwt) lub z mutacją typu szwedzkiego (APPsw, 

K670M/N671L) w porównamiu do komórek kontrolnych transfekowanych pu-

stym wektorem, charakteryzowały się zwiększonym stężeniem endogennie 

uwalnianych peptydów Aβ, oraz poziomem wolnych rodników. W celu porów-

nania indukcji stresu oksydacyjnego i towarzyszących zjawisk molekularnych 

wywołanych przez endogennie uwalniany Aβ z egzogennym Aβ 1-42 działają-

cym zewnątrzkomórkowo, do pożywki komórek PC12 dodawano Aβ 1-42  

w formie oligomerów i fibryli, a także donor tlenku azotu - nitroprusydek sodu 

(SNP). Komórki wysiewano na odpowiednie szalki, a po 24 h zmieniano pożyw-

kę na DMEM zawierające 2% FCS oraz 2 mM glutaminę i antybiotyki.  

Aβ 1-42 przygotowywano zgodnie z procedurą opisaną przez Dahlgrena  

i wsp. (2002) Liofilizowane peptydy Aβ rozpuszczano w DMSO (Sigma) i przy-

gotowywano 5 mM koncentrat monomerów. Monomery rozcieńczano 50 razy 

do stężenia 100 μM i inkubowano odpowiednio dla otrzymania oligomerów  

w temperaturze 4˚C przez 24 h w bogatym w sole mineralne, neutralnym me-

dium F12 (Sigma) pH 7,0, a dla otrzymania fibryli inkubację przeprowadzano  

w temperaturze pokojowej przez 24 h w 10mM HCl (rycina 18). Oligomery  

i fibryle używane były w stężeniach 0,1, 1 i 10 μM.  

 

http://rcin.org.pl



Materiały i metody Magdalena Cieślik 
 

66 

 

monomery Aβ 

 

 

oligomery Aβ 

 

 

fibryle Aβ 

 

 

Rycina 18. Zdjęcia monomerów, oligomerów i fibryli amyloidu β przygotowanych 

wg metody opisanej przez Dahlgrena i wsp. (2002) 

 Zdjęcia z mikroskopu elektronowego wykonane w Zakładzie Ultrastruktury Komórki 
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Nitroprusydek sodu (SNP), nieorganiczna sól występująca w postaci 

dwuhydratu Na2Fe(CN)5NO · 2H2O stosowana jest jako donor tlenku azotu  

(rycina 19). Egzogenny NO, podobnie jak endogenny, aktywuje cytozolową 

formę cyklazy guanylanowej, powodując wzrost wtórnego przekaźnika - cy-

klicznego guanozynomonofosforanu (cGMP), a w dalszej kolejności poprzez PKG 

fosforylację wielu białek komórkowych, wpływając na różne ścieżki przekazy-

wania sygnału. W trakcie działania SNP, oprócz NO uwalniane są również jony 

cyjankowe (CN-), które w bardzo krótkim czasie metabolizowane są do tiocy-

janków charakteryzujących się znikomą toksycznością lub brakiem toksyczności 

(Trajder i Abramczyk, 2004). W celu wywołania stresu oksydacyjnego SNP roz-

puszczano w wodzie i dodawano do hodowli w stężeniu końcowym 0,1 - 0,5 mM 

na 2 do 24 h, jak opisano wcześniej w pracy Pytlowany i wsp. (2008). 

 

 

 

Rycina 19. Nitroprusydek sodu – SNP (pentacyjanonitrozylożelazian (2)  

disodowy) 

 

 

Model stresu genotoksycznego wywołanego MNNG  

W celu indukcji stresu genotoksycznego, komórki HT22 oraz PC12 ho-

dowano w obecności pochodnej nitrozomocznika, mocnego mutagenu,  

N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyny (MNNG) (rycina 20).  

http://rcin.org.pl



Materiały i metody Magdalena Cieślik 
 

68 

 

 

Rycina 20.  N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyna, MNNG 

 

MNNG jest czynnikiem działającym bezpośrednio przez kowalentne wią-

zanie do grupy metylowej DNA w pozycji O6 guaniny, tworząc O6 metyloguani-

nę, co prowadzi do powstania mutacji punktowych (tranzycja), a w dalszych 

przemianach może doprowadzać do dwuniciowego uszkodzenia nici DNA  

(rycina 21) (Niknahad i O`Brien, 1995;  Margison i wsp., 2002). 

 

 

 

 Hipotezy prowadzące do powstania DSB: równoczesna naprawa uszkodzeń leżących na 

przeciwległych niciach (Margison i wsp., 2002) 

Rycina 21. Efekty działania czynnika alkilującego DNA - MNNG w komórce 
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 Po wysianiu komórek na odpowiednie szalki i zmianie pożywki  

na DMEM zawierający 2% FCS, glutaminę i antybiotyki, do hodowli dodawano 

rozpuszczony w DMSO MNNG w stężeniu końcowym 50 – 500 μM. Komórki 

kontrolne traktowane były samym DMSO. 

 

Farmakologiczna modyfikacja odpowiedzi komórek  

na stres oksydacyjny wywołany peptydami Aβ i SNP oraz na 

stres genotoksyczny 

 

W celu modulowania odpowiedzi komórek na peptydy Aβ, stres oksyda-

cyjny i genotoksyczny zastosowano inhibitory w następujących stężeniach: 

Inhibitory PARS-1 i PARG 

a) PJ 34 20 M 

b) 3-AB 5 mM 

c) ADP-HDP 0,5-1 μM 

Potencjalne inhibitory PARS-1, antybiotyki z grupy tetracyklin 

d) Doksycyklina 2,5-20 M 

e) Minocyklina 10-200 nM 

Inhibitory apoptozy 

f) Cyklosporyna A 2 M – inhibitor megakanału mitochondrialnego 

g) α-Pifitryna 20 M – inhibitor białka p53 

h) Z-DEVD-FMK 100 M – inhibitor kaspazy 3 

i) MDL 28170 10 μM - inhibitor kalpain   

Inhibitory PI3/Akt kinazy 

j) LY294002 50 μM– specyficzny inhibitor PI3-kinazy 

k) Wortmanina 200 nM – niespecyficzny inhibitor PI3-kinazy 

Inhibitory kinaz białkowych 

l) U0126 5μM – inhibitor kinazy regulowanej sygnałem zewnątrzkomór-

kowym (ERK1/2)  

m) KT5823 5μM – inhibitor kinazy białkowej G (PKG)  
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n) GF109203x 1μM - inhibitor kinazy białkowej C (PKC)  

Inne 

o) DHA 10-50 M - wielonienasycony kwas tłuszczowy dokozaheksaenowy 

(C22 : 6)  

p) DAPTA 1μM – inhibitor γ-sekretazy 

 

Komórki wysiewano na odpowiednie szalki, a po 24 h zmieniano pożywkę 

na DMEM zawierające 2% FCS oraz 2 mM glutaminę i antybiotyki. Inhibitory 

rozpuszczano odpowiednio wodzie, etanolu lub w DMSO i dodawano do pożyw-

ki w stosunku 1:1000 w stężeniach podanych w opise rycin, przy odpowiednich 

doświadczeniach. W większości doświadczeń inhibitory podawano tuż przed 

stresorem. W przypadku gdy inhibitory podawane były w innym czasie, zostało 

to dokładnie oznaczone w tekście. Komórki najczęściej hodowano w obecności 

inhibitorów przez 24 h (w innych przypadkach dokładny opis w tekście pod 

rycinami). 

 

Przygotowanie materiału do doświadczeń i analiz 
 

Komórki na szalkach płukano dwukrotnie za pomocą PBS, zawieszano  

w buforze Tris-HCl  pH 7,4 zawierającym inhibitory proteaz Complete (Roche 

Diagnostics GmbH), zeskrobywano z szalek i sonifikowano. Tak przygotowany 

materiał przechowywano w temperaturze -20 C i używano do oznaczeń immu-

nochemicznych (western blot). 

 

Otrzymywanie frakcji podkomórkowych 

Przygotowanie frakcji podkomórkowych odbywało się wg metody opisa-

nej przez Wang i wsp. (2004). Komórki hodowane na szalkach o średnicy 10 cm 

lub 6 cm płukano dwukrotnie buforem PBS (phosphate Buffer saline), a następ-

nie zawieszano w buforze hipotonicznym zawierającym 10 mM Tris-HCl pH 7,4, 

10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1mM EGTA, 1 mM DL-ditiotreitol (DTT) 

i mieszaninę inhibitorów proteaz Complete (Roche Diagnostics GmbH).  
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Po 5 minutowej inkubacji w 4 °C w w/w buforze, komórki homogenizowano za 

pomocą strzykawki z igłą o średnicy 45 mm, przeciągając tłok strzykawki 12 

razy, co ustalono kontrolując jakość homogenizacji pod mikroskopem. Homoge-

nat (10% w/v) wirowano 10 min z przyspieszeniem 500 g w 4°C. Osad (P1) za-

wierający zgrubną frakcję jądrową zawieszano w 25 mM buforze Tris-HCl o pH 

7,4 z inhibitorami proteaz. Supernatant (S1) wirowano przez 15 min z przyspie-

szeniem 15000 g w 4°C, do otrzymania frakcji mitochondrialnej (P2) i cytozo-

lowej (S2). Uzyskany w ten sposób materiał przechowywano w -20°C i używano 

do oznaczania białek metodą western blot.  

 Immunochemiczna analiza charakterystycznego dla mitochondriów biał-

ka cytochrom c wykazała, że jest ono obecne wyłącznie we frakcji mitochon-

drialnej. Natomiast specyficzna dla jąder syntaza poli(ADP-rybozy) obecna była 

jedynie we frakcji jądrowej (rycina 22).  

Powyższe wyniki wskazywały na czystość przygotowywanych frakcji podko-

mórkowych.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Przykładowy obraz immunoreaktywności białek cytochromu c i PARS-1 badano metodą 

western blot. Rycina przedstawia przykładowy wynik, który jest reprezentatywny dla 5 nieza-

leżnych doświadczeń  

 

 

Metody spektrofotometryczne 

Oznaczanie zawartości białka 

Zawartość białka w preparacie oznaczano metodą Lowry’ego przy użyciu 

fenolowego odczynnika Folina (Lowry i wsp.,1951). 

   P1        P2        S2 

Cytochrom c 

  P1         P2        S2 

PARS-1 

Rycina 22. Analiza czystości frakcji subkomórkowych 
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Analiza przeżywalności komórek za pomocą testu MTT 

Test MTT jest ilościowym kolorymetrycznym testem, który opiera się na 

fakcie, że tylko żywe, aktywne metabolicznie komórki mogą przekształcać  

w mitochondriach sole tetrazoliowe (bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-

difenylo-2H-tetrazoliowego, MTT) o zabarwieniu żółtym do nierozpuszczalnego 

w wodzie formazanu o zabarwieniu fioletowym (rycina 23). Powstałe kryształy 

rozpuszczane są w DMSO. Dehydrogenaza NADH-zależna jest enzymem mito-

chondrialnym, aktywnym tylko w żywych komórkach, dlatego intensywność 

zabarwienia jest proporcjonalna do ilości wytworzonego formazanu oraz ilości 

żywych i aktywnych metabolicznie komórek w badanym materiale.  

Komórki PC12 wysiewano na szalki 24-dołkowe pokryte polietylenoi-

miną w ilości 2 x 10-5 komórek na dołek. Następnego dnia pożywkę wymieniano 

na taką z niską zawartością surowicy (2% FCS) i dodawano odpowiednio Aβ, 

SNP, MNNG oraz odpowiednie inhibitory. Po 24 h lub 48 h medium hodowlane 

wymieniano ponownie na pozbawione surowicy, dodawano MTT (0,25 mg/ml)  

i inkubowano przez 2 h w 37C. Następnie pożywkę usuwano, a komórki roz-

puszczano w DMSO i mierzono spektrofotometrycznie za pomocą czytnika do 

mikropłytek BioRad ich absorbancję, przy długości fali 595 nm. 

 

 

Rycina 23. Zasada działania testu MTT 

dehydrogenaza

mitochondialna

MTT (żółty)
kryształy formazanu

(fioletowe)

DMSO

fioletowy roztwór

NADH NAD+
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Metody spektrofluorymetryczne 
 

Analiza poziomu wolnych rodników w cytozolu komórek  

przy użyciu sondy fluorescencyjnej DCF 

Poziom wolnych rodników w komórkach PC12 badano na podstawie re-

akcji przekształcenia dwuoctanu 2’,7-dichlorofluoresceiny (H2DCF-DA), na sku-

tek wewnątrzkomórkowej deacetylacji, do 2’,7-dichlorofluorescyny (DCFH), 

która następnie jest utleniana przez wolne rodniki do fluorescencyjnej 2’,7-

dichlorofluoresceiny (DCF). Test ten pozwala analizować wewnątrzkomórkowy 

poziom wolnych rodników tlenowych (Royall i Ischiropoulos, 1993). Komórki 

PC12 wysiewano na szalki 24-dołkowe pokryte polietylenoiminą w ilości  

2 x 105 komórek na dołek. Następnego dnia pożywkę wymieniano na pożywkę  

z niską zawartością surowicy (2% FCS). Po 24 h do pożywki dodawano 10 M 

H2DCF-DA (Sigma) i inkubowano przez 50 min w 37C. Następnie komórki płu-

kano trzykrotnie buforem PBS. Fluorescencję mierzono przy użyciu spektroflu-

orymetru Perkin Elmer LS 50B przy długości fali pobudzenia 488 nm i emisji 

525 nm. Wynik wyrażono jako intensywność fluorescencji na miligram białka. 

 

Badanie aktywności kaspazy-3 

Aktywność kaspazy-3 analizowano metodą fluorymetryczną z użyciem 

zestawu CASP-3-F firmy Sigma. W metodzie wykorzystano pseudosubstrat ace-

tylo-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylokumarynę (Ac-DEVD-AMC; odwzorowu-

jący miejsce cięcia w PARS: Asp-Glu-Val-Asp) i specyficzny inhibitor kaspazy-3 

(Ac-DEVD-CHO). Frakcję cytozolową z komórek (około 300 μg białka) inkubo-

wano 120 min w obecności Ac-DEVD-AMC (16,66 μM) w roztworze zawierają-

cym 5 mM DTT, 2 mM EDTA, 0,1 % CHAPS, 20 mM HEPES pH 7,4 w temperatu-

rze pokojowej. Równolegle z próbą badaną wykonywano oznaczenie w obecno-

ści inhibitora kaspazy 3 (Ac-DEVD-CHO; 2 μM). Pomiar stężenia fluorescencyj-

nego produktu uwolnionego w wyniku reakcji katalizowanej przez kaspazę-3 

(7-amido-4-metylokumaryna) przeprowadzono po zakończonej inkubacji za 

pomocą spektrofluorymetru Perkin-Elmer LS50B przy długości fali  
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pobudzającej Ex: 360 nm i emitowanej Em: 460 nm. Aktywność kaspazy-3 wyli-

czano na podstawie krzywej wzorcowej AMC. 

 

Oznaczanie aktywności syntazy tlenku azotu (NOS) 

Aktywność syntazy NO oznaczano poprzez pomiar radioaktywnej  

[14C]L-cytruliny powstającej w equi-molarnych ilościach z NO ze znakowanej 

[14C]L-argininy w reakcji katalizowanej przez syntazę NO w obecności kofakto-

rów wg metody opisanej przez Bredta i Syndera (1990) i zmodyfikowanej przez 

Hekera i wsp. (1994).  

Homogenat komórek (300 μg białka) inkubowano w środowisku zawierają-

cym 100 μM [14C]L-argininę [0,1μCi], 2 mM CaCl2, 1mM NADPH, 15 μM FAD,  

10 μM tetrahydrobiopterynę (H4B), 1 μM kalmodulinę, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 

w końcowej objętości 300 μl. Próby zerowe nie zawierały białka. Inkubację 

prowadzono przez 30 min w 37˚C. Następnie reakcję przerywano przez dodanie 

1 ml zimnego buforu 100 mM Tris-HCl z 10 mM EGTA, pH 5,5. Po odwirowaniu 

przy 3000 g przez 10 min, nadsącz (0,5 ml) nanoszono na kolumnę zawierającą 

0,5 ml DowexTM 50WX-8 (w formie Na+) i przemywano dwukrotnie 1 ml wody. 

Radioaktywność [14C]L-cytruliny w eluacie mierzono używając płynu scyntyla-

cyjnego Braya w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 stosując czas zlicza-

nia 5 min. Ilość powstającej radioaktywnej L-cytruliny w wyniku reakcji NOS-u 

obliczano w nmol/mg białka. 

 

Metody immunochemiczne 
 

Immunodetekcja białek metoda western blot 

Immunochemiczną metodą western blot oznaczano poziom AIF, PARS-1, 

PAR, Cytochrom c, GAPDH oraz β-aktyny. Homogenat (40 g białka) mieszano  

z buforem denaturująco-obciążającym Laemmli (1970), o składzie 62,5 mM 

Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 100 mM DTT, 20% glicerol i 0,2% błękit bromofeno-

lowy. Próbki następnie ogrzewano przez 5 min w temp. 95C. Białka rozdziela-

no na żelu poliakrylamidowym i przenoszono na błonę z polifluorku winylidenu 
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(PVDF, Amersham Pharmacia Biotech). Po wykonaniu barwienia białek za po-

mocą roztworu Ponceau S, membranę płukano w odpowiednim buforze, a na-

stępnie inkubowano w roztworze odtłuszczonego mleka lub BSA wolnej od 

kwasów tłuszczowych (Sigma) w temperaturze pokojowej przez 60 min, w celu 

zablokowania niespecyficznego wiązania się przeciwciał (szczegółowe warunki 

reakcji dla poszczególnych białek podano w  tabeli 4). 

 

Oznaczane 
białko 

Gęstość 
żelu 

Bufor Blokowanie Przeciwciało  
I-rzędowe 

Przeciwciało  
II-rzędowe 

AIF 10% TBS-
Tween 

5% mleko 
odtłuszczone 

Mysie, monoklo-
nalne, przeciw 
AIF (N-216), 
Santa Cruz Bio-
technology, Inc., 
sc438 

1:750 w 
2% 
mleku w 
TBS-
Tween 
20% 

Antymysie 
Amersham 

Pharmacia Bio-

tech 

NA931V1:1000 

PARS-1 10% PBS-
Tween 

0,5% BSA Mysie, poliklo-
nalne, przeciw 
PARS-1, Cayman 
Chemical, 
160126 

1:500 
1% BSA 
w PBS-
Tween 
20% 

Antymysie 
Amersham 

Pharmacia Bio-

tech 

NA931V1:1000 

PAR 10% TBS-
Tween 

0,5% mleko 
odtłuszczone 

Mysie monoklo-
nalne, przeciw 
poli(ADP-
rybozie) (10H)  
(Alexis)  

1:500 w 
TBS-
Tween 
20% 

Antymysie 
Amersham 

Pharmacia Bio-

tech 

NA931V1:1000 

Cytochrom 
c 

10% PBS-
Tween 

5% mleko 
odtłuszczone 

Mysie, poliklo-
nalne, przeciw 
cytochromowi c, 
Santa Cruz Bio-
technology, Inc., 
Sc-372 

1:500 w 
5% 
mleku w 
PBS-
Tween 
20% 

Antymysie 
Amersham 

Pharmacia Bio-

tech 

NA931V1:1000 

GAPDH 10% TBS 
Tween 

5 % mleko 
odtłuszczone 

Królicze, poli-
klonalne przeciw 
GAPDH,  
Sigma G9545  

1:500 w 
5% 
mleku w 
TBS-
Tween 
20% 

Antykrólicze 
Sigma A-0545 
1:4000 

β-aktyna 10% TBS-
Tween 

5% mleko 
odtłuszczone 

Mysie, monoklo-
nalne (C4), MP 
Biomedicals, 
69100 

1:1000 
w 0,1% 
BSA w 
PBS-
Tween 
20% 

Antymysie 
Amersham 

Pharmacia Bio-

tech 

NA931V1:1000 

Tabela 4. Warunki reakcji immunochemicznej dla poszczególnych oznaczeń 

TBS-Tween – bufor Tris o składzie 50 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20  
PBS-Tween – bufor fosforanowy o składzie 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, pH 
7,4, 0,1% Tween-20 
BSA - albumina z surowicy bydlęcej, wolna od kwasów tłuszczowych 
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Następnie błonę inkubowano przez noc w 4°C w roztworze zawierają-

cym odpowiednie przeciwciało pierwszorzędowe. Nadmiar przeciwciała odpłu-

kiwano 3-krotnie przez 10 minut w odpowiednim buforze, a następnie błonę 

inkubowano 1 h w roztworze drugorzędowego przeciwciała sprzężonego z pe-

roksydazą chrzanową. Niezwiązane specyficznie przeciwciała usuwano  

3-krotnie płucząc błony przez 10 min w odpowiednim buforze. Następnie błonę 

poddawano reakcji chemiluminescencyjnej przy użyciu zestawu firmowego ECL 

(Amersham Pharmacia Biotech) i wizualizowano naświetlając światłoczuły film 

(Hyperfilm-Kodak, Sigma). Klisze poddawano analizie densytometrycznej przy 

pomocy oprogramowania TotalLab v1.11 (Non Linear Dynamics). Błony wyko-

rzystane uprzednio inkubowano 30 min w roztworze 1% SDS i 50 mM glicyny-

HCl, pH 2,0 w celu odmycia związanych przeciwciał i płukano 3 x 15 min w TBS-

Tween, po czym używano do kolejnych oznaczeń immunochemicznych. 

 

Oznaczanie poziomu amyloidu β 1-40 przy użyciu metody ELISA 

Komórki hodowano na szalkach 35-mm i po upływie 48 h medium ko-

mórkowe przenoszono do probówek i odwirowywano w 10000 g przez 5 min. 

Stężenie Aβ 1-40 w medium komórkowym oznaczano metodą ELISA (testem 

immunoenzymatycznym) z użyciem odpowiedniego zestawu (The Genetics 

Company) zgodnie z zaleceniami producenta. Aβ 1-40 wiąże się z przeciwciałem 

umieszczonym na płytce, które selektywnie rozpoznaje i wiąże N-koniec pepty-

du Aβ 1-40. Powstały koniugat jest następnie związany przez kompleks Bioty-

na-Streptawidyna-Enzym. W końcowym etapie reakcji ELISA związany enzym 

przeprowadza bezbarwny substrat w kolorowy produkt, którego absorbancję 

mierzono w ciągu 30 min za pomocą czytnika mikropłytek Bio-rad 3550-UV 

przy długości fali 450 nm. Stężenie Aβ wyrażone w pg/ml wyliczano na podsta-

wie krzywej wzorcowej sporządzonej z syntetycznego A 
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Metody radiochemiczne 
 

Oznaczanie aktywności syntazy poli(ADP-rybozy)  

Aktywności PARS-1 badano w homogenacie komórek PC12. Homogenat 

inkubowano przez 30 min w łaźni wodnej w temperaturze 37˚C. Po inkubacji 

oznaczano aktywność PARS przy użyciu radioaktywnego substratu 

[14C]dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD). Mieszanina reakcyjna  

w końcowej objętości 100 µl zawierała 200 µM (4x105 dpm) [Ade-U 14C] NAD 

(specyficzna aktywność: 248 mCi/mmol), 100 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM 

MgCl2, 5 mM DTT (ditiotreitol) oraz 200 µg białka. Reakcję przeprowadzano 

przez 1 min w temperaturze 37˚C. Reakcję zatrzymywano 0,8 ml 25% zimnego 

kwasu trójchlorooctowego (TCA). Następnie próby przesączano pod ciśnieniem 

stosując filtry Whatman GF/B i pięciokrotnie przepłukiwano 3 ml 5% TCA. Ra-

dioaktywność włączonej poli(ADP-rybozy) w białkach zatrzymanych na filtrach 

oznaczano w scyntylatorze Braya w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1409 

stosując czas zliczania 5 min.  

 

Analiza ekspresji genów 

Izolacja RNA  

Całkowite RNA izolowano z komórek w warunkach sterylnych, zmodyfi-

kowaną metodą Chomczyńskiego i Sacchi (1987), używając odczynnika TRI-

reagent (Sigma). Komórki hodowane na szalkach o średnicy 6 cm płukano dwu-

krotnie buforem PBS, a następnie zawieszano w 1 ml odczynnika TRI-reagent, 

pozostawiano na 5 min i homogenizowano. Następnie do 1 ml homogenatu do-

dawano 200 l chloroformu, energicznie mieszano przez około 15 s i pozosta-

wiano na 15 min w temperaturze pokojowej. Próby wirowano przy obrotach 

12000 g przez 10 min w 4C. Górną fazę wodną zawierającą RNA przenoszono 

do nowej probówki, dodawano 500 l zimnego izopropanolu i delikatnie mie-

szano. Próby pozostawiano na 5 min w temperaturze pokojowej, a następnie 

wirowano przez 10 min przy obrotach 12000 g w 4C. Otrzymany osad prze-

mywano trzykrotnie 1 ml 75% etanolu. Po kilkuminutowym odparowaniu eta-
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nolu z próbek, osad RNA zawieszano w 20 l wody pozbawionej RNAz (Prome-

ga Corporation). Mierzono ilość otrzymanego RNA metodą spektrofotometrycz-

ną przy długości fali 260 nm oraz zanieczyszczenie RNA białkami i DNA przy 

długości fali 280 nm. Prawidłowy stosunek OD260/OD280 wynosił od 1,7 do 2,0. 

Ilość RNA oznaczano w aparacie spektrofotometrycznym NanoDrop. 

 

Oczyszczanie RNA 

W celu oczyszczenia wyizolowanego wcześniej mRNA z pozostałości 

DNA komórkowego, do probówek 1,5 ml przenoszono 5 μg mRNA i uzupełniano 

odczynnikami do trawienia DNA firmy Promega Corporation do 10 μl. Po przy-

gotowaniu mieszaninę reakcyjną inkubowano 15 min w RT. Następnie dodano  

1 μl Stop solution i dalej prowadzono inkubację przez 10 min w 70C. Po zakoń-

czeniu reakcji próbki przenoszono do lodu. 

 

Reakcja odwrotnej transkrypcji 

Całkowite wyizolowane RNA (5 g) było matrycą dla działania odwrot-

nej transkryptazy. W reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano DNA kom-

plementarne do mRNA (cDNA). Reakcję odwrotnej transkrypcji przeprowadza-

no w 42C przez 15 min przy użyciu zestawu odczynników firmy Promega Cor-

poration, w końcowej objętości 20 l. W celu inaktywacji odwrotnej transkryp-

tazy po zakończeniu reakcji mieszaninę reakcyjną inkubowano przez 5 min  

w 90C, a następnie schładzano w lodzie. 

 

Reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym  

(Real-time PCR) 

Zmiany poziomu mRNA genów kodujących białka AIF, PARS-1, nNOS, 

iNOS, 12/15LOX, BclXl, Bcl2, Bax, Aktyny oraz Gapdh analizowano za pomocą 

reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR). Na matrycy cDNA uzy-

skanej z 1 g RNA przeprowadzono reakcję PCR w czasie rzeczywistym przy 
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użyciu odpowiednich sond Taq-Man (Applied Biosystems). Zastosowano nastę-

pujące warunki reakcji: (94 C-30 sek., 63 C – 30 sek., 72 C – 45 sek.) x 40 cykli 

amplifikacji. Każdą próbkę cDNA amplifikowano w trzech powtórzeniach. Po-

ziom mRNA wyrażano jako względny stosunek próbki badanej do próbki refe-

rencyjnej (kalibratora), po uprzedniej normalizacji obydwu względem genu re-

ferencyjnego (ACTB). 

Real-time PCR wykonywano przy pomocy aparatu ABI PRISM 7500 Se-

quence Detection Sysytems (Applied Biosystems). Wyniki analizy przedstawio-

no jako % kontroli. 

 

Badanie morfologii komórek oraz apoptozy przy zastoso-

waniu mikroskopii fluorescencyjnej 

 

Morfologię komórek oraz procent śmierci apoptotycznej badano przy 

użyciu barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33342 (Sigma). Barwienie jąder 

komórkowych za pomocą tego barwnika pozwala na wizualizację kondensacji  

i agregacji DNA charakterystycznych dla apoptozy. Komórki wysiewano na szal-

ki o średnicy 35 mm pokryte polietylenoiminą. Po inkubacji z badanymi związ-

kami komórki płukano zimnym buforem PBS, a następnie zalewano 1 ml zmro-

żonego metanolu i utrwalano przez 30 min w temperaturze -20˚C. Barwienie 

wykonywano poprzez inkubację z barwnikiem Hoechst 33342 o stężeniu  

1 ng/ml w buforze fosforanowym przez 30 min w temperaturze pokojowej. Na-

stępnie komórki płukano w buforze PBS. Wybarwione jądra analizowano w mi-

kroskopie fluorescencyjnym Olympus IX71 i fotografowano z użyciem kamery 

cyfrowej Olympus U-CMAD3 zintegrowanej z mikroskopem przy długości fali 

pobudzającej Ex: 340 nm i emitowanej Em: 510 nm przy użyciu 40-krotnego 

powiększenia.  

Badania w mikroskopie elektronowym wykonane były w Zakładzie Ul-

trastruktury Komórki IMDiK PAN, dzięki uprzejmości Prof. dr hab. n. med. Bar-

bary Gajkowskiej.   
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Charakterystyka zastosowanych związków chemicznych 
 

Inhibitory PARS-1 

Większość znanych inhibitorów PARS-1 wykazuje strukturalną analogię 

do substratu PARS-1 dinukleotydu nikotyno-amido-adeninowego. Przyłączają 

się one do centrum aktywnego enzymu, blokując miejsce wiązania dla NAD+  

i hamując tym samym reakcję powstawania PAR (Szabo i wsp., 2006).   

W badaniach stosowano dwa inhibitory PARS-1 nowej generacji: 

a) 3-Aminobenzamid (3-AB, Sigma) – inhibitor PARS, rozpuszczalny  

w DMSO i stosowany w stężeniu 5 mM. 

b) PJ 34 (chlorowodorek N-(6-okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)-(N,N-

dimetylamino)acetamidu, Sigma) – silny, specyficzny inhibitor PARS (Ki 

= 20 nM). W zakresie stężeń od 1 μM do 10 mM nie wykazuje działania 

antyoksydacyjnego. Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w stężeniu 20 

μM (rycina 24). 

 

 

          

3-AB                                                                      PJ 34 

 

Rycina 24. Wzory chemiczne inhibitorów PARP-1 (PJ 34 i 3-AB) 
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Oraz inhibitor PARG 

a) ADP-HDP (adenozyno 5'-difosfate (hydroxymetyl) pirolidinediol. NH4 . 

2H2O, Alexis). Specyficzny inhibitor glikohydrolazy poli(ADP-rybozy) 

(PARG), który nawet w stężeniu 1mM nie wpływa na aktywność PARP-1. 

Rozpuszczalny w wodzie, stosowany w zakresie stężeń 0,5 - 1 μM (ryci-

na 25). 

 

 

Rycina 25. Wzór chemiczny inhibitora PARG – ADP-HDP 

 

 

Do stale powiększającej się rodziny inhibitorów PARS-1 w ostatnich la-

tach dołączyły antybiotyki tertracyklinowe III generacji:  

a) Minocyklina (Sigma) - właściwości inhibitora PARS (porównywalne do 

PJ34) widoczne są już w stężeniach nanomolowych. Stąd tez duże zainte-

resowanie tym związkiem, jako potencjalnym terapeutykiem w choro-

bach neurodegeneracyjnych. Rozpuszczalna w wodzie, stosowana w stę-

żeniach 50-200 nM. 

b) Doksycyklina (Sigma) – rozpuszczalna w wodzie, stosowana w stęże-

niach 50-200 μM (rycina 26). 

 

 

http://rcin.org.pl



Materiały i metody Magdalena Cieślik 
 

82 

 

Minocyklina 

 

 

Doksocyklina  

 

Rycina 26. Wzory chemiczne antybiotyków (tertracyklin) – potencjalnych inhibi-

torów PARS-1 

 

Inhibitory kaspaz i innych białek zaangażowanych w proces apoptozy 

a) Z-DEVD-FMK (keton Z-Asp(O-Me)-Glu(O-Me)-Val-Asp(O-

Me)fluorometylowy, Sigma) – nieodwracalny inhibitor kaspazy-3. 

Hamuje również niespecyficznie kaspazę 6, 7, 8 i 10. Rozpuszczalny  

w DMSO, stosowany w stężeniu 100 μM. 

b) Cyklosporyna A ((E)-14,17,26,32-tetrabutylo-5-etylo-8-(1-

hydroksy-2-metyloheks-4-enylo)-1,3,9,12,15,18,20,23,27-

nonametylo-11,29-dipropyl 08o,3,6,9,12,15,18,21,24,27,30 – undeka-

azacyklodotriakontan 2,4,7,10,13,16,19,22,25,28,31-undekanon, Sig-

ma) – związek o działaniu immunosupresyjnym, również bloker me-

gakanałów mitochondralnych. Rozpuszczalny w etanolu, stosowany 

w stężeniu 2 μM. 

c) α-Pifithrin (bromowodorek 2-(2-imino-4,5,6,7-

tetrahydrobenzotiazol-3-yl)-1-p-toliloetanonu, Sigma) – specyficzny 
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inhibitor białka p53 (Ki = 2,2 nM). Rozpuszczalny w DMSO, stosowa-

ny w stężeniu 20 μM. 

d) MDL28170 (karbobenzoxy-valinyl-fenylalaninal, Merck) – specyficz-

ny inhibitor zależnych od Ca2+ proteaz – μ-kalpainy i m-kalpainy (Ki = 

8 nM). Rozpuszczalny w wodzie i stosowany w stężeniu 10 μM (ryci-

na 27). 

 

Z-DEVD-FMK  

 

 

                 

Cyklosporyna A 

 

                                         

 

α-Pifithrin                                                                   MDL28170 

Rycina 27. Wzory chemiczne związków, które są inhibitorami procesu apoptozy 
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Inhibitory kinaz 
 

Inhibitory kinazy PI3/Akt 

a) LY294002 (2-morfolin-4-yl-8-fenylchromen-4-one, Cell Signaling) – specy-

ficzny inhibitor aktywności PI3-kinazy, nie wpływa na aktywność innych 

kinaz (np. PI-4 kinazy) (Ki = 1,4 μM). Rozpuszczalny w DMSO, stosowany  

w stężeniu 50 μM. 

b) Wortmanina (Sigma) – furanosteroid o właściwościach kowalencyjnego 

inhibitora ścieżki sygnałowej PI3-kinazy, silniejszych niż LY294002 (Ki = 

2-4 nM). W wyższych stężeniach może hamować enzymy związane z PI3-

kinazą takie, jak mTOR, DNA-PK, PI-4 kinazę, MAPK. Rozpuszczalna  

w DMSO, stosowana w stężeniach 100-250 nM (rycina 28). 

 

                           

LY294002                                                                        Wortmanina 

Rycina 28. Wzory chemiczne związków będących inhibitorami ścieżki sygnałowej 

PI-3 kinazy 

 

Inhibitory kinaz białkowych 

a) U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyjano-1,4-bis[2-aminofenyltio] butadie-

ne) wysoko specyficzny inhibitor kinazy regulowanej sygnałem ze-

wnątrzkomórkowym (ERK1 i ERK2). Rozpuszczalny w DMSO, stoso-

wany w stężeniu 5 μM.  

b) KT5823 (ester kwasu 2,3,9,10,11,12-hexahydro-10R-meoxy-2,9-

dimethyl-1-oxo-9S,12R-epoxy-1H-diindolo[1,2,3-fg:3’,2’,1’-

kl]pyrrolo[3,4-i][1,6]benzodiazocine-10-karboksylowy, Cayman 
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Chemicals) – inhibitor kinazy białkowej G, PKG (Ki = 243 nM). Wyka-

zuje też słabe właściwości hamujące dla PKA i PKC. Rozpuszczalny  

w DMSO, stosowany w stężeniu 5 μM. 

c) GF109203x ([2-[1-(3-Dimetyloaminopropyl)-1H-indol-3-yl]-3-(1H-

indol-3-yl)malimid, Bisindolilmaleimid I], Enzo Life Sciences) - selek-

tywny inhibitor kinazy białkowej C, PKC (Ki = 20 nM). Hamuje z po-

dobną mocą α, ßI, ßII i γ podtypy PKC. W wyższych stężeniach może 

hamować PKA. Rozpuszczalny w DMSO, stosowany w stężeniu 1 μM. 

(rycina 29). 

 

                                  

U0126                                                                            KT5823 

 

 

GF109203x 

 

Rycina 29. Wzory chemiczne kinaz białkowych 
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Kwas dokozaheksaenowy (DHA) 

W badaniach został także zastosowany związek o właściwościach neuro-

protekcyjnych: 

DHA (kwas cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenowy, Sigma) – należący do grupy 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (PUFA) omega-3 [C22 : 6; n=3). Roz-

puszczalny w DMSO i stosowany w stężeniu 10-50 M (rycina 30). 

 

 

Rycina 30. Wzór chemiczny kwasu DHA. 

  

Inhibitor γ-sekretazy 

DAPT (Ester N-[N-(3,5-Difluorofenacetyl)-L-alanil]-S-fenilglicyn t-butyl, Sigma) 

– selektywny inhibitor γ-sekretazy. Rozpuszczalny w DMSO i stosowany w stę-

żęniu 1M (rycina 31). 

 

 

 

Rycina 31. Wzór chemiczny inhibitor γ-sekretazy 
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Statystyczne opracowanie wyników 

 

Przeprowadzano od 3 do 4 doświadczeń w każdej grupie badanej. 

Oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtórzeniach. Za ostateczny 

wynik przyjmowano wartość średnią  błąd standardowy średniej (SEM) obli-

czone z indywidualnych pomiarów (średnich z powtórzeń). W celu ustalenia 

wiarygodności zaistniałych różnic w badaniach porównawczych wartości z po-

szczególnych eksperymentów weryfikowano testem-t lub odpowiednio jedno-

czynnikową lub dwuczynnikową analizą wariancji (ANOVA) z użyciem testów 

post-hoc Newmana-Keulsa lub Bonferroniego. Wyniki uznawano za znamienne 

statystycznie przy poziomie istotności p poniżej 0,05. 
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Wyniki 
 

 

Celem niniejszej pracy było poznanie udziału białka AIF w toksyczności 

peptydów Aβ, z uwzględnieniem czynników zaangażowanych w aktywację stre-

su oksydacyjnego i genotoksycznego. Ponadto udział AIF w mechanizmie śmier-

ci komórek badano w warunkach stresu genotoksycznego wywołanego czynni-

kiem alkilującym DNA (MNNG). Szczególną uwagę zwrócono na aktywność  

i integralność PARS-1. Badania prowadzono na komórkach pochodzenia ner-

wowego PC12, transfekowanych ludzkim genem dla białka prekursorowego Aβ 

typu dzikiego (APPwt) i genem z mutacją szwedzką (APPsw), endogennie uwal-

niających peptydy Aβ. Badano także komórki PC12 poddane zewnątrzkomór-

kowemu działaniu egzogennych peptydów Aβ. Wyniki dotyczące poziomu AIF 

po działaniu peptydów Aβ porównywano z danymi uzyskanymi w badaniach na 

zwierzętach transgenicznych - myszach FVBTg(Thy1;APP)Val717Ile, które stano-

wią model rodzinnej choroby Alzheimera. W badaniach molekularnych zjawisk 

wpływających na poziom AIF w mitochondriach i jego translokację do jądra, 

szczególną uwagę zwrócono na aktywność i integralność PARS-1.  

 

 

 Badanie ekspresji i poziomu białka AIF w mitochondriach 

oraz stresu oksydacyjnego w warunkach zwiększonej sekrecji 

peptydów Aβ w komórkach transfekowanych genem ludzkim 

dla białka APP 

 

Hipoteza kaskady amyloidu β zakłada, że w rozwoju choroby Alzheimera 

najważniejsze zmiany dotyczą zaburzeń metabolizmu białka prekursorowego 

Aβ (APP) i nadmiernego uwalniania peptydów Aβ (Selkoe i wsp., 1991; Hardy  

i Higgins, 1992).  
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Prowadzone doświadczenia miały na celu określenie wpływu stresu ok-

sydacyjnego wywołanego działaniem Aβ produkowanego wewnątrzkomórko-

wo. Badania prowadzono w trzech liniach komórek PC12: transfekowanych pu-

stym wektorem – kontrolnych (PC12) oraz genem APP typu dzikiego – (APPwt) 

lub z podwójną szwedzką mutacją (APPsw, K670M/N671L). Analizowano 

wpływ Aβ, ze szczególnym uwzględnieniem roli wolnych rodników oraz białek, 

takich jak AIF i PARS-1, w procesach przeżycia i śmierci. 

Badania rozpoczęto od oznaczenia poziomu uwalnianych zewnątrzko-

mórkowo peptydów Aβ 1-40 metodą ELISA w trzech liniach komórek PC12. Do-

datkowo zbadano wpływ inhibitora γ-sekretazy - DAPT, enzymu odpowiedzial-

nego za cięcie APP i uwalnianie toksycznego Aβ.  

 Analiza wykazała, że komórki transfekowane ludzkim genem dla APP 

uwalniają 2,1 razy, a komórki z genem z mutacją szwedzką 3,6 razy więcej Aβ 

niż komórki kontrolne. Zastosowany inhibitor γ-sekretazy - DAPT powodował 

znamienne obniżenie stężenia uwalnianych peptydów Aβ przez komórki 

APPsw, w stosunku do kontroli (rycina 32). 
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Rycina 32. Poziom uwalnianych peptydów A 1-40 w komórkach PC12 kontrol-

nych i transfekowanych genem dla białka APP (APPwt i APPsw) oraz wpływ inhi-

bitora γ-sekretazy 

 W komórkach PC12, APPwt i APPsw ilość uwolnionego zewnątrzkomórkowo A 1-40 

oznaczano metodą ELISA. Dodatkowo komórki APPsw przez 48h inkubowano z inhibitorem  

γ-sekretazy (1 μM DAPT). Wyniki przedstawiono w pg/ml. Każdy wynik stanowi średnią aryt-

metyczną ± SEM z trzech niezależnych doświadczeń. Do oceny statystycznej wyników zastoso-

wano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Bonferroni. ** - Różnica 

istotna statystycznie w stosunku do komórek PC12 kontrolnych, p<0,01; ##- Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek APPwt p<0,01. $- Różnica istotna statystycznie w stosun-

ku do komórek APPsw, p<0,05 

 

 

W celu zbadania udziału NO w stresie oksydacyjnym w warunkach 

zwiększonego uwalniania peptydów Aβ zbadano aktywność syntazy tlenku azo-

tu (NOS). Aktywność tę badano metodą radiochemiczną z użyciem znakowanej 

[14C]L-argininy. Otrzymane wyniki wskazują, że wraz ze wzrostem stężenia 

uwalnianych peptydów Aβ wzrasta aktywność NOS (rycina 33). 
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Rycina 33. Wpływ peptydów Aβ komórek transfekowanych APP na aktywność 

syntazy tlenku azotu (NOS) 

Komórki PC12, APPwt i APPsw homogenizowano i w uzyskanych homogenatach mie-

rzono aktywność NOS. Wyniki wyrażono w % kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytme-

tyczną z trzech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ± SEM. Do oceny statystycz-

nej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Bon-

ferroni. ** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01; # - Różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek APPwt  p<0,05 

 

 

Wzrost aktywności NOS i związanie z nim zwiększone uwalnianie NO 

mogą prowadzić do wzrostu stresu oksydacyjnego, a także uszkodzenia mito-

chondriów i w dalszej kolejności do obumierania komórek.  

Kolejne doświadczenia miały na celu sprawdzenie, jak zwiększona eks-

presja APP i podwyższone uwalnianie peptydów Aβ wpływa na poziom wolnych 

rodników, a także funkcje mitochondriów i przeżywalność komórek. W warun-

kach tych zbadano również poziom białka AIF, który w zależności od działają-

cych czynników, może brać aktywny udział w utrzymaniu prawidłowej funkcji 

mitochondriów lub też prowadzić do apoptozy.  

Poziom wolnych rodników analizowano poprzez pomiar utleniania son-

dy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). Stwierdzono zamienny ±60% 

wzrost poziomu wolnych rodników w komórkach APPsw (rycina 34A), w któ-

http://rcin.org.pl



Wyniki Magdalena Cieślik 
 

93 

 

rych równocześnie wykazano najwyższy poziom sekrecji Aβ (rycina 32). Prze-

prowadzona analiza western blot wykazała, że w komórkach tych poziom im-

munoreaktywności AIF wzrasta dwukrotnie w stosunku do kontroli (rycina 

34B). W tych samych warunkach nie zaobserwowano zmian w ekspresji genu 

dla tego białka. Poziom mRNA utrzymywał się na stałym poziomie (dane nie-

prezentowane). 

Zbadana została przeżywalność komórek transfekowanych APP, charak-

teryzujących się zwiększoną sekrecją peptydów Aβ. Do określenia żywotności 

komórek użyto testu metabolicznego MTT, który jest wskaźnikiem funkcji mito-

chondriów oraz koreluje z liczbą żywych komórek. Uzyskane wyniki wykazały, 

że zwiększone uwalnianie A w komórkach transfekowanych APP nie wpływa 

na ich przeżywalność (rycina 34C). 
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Rycina 34. Poziom wolnych rodników, immunoreaktywność AIF oraz przeżywal-

ność komórek PC12 kontrolnych i transfekowanych genem dla białka APP 

A) Poziom wolnych rodników oznaczano metodą fluorymetryczną z zastosowaniem 

DCF. Wyniki wyrażono, jako intensywność fluorescencji. B) Badana metodą western blot immu-

noreaktywność AIF przedstawiona w postaci analizy densytometrycznej normalizowanej 

względem β-aktyny. C) Badana testem MTT przeżywalność komórek Wykresy stanowią średnią 

arytmetyczną z trzech lub czterech niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod wykresem B zamiesz-

czono przykładowy wyniki western blot. Do oceny statystycznej zastosowano jednoczynnikową 

analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. *** , p<0,001.  *, p<0,05. - Różnica 

istotna statystycznie w stosunku do kontroli 

AIF  
62 kDa 
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Immunoreaktywność PARS-1 w warunkach stresu oksy-

dacyjnego w komórkach transfekowanych genem dla białka 

APP charakteryzujących się zwiększonym uwalnianiem  

peptydów Aβ 

 

 PARS-1 jest enzymem niezmiernie wrażliwym na stres oksydacyjny,  

a w szczególności na związane z nim uszkodzenia DNA. W doświadczeniach 

zbadano aktywność i ekspresję genu dla PARS-1 w warunkach stresu oksyda-

cyjnego wywołanego zwiększonym uwalnianiem peptydów Aβ w trzech liniach 

komórek PC12. 

Aktywność enzymatyczną PARS-1 badano z użyciem radioaktywnego 

substratu [14C] dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD). Analiza ta wy-

kazała około 70% spadek aktywności enzymu w komórkach APPsw, które cha-

rakteryzowała 3,6 krotnie wyższa sekrecja Aβ w porównaniu do komórek kon-

trolnych. W komórkach APPwt stwierdzono wzrost poziomu aktywności PARS-

1, wynik jest nieznamienny statystycznie (rycina 35A). Obserwowanym zmia-

nom nie towarzyszyły zmiany w poziomie immunoreaktywności białka PARS-1 

(rycina 35B) oraz ekspresji genu dla tego enzymu (rycina 35C). 

 

 

 

 

 

 

http://rcin.org.pl



Wyniki Magdalena Cieślik 
 

96 

 

A 

PC12 APPwt APPsw
0

100

200

*A
k

ty
w

n
o

ś
ć

 P
A

R
S

-1
[w

%
k

o
n

tr
o

li
]

 

B 

PC12 APPw t APPsw
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

P
A

R
S

-1
/ 

-a
k
ty

n
a

 

                                    

C 

PC12 APPw t APPsw
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

A
d

p
r-

1
/G

a
p

d
h

 p
o

z
io

m
 m

R
N

A

 

Rycina 35. Aktywność, immunoreaktywność i poziom ekspresji genu dla PARS-1 

w komórkach PC12 charakteryzujących się różnym poziomem sekrecji peptydów 

Aβ 1-40 

A) Mierzona w homogenacie komórek metodą radiochemiczną aktywność PARS-1 wy-

rażona w % kontroli. B) Badana metodą western blot immunoreaktywność PARS-1 przedstawia 

wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem β-aktyny. C) Badany metodą Real-

time PCR poziom ekspresji genu dla PARS-1 normalizowany względem Gapdh. Wykresy stano-

wią średnią arytmetyczną z trzech lub czterech niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod wykre-

sem B zamieszczono przykładowy wyniki western blot. Do oceny statystycznej wyników zasto-

PARS-1 

113 kDa 
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sowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.* - Róż-

nica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,05 

 Uzyskane wyniki wskazują, że wywołana uwalnianiem Aβ śmierć komó-

rek nie jest zależna od AIF. Badania sugerują, że podwyższony poziom AIF  

w komórkach APPsw może brać aktywny udział w utrzymaniu funkcji mito-

chondriów, wpływając na przeżywalność komórek APPsw, kótra jest zbliżona 

do przeżywalności komórek kontrolnych. 

 

 

 Badanie wpływu egzogennych peptydów Aβ 1-42 na po-

ziom stresu oksydacyjnego, ekspresję genu i poziom białka dla 

AIF i PARS-1 oraz przeżywalność komórek PC12 

 

Dalsze doświadczenia dotyczące białka AIF prowadzono in vitro na linii 

komórek PC12 poddanych działaniu egzogennych peptydów Aβ 1-42. 

  

Analiza przeżywalności komórek PC12 i poziomu białek AIF i PARS-

1 w warunkach stresu oksydacyjnego wywołanego egzogennym podaniem 

peptydów Aβ 1-42 w formie oligomerów i fibryli 

 

Wpływ Aβ 1-42 podanych zewnątrzkomórkowego na funkcje mitochon-

driów i przeżywalność komórek PC12 badano testem redukcji błękitu tiazolo-

wego, MTT.  

W celu znalezienia odpowiedniego stężenia Aβ analizowano kinetykę 

zmian przeżywalności komórek PC12 w zakresie stężeń od 0 do 10 μM. W przy-

padku oligomerów Aβ wykazano zależny od stężenia spadek przeżywalności 

komórek odpowiednio o ± 12% dla 1 μM Aβ i o ± 17% w przypadku 10 μM (ry-

cina 36). Przeżywalność komórek PC12 poddanych działaniu fibryli Aβ 1-42, 
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nie ulegała znamiennym statystycznie zaminom w badanym zakresie stężeń 

(dane nieprezentowane). 
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Rycina 36. Zależny od stężenia wpływ oligomerów Aβ 1-42 na przeżywalność 

komórek PC12 

 Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT po 24-godzinnej inkubacji z oli-

gomerami Aβ w stężeniach 1-10 μM. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik 

stanowi średnią arytmetyczną  SEM z pięciu niezależnych doświadczeń w czterech powtórze-

niach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA 

oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. **, p<0,01. *, p<0,05 - Różnica istotna statystycznie w sto-

sunku do komórek kontrolnych 

 

 

Zgodnie z danymi literaturowymi oraz z doświadczeniami własnymi 

wskazującymi na zależną od stężenia toksyczność oligomerów Aβ, w dalszych 

doświadczeniach zastosowano Aβ 1-42 w stężeniu 10 μM.  

 

Oceniano poziom stresu oksydacyjnego w komórkach PC12, poddanych 

działaniu oligomerów Aβ 1-42. Analizę przeprowadzono poprzez pomiar utle-

niania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA). Wykazała ona znaczący 

wzrost poziomu wolnych rodników po zadziałaniu oligomerów Aβ w stężeniu 

10 μM (rycina 37). 
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Rycina 37. Wpływ oligomerów Aβ na poziom wolnych rodników w komórkach 

PC12 

Po 24h hodowli komórek PC12 z oligomerami Aβw stężeniu 10 μM oznaczano poziom 

wolnych rodników metodą fluorymetryczną z zastosowaniem sondy DCF. Wyniki wyrażono, 

jako intensywność fluorescencji. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależ-

nych doświadczeń ± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t. ** - Różnica 

istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01 

 

W celu oceny zaangażowania szlaku sygnalizacyjnego PARS-1/PAR/AIF 

w mechanizm śmierci komórek PC12 wywołany egzogennymi oligomerami Aβ, 

zbadany został poziom immunoreaktywności białek AIF i PARS-1. Analiza we-

stern blot wykazała znamienny wzrost immunoreaktywności białka AIF po 24 h 

działania peptydów (rycina 38A). W badanym modelu nie zaobserwowano 

zmian w immunoreaktywności PARS-1 (rycina 38B). 
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Rycina 38.  Wpływ oligomerów Aβ 1-42 na immunoreaktywności AIF 

 w komórkach PC12 

Immunoreaktywność AIF (A) i PARS-1 (B), 24 h po podaniu 10 μM oligomerów Aβ 1-42, 

badano metodą western blot. Wykresy przedstawiają wyniki analizy densytometryczne norma-

lizowanej względem GAPDH, które stanowią średnią arytmetyczną z pięciu niezależnych do-

świadczeń ± SEM. Pod wykresami zamieszczono przykładowe wyniki western blot. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano test-t. ** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do 

kontroli, p<0,01 

 

 Badania ekspresji genu oraz immunoreaktywności białka 

AIF w różnych częściach mózgu myszy transgenicznych APP+/+  

z mutacją (Thy1;APP)Val717Ile 

 

PARS-1 

113 kDa 

AIF  

62 kDa 
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 Kolejne doświadczenia prowadzono na myszach 

FVBTg(Thy1;APP)Val717Ile, które stanowią jeden ze zwierzęcych modeli ro-

dzinnej postaci choroby Alzheimera.  

Zbadano poziom immunoreaktywności i ekspresję genu mitochondrial-

nego białka AIF. Badania z użyciem metody western blot prowadzono na frak-

cjach subkomórkowych kory, hipokampa i prążkowia myszy transgenicznych 

APP+/+ z mutacją (Thy1;APP)Val717Ile oraz u myszy kontrolnych FVB  

(APP-/-). Z poszczególnych części mózgu izolowano RNA w celu oznaczenia eks-

presji genów metodą Real-time PCR. 

 Analiza western blot immunoreaktywności białka AIF we frakcji mito-

chondrialnej wykazała statystycznie znamienny wzrost poziomu tego białka  

w korze i w prążkowiu myszy APP+/+ w porównaniu do myszy kontrolnych (ry-

cina 39A i 39C).  Poziom immunoreaktywności AIF w hipokampie nie ulegał 

zmianom statystycznie znamiennym (rycina 39B). Analiza poziomu mRNA dla 

AIF przeprowadzona metodą Real-time PCR wykazała brak zmian w ekspresji 

genu dla tego białka (rycina 39). 
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Rycina 39. Ekspresja genu i poziom immunoreaktywności AIF u myszy FVB APP-/- 

i APP+/+ 

 Imunoreaktywność AIF we frakcji mitochondrialnej badana metodą western oraz ekspresja ge-

nów badana metodą Real-time PCR (słupki w paski) w korze mózgu (A), hipokampie (B) i prążkowiu (C) 

myszy transgenicznych FVB. Wykresy dla western blot przedstawia wyniki analizy densytometrycznej 

normalizowanej względem β-aktyny dla Real-time PCR względem genu dla Actb. Wyniki stanowią średnią 

arytmetyczną z pięciu niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod wykresami zamieszczono przykładowe wyni-

ki western blot. Do oceny statystycznej wyników zastosowano test-t. * - p<0,05;  ** - p<0,01- Różnica istot-

na statystycznie w stosunku do kontroli 
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Badanie poziomu i lokalizacji AIF oraz PARS/PAR w stre-

sie nitrozacyjnym wywołanym donorem NO w komórkach PC12 

 

Wcześniejsze wyniki badań pokazały, że zwiększone uwalnianie pepty-

dów Aβ prowadzi do zwiększonego uwalniania NO i wzrostu poziomu reaktyw-

nych form tlenu w komórce. NO jest słabym wolnym rodnikiem, lecz w wyniku 

reakcji z rodnikiem ponadtlenkowym tworzy nadtlenoazotyn o właściwościach 

silnie oksydacyjnych i może prowadzić do aktywacji kaskady wolnorodnikowej, 

uszkodzenia mitochondriów i programowanej śmierci komórki. W celu lepszego 

poznania mechanizmów molekularnych wpływających na poziom i lokalizację 

AIF w wyniku działania peptydów Aβ, w dalszej części pracy badania prowa-

dzono w warunkach stresu nitrozacyjnego, wywołanego donorem NO, SNP  

w dwóch stężeniach: 100 i 500 μM. 

Analizę rozpoczęto od zbadania wpływu SNP na przeżywalność komórek 

PC12. W tych samych warunkach zbadane zostały poziom i lokalizacja AIF.  

Wyniki testu MTT wykazały zależny od stężenia SNP i czasu jego działa-

nia spadek przeżywalności komórek. Po 24h hodowli 100 μM SNP powodował 

nieznaczny, około 15-20%, spadek przeżywalności komórek PC12 (rycina 

40A). W warunkach tych w mitochondriach komórek PC12, zaobserwowano 

zależny od czasu wzrost immunoreaktywności AIF, który w 12h hodowli osiągał 

wartość pięciokrotnie wyższą od kontroli (rycina 40B). 
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Rycina 40. Wpływ stresu nitrozacyjnego wywołanego 100 μM SNP na przeżywal-

ność i poziom immunoreaktywności AIF w komórkach PC12 

 Komórki PC12 hodowano odpowiednio w czasie 0- 24h w warunkach 2% surowicy  

z 100 μM SNP. Wykresy przedstawiają: przeżywalność komórek badaną za pomocą testu MTT 

(A) oraz immunoreaktywność AIF we frakcji mitochondrialnej badaną metodą western blot (B). 

Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Dla wykresu A wyniki stanowią średnią arytme-

tyczną ± SEM z ośmiu niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach, natomiast dla wy-

kresu B wyniki przedstawiają analizę densytometryczną normalizowaną względem β-aktyny, 

która stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod wykresem  

B zamieszczono przykładowy wyniki western blot. Do oceny statystycznej wyników zastosowa-

no jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. * - p<0,05;  

** - p<0,01; *** - p<0,001- Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli 

 

 

AIF  

62 kDa 
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To samo doświadczenie przeprowadzono w warunkach stresu wywoła-

nego 500 μM SNP.  Powyższy stres prowadził do drastycznego spadku przeży-

walności komórek, który w 24 h doprowadzał do obumierania ± 75% komórek 

(rycina 41A). Natomiast analiza western blot nie wykazała zmian w immunore-

aktywności AIF w tych warunkach (rycina 41B). Do 12 h inkubacji poziom biał-

ka nie zmieniał się w pozostałej przy życiu niewielkiej około 25% puli komórek.  
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Rycina 41. Wpływ stresu nitrozacyjnego wywołanego 500 μM SNP na przeżywal-

ność i poziom immunoreaktywności AIF w komórkach PC12 

 Komórki PC12 hodowano odpowiednio w czasie 0- 24h w warunkach 2% surowicy  

z 500 μM SNP. Wykresy przedstawiają: przeżywalność komórek badaną za pomocą testu MTT (A), oraz 

immunoreaktywność AIF we frakcji mitochondrialnej badana metodą western blot (B). Wyniki przedsta-

wiono w procentach kontroli. Dla wykresu A wyniki stanowią średnią arytmetyczną ± SEM z ośmiu nieza-

leżnych doświadczeń w czterech powtórzeniach, natomiast dla wykresu B wyniki przedstawiają analizę 

densytometryczną normalizowaną względem β-aktyny, która stanowi średnią arytmetyczną z trzech nieza-

leżnych doświadczeń  ± SEM. Pod wykresem B zamieszczono przykładowy wyniki western blot. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc New-

mana-Keulsa.  *** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,001 
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W warunkach stresu nitrozacyjnego wywołanego donorem NO ekspresja 

genu dla AIF nie ulegała zmianie (wyniki nieprezentowane).  

 

W kolejnych doświadczeniach wykazano, że hodowla komórek w obec-

ności 500 μM SNP przez 12h, nie miała wpływu na poziom białka PARS-1 we 

frakcji jądrowej komórek PC12 (rycina 42A). Natomiast aktywność PARS-1, 

drastycznie spadała. Już po 5 minutach inkubacji jej wartość spadała do ± 80% 

wartości kontrolnej, natomiast po 2h aktywności enzymu wynosiła jedynie  

± 30% wartości kontrolnej (rycina 42B).  
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Rycina 42. Wpływ donora tlenku azotu (SNP) na poziom immunoreaktywności  

i aktywność PARS-1 

Wykres A przedstawia badaną metodą western blot immunoreaktywność PARS-1  

w zgrubnej frakcji jądrowej komórek PC12, hodowanych 0-12 h w obecności 500 μM SNP. Wy-

niki analizy densytometrycznej normalizowanej względem β-aktyny stanowią średnią arytme-

tyczną z trzech niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod wykresem zamieszczono przykładowy 

wyniki western blot. Wykres B przedstawia aktywność PARS-1 mierzoną w homogenacie komó-

rek PC12 po 5`, 30`, 2h i 6h hodowli z 500 μM SNP. Wyniki wyrażone w pmol/mg białka/min,  

w % kontroli, stanowią średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń w trzech po-

wtórzeniach ± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji ANOVA oraz test post-hoc Bonferroni. * - p<0,05; *** - p<0,001  - różnica istotna staty-

stycznie w stosunku do kontroli 

 

 

 

PARS-1  

113 kDa 
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 W powyższych warunkach doświadczalnych zbadano także eks-

presję genu dla PARS-1. Wykazano brak wpływu donora NO, w stężeniu 500 μM, 

na poziom ekspresji tego genu (dane nieprezentowane). 

 

Za śmierć komórek w odpowiedzi na działanie NO uwalnianego z SNP, 

odpowiedzialne mogą być różne czynniki. Zbadano czy inne proapoptotyczne 

białka, takie jak kaspaza-3 i cytochrom c, nie są zaangażowane w mechanizm 

śmierci komórek w powyższych warunkach. Analiza western blot nie wykazała 

statystycznie znamiennych zmian w poziomie immunoreaktywności cytochro-

mu c po 12h hodowli w mitochondriach komórek PC12 w obecności 500 μM 

SNP (rycina 43A). Dodatkowo w czasie od 0 do 6 h w odpowiedzi na 500 μM 

SNP zbadano aktywność kaspazy 3 i w 6 h zaobserwowano znamienny wzrost 

jej aktywności (rycina 43B). 
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Rycina 43. Wpływ stresu oksydacyjnego wywołanego SNP na poziom immunore-

aktywności cytochromu c i aktywność kaspazy 3 

Badana metodą western blot immunoreaktywność cytochromu c we frakcji mitochon-

drialnej (A) oraz analizowana metodą fluorymetryczną aktywność kaspazy 3 (B) komórek PC12, 

hodowanych w obecności 500 μM SNP odpowiednio przez 0-12h. Wykres A przedstawia wyniki 

analizy densytometrycznej normalizowanej względem β-aktyny, która stanowi średnią arytme-

tyczną z trzech niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod wykresem zamieszczono przykładowy 

wyniki western blot. Wykres B stanowi średnią arytmetyczną ± SEM z trzech niezależnych do-

świadczeń w dwóch powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczyn-

nikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. * - p<0,05- różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek PC12 kontrolnych (nietraktowanych) 

 

 

Cytochrom c  

12 kDa 
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Uzyskane wyniki wskazują, że w warunkach badanego stresu nitrozacyj-

nego obserwowany wzrost poziomu białka AIF w mitochondriach lub utrzyma-

nie jego poziomu, może warunkować przeżycie większej lub mniejszej puli ko-

mórek. Wyniki wykluczają udział białka AIF i czynny udział PARS-1 w śmierci 

komórek. Aktywność PARS-1 jest silnie hamowana przez NO, a wynik ten może 

sugerować udział uwalnianego przez Aβ NO w hamowaniu PARS-1 w komór-

kach APPsw. Wyniki wskazują na aktywację szlaku zależnego od kaspaz. 

  

 

Badanie wpływu stresu nitrozacyjnego wywołanego do-

norem NO w komórkach PC12 transfekowanych genem dla 

białka APP 

 

Zgodnie z danymi literaturowymi oraz poprzednimi wynikami dotyczą-

cymi zmian zachodzących w komórkach PC12 poddanych transfekcji genem dla 

białka APP, wykazany został istotny udział NO w toksyczności peptydów Aβ. 

Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzają wzrost aktywności NOS w stosowa-

nych do badań komórkach transfekowanych białkiem APP. NO uwalniany  

w nadmiarze może uczestniczyć w kaskadzie wolnorodnikowej i w konswkwen-

cji prowadzić do śmierci komórek. W kolejnych doświadczeniach analizowano 

wpływ dodatkowego stresu nitrozacyjnego wywołanego donorem NO, SNP na 

poziom i lokalizację białka AIF oraz na aktywność i integralność PARS-1 w wa-

runkach działania endogennych peptydów Aβ w trzech liniach komórek: PC12 

kontrolnych, APPwt transferowanych dzikim genem dla białka APP oraz genem 

z mutacją szwedzką APPsw. Badania miały na celu stwierdzenie, czy komórki 

transfekowane APP wykazują większą wrażliwość na badany stres nitrozacyjny. 
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Analiza wpływu NO na przeżywalność, ekspresję i poziom 

białek AIF i PARS-1 w komórkach PC12 transfekowanych ge-

nem dla białka APP 

 

Doświadczenia z użyciem testu MTT wykazały, że SNP 500 μM obniża 

przeżywalność wszystkich trzech typów komórek do 70-80%. Dodatkowo, ko-

mórki APPsw charakteryzuje wyższa wrażliwość na stres wywołany NO w po-

równaniu do komórek kontrolnych – PC12 (rycina 44).  

 

 

Rycina 44. Wpływ NO uwalnianego przez SNP na przeżywalność komórek trans-

fekowanych genem dla białka APP 

Komórki PC12, APPwt i APPsw inkubowano z 500 μM SNP przez 24h. Przeżywalność 

komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy 

wynik stanowi średnią arytmetyczną  SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech 

powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano dwuczynnikową analizę warian-

cji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. * - różnica istotna statystycznie w stosunku do 

komórek kontrolnych, p<0,05. # - różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek PC12 

poddanych działaniu 500 μM SNP, p<0,05 

 

Podobnie jak we wcześniejszych doświadczeniach dalsza analiza doty-

cząca działania zewnątrzkomórkowo uwalnianego NO skupiona została na biał-

kach AIF i PARS-1. Biorąc pod uwagę, że tylko komórki APPsw charakteryzowa-

PC12+SNP APPwt+SNP APPsw+SNP
0

5

10

15

20

25

30

35

*

*

*

#

p
rz

e
ży

w
a
ln

o
ś
ć
 k

o
m

ó
re

k

[w
 %

 k
o

n
tr

o
li

]

http://rcin.org.pl



Wyniki Magdalena Cieślik 
 

112 

 

ła zwiększona wrażliwość na stres wywołany donorem NO, ta linia została wy-

brana do kolejnych analiz.  

Badanie metodą western blot wykazało, że zastosowanie stresora, 

500μM SNP, nie wpływało na podwyższoną immunoreaktywność białka AIF 

komórek APPsw spowodowaną działaniem endogennie uwalnianych peptydów 

Aβ. Zaobserwowano podobny poziom immunoreaktywności AIF w mitochon-

driach komórek APPsw traktowanych 500μM SNP, w stosunku do kontroli 

PC12. Natomiast w odniesieniu do nietraktowanych APPsw poziom ten (jak 

omówiono powyżej), nie ulegał statystycznym zmianom (rycina 45). 

 

0

50

100

150

200 *

PC12 APPsw

+SNP

-SNP*

A
IF

/ 
-a

k
ty

n
a

[w
 %

 k
o

n
tr

o
li

]

 

Rycina 45. Wpływ stresu nitrozacyjnego wywołanego SNP na poziom immunore-

aktywności AIF w komórkach PC12 transfekowanych genem dla białka APP 

Badana metodą western blot immunoreaktywność AIF, we frakcji mitochondrialnej 

komórek PC12 kontrolnych i APPsw, hodowanych dodatkowo w obecności 500 μM SNP. Wykres 

przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem β-aktyny i stanowi 

średnią arytmetyczną z trzech lub czterech niezależnych doświadczeń ± SEM. Do oceny staty-

stycznej wyników zastosowano dwuczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc 

Newmana-Keulsa. * - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek PC12 kontrolnych 

p<0,05 

 

 Analiza poziomu aktywności PARS-1 w warunkach stresu nitrozacyjnego 

wykazała obniżenie aktywności tego enzymu w komórkach PC12 w stosunku do 

komórek kontrolnych, nietraktowanych SNP. Donor NO, 500 μM SNP, nie wpły-
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wał już na znacząco obniżoną aktywność enzymatyczną PARS-1 w stosunku do 

odpowiedniej kontroli APPsw, nietraktowanej SNP (rycina 46).  
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Rycina 46. Wpływ stresu oksydacyjnego wywołanego SNP na aktywność PARS-1 

w komórkach PC12 transfekowanych APP 

 Aktywność PARS-1 mierzono w homogenacie komórek PC12 i APPsw po 2h hodowli  

z 500 μM SNP. Wyniki wyrażone w pmol/mg białka/min są % odpowiednich kontroli, nietrak-

towanych SNP i stanowią średnią arytmetyczną z 3 niezależnych doświadczeń w trzech powtó-

rzeniach ± SEM. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wa-

riancji ANOVA oraz test post-hoc Bonferroni. *** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do 

komórek kontrolnych PC12 nietraktowanych SNP, p<0,001 

 

Zastosowane w niniejszej pracy tak wysokie, 500 μM stężenie SNP, stwa-

rza warunki stresu powodującego masywne obumieranie komórek niezależne 

od translokacji AIF i aktywności PARS-1. Uzyskane dane wskazują, że zachowa-

ny poziom AIF i obniżona znacząco aktywność PARS-1 w puli komórek które 

przeżyły, może warunkować ich większą odporność na tego typu stres. 

W celu lepszego zrozumienia znaczenia AIF w mechanizmie przeżycia  

i śmierci komórek dalsze badania prowadzono w warunkach stresu genotok-

sycznego. Do badań został użyty klasyczny czynnik alkilujący DNA – N-metylo-

N-nitro-N-nitrozoguanidyna (MNNG). 
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Badanie wpływu stresu genotoksycznego na przeżycie 

komórki HT22, ekspresję i poziom białka AIF i poziom PAR 

 

Wzmożony stres oksydacyjny i genotoksyczny, w zależności od czynnika 

go wywołującego i od rodzaju komórek, może prowadzić do nadmiernej akty-

wacji PARS-1, zużycia βNAD+ i ATP i w konsekwencji do śmierci komórek, na 

drodze nekrozy lub apoptozy zależnej, bądź niezależnej od kaspaz. 

Wobec powyższego, celem prowadzonych doświadczeń było zbadanie 

zależności pomiędzy poziomem białka AIF w mitochondriach i poli-ADP-

rybozylacją a funkcją mitochondriów i przeżywalnością komórek w warunkach 

stresu genotoksycznego wywołanego czynnikiem alkilującym DNA. Jak wiado-

mo, neurony hipokampa są najbardziej wrażliwe na działanie czynników uszka-

dzających. Do chwili obecnej tylko nieliczne badania prowadzone były na ko-

mórkach neuronalnych. Szeroko rozpowszechnione toksyny obecne w środowi-

sku naturalnym w tym: siarczan metylu, dimetylonitrozoamina, sulfonian ety-

lowy, a także MNNG, mogą doprowadzać do istotnych zaburzeń, do alkilacji DNA 

i do śmierci. Lepsze zrozumienie mechanizmów obumierania, w tym zbadanie 

znaczenia AIF/PAR, w neuronach poddanych stresowi genotoksycznemu, może 

być istotne w neuroprotekcji.   

 

Stres genotoksyczny wpływa na zaburzenie funkcji wszystkich organelli 

komórkowych, a przede wszystkim mitochondriów i może prowadzić do obu-

mierania komórek. Dlatego też badania rozpoczęto od analizy żywotności ko-

mórek w warunkach MNNG, w zakresie stężeń 50 – 500 μM. Wykazano zależne 

od stężenia MNNG obumieranie komórek, które w 100 μM wynosiło ± 70%, na-

tomiast w najwyższym ze stosowanych stężeń, 500 μM, obumierało około 85% 

komórek (rycina 47). 

 

http://rcin.org.pl



Wyniki Magdalena Cieślik 
 

115 

 

50 100 250 500 
0

25

50

75 ***

***

*** ***

MNNG [M]

p
rz

e
ż
y
w

a
ln

o
ś
ć
 k

o
m

ó
re

k

[w
 %

 k
o

n
tr

o
li

]

 

Rycina 47. Przeżywalność komórek HT22 w warunkach stresu genotoksycznego 

Komórki HT22 inkubowano odpowiednio z 50, 100, 250 i 500 μM MNNG przez 24 h. 

Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach 

kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną  SEM z czterech niezależnych doświad-

czeń w czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynniko-

wą analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. *** - Różnica istotna staty-

stycznie w stosunku do komórek kontrolnych, p<0,001 

 

Prowadzące do śmierci komórki uwalnianie białka AIF może być zależne 

od nadmiernie zwiększonej aktywności PARS-1. Produktem reakcji enzyma-

tycznej PARS-1 jest poli(ADP-ryboza) PAR, uważana za ważną cząstkę sygnali-

zacyjną między jądrem a mitochondrium. W kolejnym doświadczeniu w celu 

poznania mechanizmu, który odpowiedzialny jest za śmierć komórek w stresie 

genotoksycznym, zbadana została immunoreaktywność AIF oraz kinetyka 

zmian poziomu immunoreaktywności PAR. 

Uzyskane dane pokazały, że inkubacja z MNNG 100 μM w zależny od cza-

su sposób, wpływa na obniżenie poziomu immunoreaktywności białka AIF we 

frakcji mitochondrialnej komórek HT22. Po 24h hodowli komórek z MNNG po-

ziom AIF w mitochondriach osiąga około 45% wartości kontrolnej (rycina 

48A). Ponadto w warunkach tych obserwowany był wzrost immunoreaktywno-

ści AIF we frakcji jądrowej (rycina 48B). Wynik ten wskazuje wypływ tego 

białka z mitochondriów i jego translokację do jądra komórki  

 Badanie immunoreaktywności PAR metodą western blot, po wcześniejszym 

przeprowadzeniu reakcji z βNAD
+
, wykazało wyraźnie zwiększoną zdolność do syn-
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tezy PAR pod wpływem stresu genotoksycznego i wyraźny wzrost immunoreaktyw-

ności PAR, wraz ze wzrostem czasu inkubacji z 100 µM MNNG. Po 1 h inkubacji 

poziom PAR wynosił 300% kontroli i wzrastał aż do 500% po 24 h inkubacji (rycina 

48C). Poziom immunoreaktywności białka PARS-1 nie ulegał zmianie (dane niepre-

zentowane). 
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Rycina 48. Wpływ stresu genotoksycznego na immunoreaktywność AIF i PAR 

Badana metodą western blot immunoreaktywność AIF we frakcji mitochondrialnej (A) 

i jądrowej (B) oraz PAR w homogenacie (C) komórek HT22 hodowanych w obecności 100 μM 

MNNG, odpowiednio przez 30`, 1 h, 12 h i 24 h, a w przypadku PAR dodatkowo po inkubacji  

z βNAD+. Wykresy przedstawiają wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem 

β-aktyny, która stanowi średnią arytmetyczną z czterech niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod 

wykresami zamieszczono przykładowe wyniki western blot. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.  

*** - p<0,001;  ** - p<0,01; * - p<0,05. Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek  

kontrolnych  

AIF  

62 kDa 

AIF  

57 kDa 

      

K 
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W związku z zaobserwowanym spadkiem poziomu AIF we frakcji mito-

chondrialnej oraz wzrostem immunoreaktywności PAR w komórekach HT22, 

zbadano wpływ inhibitorów PARS-1 na poziom AIF w mitochondriach. Do do-

świadczeń użyte zostały dwa selektywne inhibitory PARS-1, PJ 34 i 3-AB.   

Analiza western blot wykazała, że w warunkach stresu genotoksycznego 

podanie inhibitorów zarówno 20 μM PJ 34, jak i 5 mM 3-AB, znacznie zapobie-

gało uwalnianiu/obniżeniu poziomu białka AIF we frakcji mitochondrialnej my-

sich neuronów hipokampa. Obserwacja ta dotyczyła zarówno krótkiej 1h ekspo-

zycji na czynnik stresowy (rycina 49A), jak i dłuższej 24 h (rycina 49B). Do-

datkowo, by sprawdzić czy inhibitory PARS-1 będą wpływały na poziom AIF  

w odpowiedzi na długotrwały, silny stres genotoksyczny, zastosowane zostały 

dwa wysokie stężenia MNNG - 250 μM i 500 μM. W obu przypadkach udało się 

utrzymać wysoki poziom AIF w mitochondriach komórek HT22 po zastosowa-

niu 3-AB i PJ34 (rycina 49C i D). 
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Rycina 49. Wpływ inhibitorów PARS-1 na immunoreaktywność AIF we frakcji 

mitochondrialnej w warunkach stresu genotoksycznego 

Badana metodą western blot immunoreaktywność AIF we frakcji mitochondrialnej komórek 

HT22, hodowanych w obecności MNNG, po zastosowaniu inhibitorów PARS-1 (5 μM  

3-AB i 20 μM PJ34). Wykres A przedstawia immunoreaktywność AIF po 1 h inkubacji ze 100 μM wraz z 

inhibitorami, wykres B po 24hh inkubacji ze 100 μM,  C po 24hh inkubacji ze 250 μM i D po 500 μM MNNG 

wraz z inhibitorami PARS-1. Wykresy przedstawiają wynik analizy densytometrycznej normalizowanej 

względem β-aktyny, która stanowi średnią arytmetyczną z czterech lub pięciu niezależnych doświadczeń ± 

SEM. Pod wykresem zamieszczono przykładowe wyniki western blot. Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.   

### - p<0,001. ## - p<0,01; # - p<0,05, Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych.  
** - p<0,01;  * - p<0,05, Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych MNNG 
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Efekt inhibitorów PARS-1 na przeżywalność komórek poddanych 

działaniu stresu genotoksycznego 

 

 Masywne uszkodzenie DNA prowadzi do nadmiernej aktywacji PARS-1, 

a w dalszej kolejności wpływa na uwolnienie AIF z mitochondrium i jego trans-

lokację do jądra, co skutkuje śmiercią komórki. Stąd też w dalszej kolejności 

zbadany został wpływ inhibitorów PARS-1 na stopień przeżywalności unie-

śmiertelnionych neuronów hipokampa. 

Badania prowadzono w dwóch różnych czasach inkubacji: 1 h i 24 h dzia-

łania czynnika genotoksycznego wraz z inhibitorami PARS-1 (3-AB i PJ 34). 

Przeżywalność komórek ocenianą testem MTT wykonywano po 24h.  

Godzina inkubacji komórek HT22 z czynnikiem alkilującym DNA powo-

dowała obumieranie ± 55% komórek. Podanie inhibitorów PARS-1 (3-AB  

i PJ34) skutkowało wzrostem przeżywalności o ± 20% w stosunku do wartości 

kontrolnej. Oba zastosowane inhibitory wywierały podobny efekt (rycina 50A).  

Długotrwałe 24 h działanie MNNG wywoływało masywne obumieranie 

komórek HT22 (rycina 50). W związku z tym zastosowano inhibitory PARS-1  

w warunkach 24h inkubacji z MNNG w stężeniach: 100 μM, 250 μM i 500 μM. 

Badania pokazały, że nawet w warunkach tak mocnego stresu, gdzie w 100 μM 

przeżywa około 30% komórek, a w 250 i 500 μM jedynie około 10% komórek, 

oba zastosowane inhibitory PARS-1 hamowały śmierć komórek i przeżywało od 

60% do 80% w zależności od warunków doświadczalnych (rycina 50B, C i D). 

Zmianom tym towarzyszyły zmiany morfologia komórek (rycina 50E). 
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E 

Rycina 50. Wpływ inhibitorów PARS-1 na przeżywalność komórek HT22 w wa-

runkach stresu genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG 

 Komórki HT22 poddawane były 5 minutowej preinkubacji odpowiednio z 5 mM 3-AB  

i 20 μM PJ 34, a następnie traktowane 100 μM przez 1 h (A) oraz 100 μM (B), 250 μM (C) i 500 μM MNNG 

(D) przez 24 h. Rycina E przykładowe zdjęcia z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiające morfologię 

komórek w wybranych warunkach doświadczalnych. Przeżywalność komórek badano za pomocą testu 

MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną  SEM  

z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach Do oceny statystycznej wyników zastoso-

wano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. ###- p<0,001, różni-

ca istotna statystycznie w stosunku do komórek kontrolnych. *** - p<0,001;  ** -  p<0,01, różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek traktowanych MNNG 

A                                                                         B 
      100μM MNNG / 1h 

KONTROLA 100 μΜ MNNG 500 μΜ MNNG            100 μΜ MNNG+5 mM 3-AB 

 

C                                                                          D 
      250μM MNNG / 24h      500μM MNNG / 24h 
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W związku z zaobserwowanym wysoce protekcyjnym działaniem 3-AB  

i PJ 34 podanych przed stresorem, w kolejnym doświadczeniu zbadany został 

wpływ tych inhibitorów po 5, 15 i 30 min od zadziałania czynnika genotoksycz-

nego. Test MTT wykazał wysoką przeżywalność komórek we wszystkich ukła-

dach doświadczalnych, w których komórki poddano działaniu inhibitorów. Po-

danie 3-AB i PJ 34 po zadziałaniu MNNG nie wpływało na obniżenie ich skutecz-

ności w porównaniu do efektu uzyskanego w wyniku ich zastosowania, przed 

zadziałaniem stresora (rycina 51A i B). 
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Rycina 51. Wpływ inhibitorów PARS-1 podanych przed i po MNNG na przeżywal-

ność komórek HT22 

 Komórki HT22 traktowano 100 μM MNNG, a odpowiednio po 5, 15 i 30 minutach dodawano  

5 mM 3-AB (A) oraz 20 μM PJ 34 (B) i inkubowano przez kolejne 24h (słupki w paski). Przeżywalność 

komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stano-

wi średnią arytmetyczną  SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc New-

mana-Keulsa. *** - p<0,001, różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych MNNG 
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Dotychczas uzyskane wyniki pokazały wyraźne zaangażowanie białek 

AIF i PARS-1 w mechanizm śmierci badanych komórek, w odpowiedzi na stres 

wywołany alkilacją DNA, a także wyraźne protekcyjne działanie związków ha-

mujących aktywność PARS-1. Zarówno 3-AB jak i PJ34 charakteryzuje podo-

bieństwo strukturalne. W związku z tym, w dalszej części badań uwaga została 

skupiona na innych analogach strukturalnych, antybiotykach tetracyklinowych 

– doksycyklinie i minocyklinie. Oba związki testowane były w zakresie stężeń 

odpowiednio: 2,5 – 20 μM i 10 – 200 nM. 

Oba antybiotyki wykazały protekcyjne działanie w warunkach stresu ge-

notoksycznego wywołanego przez MNNG. Przeżywalność komórek wzrastała 

we wszystkich testowanych zakresach stężeń, osiągając około 80% kontroli  

w przypadku doksycykliny (rycina 52A) i niewiele mniej, bo 70% w przypadku 

minocykliny (rycina 52B). Zbadano również morfologię komórek HT22. Zasto-

sowanie antybiotyków miało wyraźne działanie cytoprotekcyjne (rycina 52C). 
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Rycina 52. Wpływ antybiotyków z grupy tetracyklin na przeżywalność komórek 

HT22 w warunkach stresu genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG 

Komórki HT22 poddawane były preinkubacji odpowiednio z doksycykliną 2,5 – 20 μM 

(A) oraz minocykliną 10 – 200 nM (B), a następnie traktowane 100 μM MNNG przez 24 h. Ryci-

na C przedstawia zdjęcia z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiające morfologię komórek 

w wybranych warunkach doświadczalnych.  Przeżywalność komórek badano za pomocą testu 

MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną 

 SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej 

wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-

Keulsa. ** - p<0,01; * - p<0,05, różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowa-

nych MNNG 

       KONTROLA 100 μΜ MNNG 100 μΜ MNNG 
+100nM minocyklina 

100 μΜ MNNG 
+10 μM doksycykli-

na 
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 Jak wykazane zostało powyżej, doksycyklina i minocyklina chronią neu-

rony hipokampa przed śmiercią w odpowiedzi na stres genotoksyczny. Stąd też, 

zbadany został wpływ tych antybiotyków na immunoreaktywność AIF. Badanie 

pokazało, że podobnie jak i w przypadku inhibitorów PARS-1, oba związki za-

pobiegają wypływowi AIF z mitochondrium do jądra. 24 h hodowla komórek  

w warunkach stresu genotoksycznego w obecności 200nM minocykliny powo-

dowała przywróceniem poziomu AIF do wartości kontrolnej, natomiast zasto-

sowanie 10 μM doksycykliny powodowało wzrost poziomu immunoreaktywno-

ści AIF w porównaniu do wartości kontrolnych (rycina 53 A).  

 Dodatkowo zbadana została ekspresja genu dla AIF. W powyższych wa-

runkach doświadczalnych żaden z badanych związków nie miał wpływu na eks-

presję tego genu (rycina 53B). 
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Rycina 53. Wpływ antybiotyków z grupy tetracyklin na poziom immunoreaktyw-

ności i ekspresję genu dla AIF w komórkach HT22 w warunkach stresu genotok-

sycznego wywołanego działaniem MNNG 

Komórki HT22 poddawane były preinkubacji z 10 μM doksycykliną oraz 200 nM mino-

cykliną, a następnie traktowane 100 μM MNNG. Badana metodą western blot immunoreaktyw-

ność AIF po 24 h hodowli (A) oraz Real-time PCR po 12h hodowli poziom ekspresji jego genu 

(B). Wykres A przedstawia wynik analizy densytometrycznej normalizowanej względem β-

aktyny, który stanowi średnią arytmetyczną z trzech niezależnych doświadczeń ± SEM. Pod 

wykresem zamieszczono przykładowy wyniki western blot. Wykres B przedstawia poziom eks-

presji genu AIF normalizowany względem Actb z czterech niezależnych doświadczeń w trzech 

powtórzeniach  ± SEM.  Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa *** - p<0,001;  ** - p<0,01, różnica istotna 

statystycznie w stosunku do komórek traktowanych MNNG 
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Powyższe dane pokazały istotny udział aktywacji PARS-1 w mechani-

zmie śmierci komórek w warunkach stresu genotoksycznego, wywołanego alki-

lacją DNA. Jednym z najważniejszych enzymów wpływających na utrzymania 

równowagi w procesie poli(ADP-rybozyl)acji i poziomu PAR jest PARG. Enzym 

ten wykazuje aktywność endo i egzoglikohydrolazy i hydrolizuje wiązania mię-

dzy cząsteczkami cukru, utrzymując homeostazę PAR w komórce. Ponadto jego 

aktywność może również być niezbędna dla prawidłowej naprawy uszkodzeń 

nici DNA.   

W kolejnych doświadczeniach dotyczących wpływu MNNG na przeży-

walność komórek HT22 zbadany został także inhibitor PAGR – ADP-HDP,  

w zakresie stężeń od 0,5 do 1 μM. W badanym modelu zahamowanie aktywno-

ści PARG wpływało na obniżenie żywotności komórek we wszystkich stosowa-

nych stężeniach (rycina 54). 
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Rycina 54. Wpływ inhibitora PARG na przeżywalność komórek HT22 w warun-

kach stresu genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG 

 Komórki HT22 poddawane były preinkubacji z ADP-HDP w zakresie stężeń od 0,5 do  

1 μM, a następnie traktowane 100 μM MNNG przez 24 h. Przeżywalność komórek badano za 

pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi średnią 

arytmetyczną  SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. Do oceny 

statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-

hoc Newmana-Keulsa. * - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych 

MNNG,  p<0,05 
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Efekt działania potencjalnych związków protekcyjnych na 

przeżywalność komórek w warunkach stresu genotoksycznego 

 

 Dane literaturowe wskazują, że w śmierć komórek na drodze zależnej od 

PARS-1 zaangażowane są również kinazy białkowe. Mogą one bezpośrednio 

wpływać na fosforylację PARS-1, a tym samym jego aktywność lub też aktyw-

ność PARS-1 i poli(ADP-rybozyl)acja może wpływać na aktywność kinaz. Dlate-

go też, w kolejnych doświadczeniach w warunkach stresu genotoksycznego  

i wzmożonej aktywności PARS-1 przebadane zostały inhibitory kinaz białko-

wych C i G (GF109203x inhibitor PKC i KT5823 inhibitor PKG) oraz inhibitor 

kinazy regulowanej sygnałem zewnątrzkomórkowym (ERK1/2, U0126).  

Uzyskane wyniki wykazały pozytywny wpływ jedynie inhibitora dla 

ERK1/2, który działał protekcyjnie zwiększając przeżywalność komórek o około 

10%. Zahamowanie aktywności pozostałych dwóch kinaz (PKC i PKG) nie miało 

wpływu na żywotność komórek HT22 (rycina 55). 

Dodatkowo w powyższych warunkach zbadane zostało także działanie 

inhibitora kalpainy (MDL28170), białka prawdopodobnie zaangażowanego  

w proteolityczne cięcie dojrzałej formy AIF, a tym samym za uwalnianie AIF  

z mitochondrium, umożliwiając translokacje tej molekuły do jądra komórki. 

Przeprowadzone doświadczenie wykazało wzrost przeżywalności komórek po 

zastosowaniu MDL28170, jednak podobnie jak w przypadku U0126 związek ten 

zwiększał przeżywalność komórek o około 10-12% (rycina 55). 
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Rycina 55. Wpływ inhibitorów kinaz białkowych oraz kalpainy na przeżywalność 

komórek HT22 w warunkach stresu genotoksycznego 

 Komórki HT22 poddawane były 5 minutowej preinkubacji z ADP-HDP w zakresie stę-

żeń od 0,5 do 1 μM, a następnie traktowane 100 μM MNNG przez 24h. Przeżywalność komórek 

badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik sta-

nowi średnią arytmetyczną  SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórze-

niach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA 

oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. ** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek 

traktowanych MNNG,  p<0,01 

 

Zanalizowano właściwości protekcyjne kwasu dokozaheksaenowego, 

który wykazuje szereg pozytywnych oddziaływań w organizmie. W doświad-

czeniach zastosowano kwas DHA w czterech różnych stężeniach: 10, 20, 30 i 50 

μM. 

 Badania wykazały statystycznie znamienny wzrost żywotności komórek 

HT22 po zastosowaniu DHA w trzech z wybranych stężeń. Zarówno 10, 20 jak  

i 30 μM DHA skutkował wzrostem przeżywalności komórek do około 80% war-

tości kontrolnej. Natomiast w najwyższym ze stosowanych stężeń – 50 μM, od-

notowano brak korzystnego wpływu na zależne od MNNG obumieranie komó-

rek. W warunkach tych przeżywało około ± 35% komórek (rycina 56).  
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Rycina 56. Wpływ DHA na przeżywalność komórek HT22 w warunkach stresu 

genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG 

Komórki HT22 poddawane były 5 minutowej preinkubacji z DHA w zakresie stężeń od 

10 do 50 μM, a następnie traktowane 100 μM MNNG przez 24 h. Przeżywalność komórek bada-

no za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik stanowi 

średnią arytmetyczną  SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtórzeniach. 

Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz 

test post-hoc Newmana-Keulsa. *** - p<0,001. ** - p<0,01, różnica istotna statystycznie w stosun-

ku do komórek kontrolnych traktowanych MNNG. ## - Różnica istotna statystycznie w stosunku 

do komórek traktowanych 20 μM DHA, p<0,01 

 

 

Jak wiadomo do śmierci komórki może przyczynić się wiele mechani-

zmów molekularnych. W celu zbadania czy inne ścieżki sygnalizacyjne prócz tej 

zależnej od AIF biorą udział w obumieraniu komórek HT22 w warunkach stresu 

genotoksycznego, przetestowane zostały liczne związki o charakterze protek-

cyjnym: inhibitor mega kanału mitochondrialnego (Cyklosporyna A), inhibitor 

kaspazy 3 (Z-DEVD-FMK) oraz inhibitor białka p53. Żaden z badanych związ-

ków nie wykazał korzystnego wpływu na żywotność komórek w badanych wa-

runkach eksperymentalnych (rycina 57). 
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Rycina 57. Wpływ związków o charakterze protekcyjnym na przeżywalność ko-

mórek HT22 w warunkach stresu genotoksycznego wywołanego działaniem 

MNNG 

 Komórki HT22 poddawane były 5 minutowej preinkubacji z 2 μM Cyklosporyną A, 100 
μM Z-DEVD-FMK oraz 20 μM α-pifitryną, a następnie traktowane 100 μM MNNG przez 24 h. 

Przeżywalność komórek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach 

kontroli. Każdy wynik stanowi średnią arytmetyczną  SEM z czterech niezależnych doświad-

czeń w czterech powtórzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynniko-

wą analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa 

 

Ścieżka sygnałowa zależna od kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3-K) jest 

jedną z najważniejszych pro życiowych dróg przekaźnictwa komórkowego.  

W warunkach długotrwałego stresu genotoksycznego zbadany został wpływ 

inhibitora PI-3 kinazy, 50µM LY-294002 na przeżywalność komórek HT22. Do-

datkowo w tych samych warunkach zbadano skuteczność inhibitora PARS-1 

(20μM PJ34) w zapobieganiu śmierci komórek.  

Do określenia żywotności komórek użyto testu MTT, który wykazał, że 

zahamowanie ścieżki PI3-K wpływa na dodatkowe obniżenie o około 10% prze-

żywalności komórek w warunkach hodowli w obecności 100 μM MNNG. Zgod-

nie z wcześniejszymi wynikami, inhibitory PARS-1 wpływały na poprawę prze-

żywalności komórek HT22 w warunkach stresu genotoksycznego, zahamowanie 

PI3-K w tych warunkach znosiło ten pozytywny efekt, wskazując, że szlak zależ-
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ny od PI3-K odgrywa istotne znaczenie w cytoprotekcyjnym działaniu inhibito-

rów PARS (rycina 58). 
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Rycina 58. Wpływ inhibitora PI3-Koraz PARS-1 na przeżywalność komórek HT22 

w warunkach stresu genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG 

Komórki HT22 poddawane były 5 minutowej preinkubacji z 50 μM LY294002, a dodat-

kowo po 5` z 20 μM PJ 34. Komórki traktowano 100 μM MNNG przez 24h. Przeżywalność komó-

rek badano za pomocą testu MTT. Wyniki przedstawiono w procentach kontroli. Każdy wynik 

stanowi średnią arytmetyczną  SEM z czterech niezależnych doświadczeń w czterech powtó-

rzeniach. Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji 

ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa. $$$- Różnica istotna statystycznie w stosunku do 

komórek kontrolnych traktowanych MNNG p<0,001.  *** - Różnica istotna statystycznie w sto-

sunku do komórek traktowanych MNNG wraz z PJ34,  p<0,001.  ### - Różnica istotna statystycz-

nie w stosunku do komórek traktowanych MNNG wraz z LY294002, p<0,001 

 

 

Wpływ stresu genotoksycznego na ekspresję genów dla 

białek pro- i antyapoptotycznych. 

 

Białka z rodziny Bcl-2 odgrywają istotną rolę na szlaku apoptozy i są 

ważnymi regulatorami uwalniania z mitochondrium białek proapoptotycznych, 

w tym prawdopodobnie i AIF. W kolejnych doświadczeniach zbadano wpływ 

MNNG na ekspresję genów dla białek pro- (Bax) i antyapoptotycznych (Bcl-2, 

Bcl-XL). Zbadana została zarówno kinetyka zmian ekspresji genów w różnym 
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czasie działania stresora (0-12 h), jak również, ekspresja genów po dodatko-

wym zadziałaniu związków o charakterze protekcyjnym (mino- i doksycykliny 

oraz DHA). 

Analiza metodą Real-time PCR wykazała, że w odpowiedzi na MNNG eks-

presja genu Bcl2 spadała do około 50% wartości kontrolnej po 3, 6 i 12 h dzia-

łania stresora (rycina 59A). Badania wykazały brak wpływu antybiotyków te-

racyklinowych oraz DHA na ekspresję genu dla tego antyapoptotycznego białka 

(rycina 59B). 
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Rycina 59. Wpływ stresu genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG na 

poziom ekspresji genu dla Bcl-2 w komórkach HT22 

Komórki HT22 traktowane były 100 μM MNNG w czasie od 0 do 12 h (A) lub poddawane 5 minu-

towej preinkubacji z 200 nM minocykliną, 10 μM doksycykliną oraz 20μM DHA, a następnie traktowane 

100 μM MNNG przez 12 h (B). Wykresy przedstawiają poziom ekspresji genu badany metodą Real-time 

PCR dla białka Bcl-2, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z czterech niezależnych doświadczeń 

w trzech powtórzeniach ± SEM.  Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa *** - p<0,001;  ** - p<0,01; * - p<0,05, różnica istotna 

statystycznie w stosunku do kontroli 
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Zbadano również ekspresję Bcl211, genu kodującego białko Bcl-XL. Po-

dobnie jak w przypadku Bcl2, także ekspresja genu dla Bcl-XL spadała w odpo-

wiedzi na stres genotoksyczny wywołany MNNG.  Zarówno w 3 jak i w 6 h inku-

bacji spadek ten był podobny i wynosił około 40% kontroli (rycina 60A). Do-

datkowo zastosowanie doksycykliny i wielonienasyconego kwasu DHA wpływa-

ło na wzrost ekspresji genu dla tego antyapoptotycznego białka (rycina 60B). 
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Rycina 60. Wpływ stresu genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG na 

poziom ekspresji genu dla Bcl-XL w komórkach HT22 

Komórki HT22 traktowane były 100 μM MNNG w czasie od 0 do 12h (A) lub poddawane 5 minu-

towej preinkubacji z 200 nM minocykliną, 10 μM doksycykliną oraz 20μM DHA, a następnie traktowane 

100 μM MNNG przez 6h (B). Wykresy przedstawiają poziom ekspresji genu badany metodą Real-time PCR 

dla białka Bcl-XL, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z czterech niezależnych doświadczeń w 

trzech powtórzeniach ± SEM.  Do oceny statystycznej wyników zastosowano jednoczynnikową analizę 

wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa, ** - p<0,01 różnica istotna statystycznie w stosunku 

do kontroli. ## - p<0,01-różnica istotna statystycznie w stosunku do komórek traktowanych 6 h MNNG 
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 W dalszej kolejności zbadano ekspresję proapoptotycznego białka Bax. 

Analiza Real-time PCR wykazała wzrost jego ekspresji w odpowiedzi na 12 h 

inkubację z MNNG (rycina 61A). Ekspresja genu dla Bax po zastosowaniu kwa-

su DHA i antybiotyków tetracyklinowych nie ulegała istotnym zmianom w po-

równaniu do wartości obserwowanych po samym MNNG (rycina 61B). 
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Rycina 61. Wpływ stresu genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG na 

poziom ekspresji genu dla Bax w komórkach HT22 

Komórki HT22 traktowane były 100 μM MNNG w czasie od 0 do 12 h (A) lub poddawa-

ne były preinkubacji z 200 nM minocykliną, 10 μM doksycykliną oraz 20 μM DHA, a następnie 

traktowane 100 μM MNNG przez 12 h (B). Wykresy przedstawiają poziom ekspresji genu bada-

ny metodą Real-time PCR dla białka Bax, a wynik normalizowany jest względem β-aktyny z czte-

rech niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ± SEM.  Do oceny statystycznej wyni-

ków zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-

Keulsa ** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli p<0,01   
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Dodatkowo po zastosowaniu MNNG zbadana została ekspresja genu dla 

indukowalnej izoformy syntazy tlenku azotu (iNOS). Obserwowano około  

12 krotny wzrost ekspresji tego genu po 12 h inkubacji komórek HT22 ze stre-

sorem (rycina 62). 
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Rycina 62. Wpływ stresu genotoksycznego wywołanego działaniem MNNG na 

poziom ekspresji genu dla Nos2 w komórkach HT22 

Komórki HT22 traktowane były 100 μM MNNG w czasie od 0 do 12 h. Ekspresję genu 

NOS2 badano metodą Real-time PCR i normalizowoo względem β-aktyny. Wynik z czterech 

niezależnych doświadczeń w trzech powtórzeniach ± SEM.  Do oceny statystycznej wyników 

zastosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa  

** - Różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli, p<0,01 
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Dyskusja 
 

Badania prezentowane w tej pracy wykazały zróżnicowane zmiany  

w poziomie mitochondrialnego białka AIF, w zależności od charakteru stresu 

oksydacyjnego/genotoksycznego, czasu jego działania, jak również czynników 

go wywołujących. Stres oksydacyjny towarzyszy większości chorób neurolo-

gicznych. Uważany jest za istotny czynnik w patogenezie i patomechanizmie 

choroby Alzheimera i Parkinsona. Pomimo intensywnych badań, dokładny me-

chanizm prowadzący do stresu oksydacyjnego w tych schorzeniach nie jest do-

kładnie wyjaśniony. Ponadto nie są w pełni poznane zjawiska molekularne  

i szlaki obumierania komórek spowodowane aktywacją stresu oksydacyjnego  

i genotoksycznego. W wyniku działania wolnych rodników i uszkodzenia ma-

kromolekuł dochodzi do zaburzeń funkcji mitochondriów i funkcji enzymów 

naprawy DNA. Prowadzi to do aktywacji szlaków śmierci komórki. Poznanie 

mechanizmów warunkujących przeżycie lub doprowadzających do śmierci jest 

istotne w odniesieniu do nowych neuroprotekcyjnych i neurogeneracyjnych 

działań. Zaburzenia funkcji mitochondriów są kluczowymi zjawiskami związa-

nymi z patomechanizmem wielu chorób neurodegeneracyjnych. Jednym  

z głównych białek zaangażowanych w prawidłową funkcję mitochondriów jest 

czynnik indukujący apoptozę AIF. Ta flawoproteina związana jest z przestrzenią 

międzybłonową mitochondriów i charakteryzuje się swoistą podwójną naturą. 

Dwie pierwsze domeny AIF odpowiedzialne są za jego prożyciową, oksydore-

dukcyjną funkcję (Miramar i wsp., 2001; Otera i wsp., 2005; Vashen i wsp., 

2004; Modjtahedi i wsp., 2006; Hangen i wsp., 2009). Natomiast domena  

C-końcowa odpowiedzialna jest za właściwości proapoptotyczne tego białka 

(Hong i wsp., 2004; Krantic i wsp., 2007; Hangen i wsp., 2010; Bajt i wsp., 2011).  

U podstaw jednej z hipotez patomechanizmu choroby Alzheimera leżą 

nieprawidłowe przemiany białka prekursorowego amyloidu β (APP) prowadzą-

ce do powstania β amyloidu (Aβ). Oligomeryzacja i akumulacja Aβ zarówno 

wewnątrz, jak i na zewnątrz komórki, inicjuje kaskadę zdarzeń prowadzącą do 

neurodegeneracji. W celu zbadania mechanizmów choroby Alzheimera oraz 

działania związków farmakologicznie czynnych w tej chorobie wprowadzono 
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wiele modeli eksperymentalnych zarówno zwierzęcych jak i komórkowych. Je-

den z nich stanowią myszy transgeniczne FVBTg z wprowadzonym genem dla 

APP zawierającym mutację londyńską (Thy1;APP)Val717Ile. Model ten charaktery-

zuje zwiększony poziom Aβ 1-42 i zaburzony stosunek Aβ 1-42/Aβ 1-40, a także 

obecność wielu typowych objawów i cech choroby Alzheimera. Gromadzące się 

złogi Aβ powodują uszkodzenie mitochondriów oraz uwalnianie wolnych rod-

ników (Moechars i wsp., 1999). W związku z tym na zakończenie serii badań na 

komórkach PC12 w wybranym modelu doświadczalnym zbadana została im-

munoreaktywność białka AIF i poziom ekspresji jego genu w różnych struktu-

rach mózgu w zwierzęcym modelu choroby Alzheimera (AD) u myszy transge-

nicznych APP+/+. Zaobserwowano wzrost poziomu AIF we frakcji mitochon-

drialnej wszystkich badanych strukturach mózgu w porównaniu do myszy kon-

trolnych APP-/-. Analiza Real-time PCR nie wykazała zmian w poziomie ekspresji 

genu dla Aifm.  

Podobny wynik uzyskano na dwóch komórkowych modelach stresu ok-

sydacyjnego. Doświadczenia prowadzono na komórkach PC12 transfekowanych 

ludzkim genem białka APP z podwójną mutacją szwedzką (APPsw), które to 

charakteryzują się prawie 4 krotnie wyższym poziomem sekrecji peptydów Aβ 

w porównaniu do komórek kontrolnych PC12 oraz w komórkach PC12 podda-

nych działaniu egzogennego peptydu Aβ 1-42. W warunkach tych dochodziło do 

wzrostu immunoreaktywności białka AIF we frakcji mitochondrialnej,  

a wzrostowi temu nie towarzyszyły zmiany w ekspresji genu Aifm.   

Biorąc pod uwagę fakt, że oprócz apoptotycznej roli, AIF ma istotne zna-

czenie dla prawidłowej funkcji mitochondriów, wydaje się, że wzrost jego po-

ziomu może mieć właściwości protekcyjno-adaptacyjne. Statystycznie znamien-

ny wzrost AIF może chronić komórki przed stresem oksydacyjnym. Doświad-

czenia Klein i wsp. (2002 i 2003) wskazały na właściwości antyoksydacyjne te-

go białka. W badaniach prowadzonych na myszach Hq, obniżony poziom AIF 

skutkował zwiększonym poziomem stresu oksydacyjnego u tych zwierząt,  

a także zwiększoną wrażliwością na uszkodzenia oksydacyjne. Podobne wyniki 

uzyskane zostały w badaniach na komórkach nowotworowych, gdzie obniżenie 

poziomu AIF prowadziło do obniżenia poziomu reaktywnych form tlenu  

http://rcin.org.pl



Dyskusja Magdalena Cieślik 
 

139 

 

(Urbano i wsp., 2005; Apostołowa i wsp., 2006; Norberg i wsp., 2010). Interesu-

jące zmiany poziomu AIF uzyskane zostały w badaniach na homogenatach kory 

mózgu osób starych i chorych na Alzheimera, a także w szczurzym modelu sta-

rzenia. W badaniach tych zaobserwowano wzrost poziomu AIF wszystkich izo-

form w korze osób starych, a także u zwierząt starych w porównaniu do osobni-

ków młodych, zdrowych. W badaniach na homogenacie z hipokampa nie zaob-

serwowano znamiennych zmian w poziomie AIF. Dodatkowo wykazano spadek 

ekspresji genu dla AIF u osób chorych na Alzheimera w porównaniu z osobami 

zdrowymi w tym samym wieku. Badacze ci stwierdzili, że deregulacja poziomu 

AIF w fizjologicznym starzeniu jest prawdopodobnie związana z rolą antyoksy-

dacyjną białka i ma znaczenie protekcyjno-adaptacyjne w celu kompensacji sta-

łego wzrostu poziomu stresu oksydacyjnego obserwowanego w starzeniu (Reix 

i wsp., 2006). Ponadto wzrost poziomu AIF może wspomagać integrację  

i prawidłową funkcję kompleksu I i prawdopodobnie III. Badania prowadzone 

przez Yu i wsp. (2010) na autopsyjnych mózgach pacjentów z AD wykazały 

wzrost poziomu AIF w hipokampie i korze śródwęchowej. Jednakże w badanych 

strukturach stwierdzony został także wzrost poziomu AIF we frakcji jądrowej, 

co wskazuje na udział tego białka w śmierci neuronów w patomechanizmie tej 

choroby. Powyższe różnice mogą być spowodowane czasem trwania choroby, 

jak również różnicą w nasileniu licznych procesów prowadzących do śmierci 

neuronów. 

Doświadczenia prowadzone na rekombinowanym białku AIF, któremu 

brak było pierwszych 120 aminokwasów wykazały, że w warunkach fizjologicz-

nych posiada on właściwości oksydoreduktazy NADH (Miramar i wsp., 2001; 

Churbanova i Sevrioukova, 2008; Hangen i wsp., 2010). Obniżenie poziomu eks-

presji AIF skutkowało zaburzeniem fosforylacji oksydacyjnej i stabilności kom-

pleksu I mitochondriów (Vashen i wsp., 2004; Modjtahedi i wsp., 2006; Benit  

i wsp., 2008). Dodatkowo wykazane zostało, że AIF posiada wysoką homologię 

strukturalną z reduktazą glutationową, znaną dobrze jako jeden z głównych 

elementów obronnych przed H2O2 w systemie obrony glutationowej. Sugeruje 

to, że obniżony poziomu AIF u zwierząt Hq wpływa na zwiększenie poziomu 

stresu oksydacyjnego przez bezpośrednią lub pośrednią regulację poziomu 

H2O2 (Klein i Acerman, 2003).  
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Funkcja adaptacyjna/protekcyjna AIF widoczna jest szczególnie w przy-

padku komórek PC12 transfekowanych ludzkim genem dla białka APP z muta-

cją szwedzką (APPsw). Mimo zmian spowodowanych nadmiernym nagroma-

dzeniem i uwalnianiem peptydów Aβ oraz zmian ultrastruktury mitochondriów 

i innych zaburzeń wewnątrzkomórkowych, komórki te przeżywają. Jak wiado-

mo, uwalniany i podlegający oligomeryzacji Aβ może wpływać na zwiększoną 

produkcję reaktywnych form tlenu. Po przeprowadzeniu analizy poziomu wol-

nych rodników w wyżej wymienionych trzech liniach komórkowych, stwier-

dzono istotny ich wzrost, zbliżony w komórkach APPsw do wartości obserwo-

wanych w komórkach APPwt. Istnieje możliwość, że podwyższony poziom AIF 

w tych komórkach zapobiega nadmiernej aktywacji stresu oksydacyjnego.  

W teście MTT, który obrazuje poziom przeżywalności komórek po 24 h hodowli, 

nie wykazano istotnych statystycznie różnic w ich przeżywalności w stosunku 

do komórek kontrolnych PC12.  

Analizowano aktywność i integralność jądrowego enzymu polimerazy 

poli(ADP-rybozy) (PARS-1), jednego z najczulszych wskaźników stresu oksyda-

cyjnego, który jest enzymem krytycznym dla wielu patologicznych i patofizjolo-

gicznych przemian (Strosznajder i wsp., 2003, 2005, 2010; Beneke i Burkle, 

2007; Moroni, 2008; AbdElmageed i wsp., 2011; Moroni i wsp., 2011). W wa-

runkach zwiększonego uwalniania peptydów Aβ w komórkach APPsw docho-

dziło do znaczącego obniżenia aktywności enzymatycznej PARS-1, przy braku 

zmian w poziomie immunoreaktywności oraz ekspresji tego białka.  Obniżona 

aktywność PARS-1, przy zachowanej jego integralności, wyklucza udział tego 

enzymu w mechanizmie śmierci zależnej od kaspazy-3 i od AIF w zaprezento-

wanych warunkach doświadczalnych (w 24 h hodowli komórek w 2% surowi-

cy). Natomiast znamiennie obniżona aktywność PARS-1 może mieć istotne zna-

czenie w zaburzeniu procesów naprawy DNA. Z drugiej strony, obniżenie ak-

tywności PARS-1 może ratować komórki przed kryzysem energetycznym, zuży-

ciem βNAD+ i ATP, jaki mogłaby spowodować nadmierna jego aktywacja.  

W konsekwencji pozwala to na przeżycie komórek. Znaczące obniżenie aktyw-

ności PARS-1 w komórkach APPsw może być także związane z udziałem uwal-

nianego przez Aβ NO i z automodyfikacją enzymu. Wyniki badań Sidorkina  

i wsp. (2003) wykazały, że NO może wpływać na hamowanie PARS-1 przez  
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modyfikacje palców cynkowych tego białka. Zaprezentowane w niniejszej roz-

prawie badania z donorem NO, SNP i wcześniej opublikowane (Pytlowany  

i wsp., 2008) wskazały również na istotne znaczenie NO w hamowaniu aktyw-

ności PARS-1. Ponadto wiadomo, że PARS-1 jest najlepszym dla siebie substra-

tem, istnieje więc duże prawdopodobieństwo, że w wyniku działania nadmier-

nego stresu ulega on autorybozylacji, co prowadzi do zahamowania jego aktyw-

ności (Ueda i Hayashi, 1982). Obserwowany nieznamienny wzrost aktywności 

PARS-1 w komórkach APPwt może być wyrazem zaangażowania tego enzymu  

w proces naprawy DNA. 

Powyższe dane mogą wskazywać, że wraz z licznymi procesami degene-

racyjnymi zachodzącymi w komórkach transfekowanych białkiem APP, mają 

miejsce zjawiska o charakterze protekcyjno-adaptacyjnym, które pozwalają tym 

komórkom na przeżycie w warunkach zwiększonego uwalniania peptydów Aβ  

i wzmożonego stresu oksydacyjnego. Wydaje się prawdopodobne, że podobne 

zmiany mogą mieć miejsce w przebiegu choroby Alzheimera. W autopsyjnych 

badaniach mózgów osób ze sporadyczną postacią choroby stwierdzono zwięk-

szoną ADP-rybozylację i nagromadzenie poli(ADP-rybozy) (Love i wsp., 1999). 

Ostatnie wyniki, jak omówiono wcześniej, przedstawiają zmiany w poziomie AIF 

w hipokampie i korze śródwęchowej i wskazują na translokację pewnej puli 

tego białka do jędra komórki (Yu i wsp., 2010). 

W celu lepszego zrozumienia znaczenia AIF i PARS-1/PAR w mechani-

zmie przeżycia i śmierci komórek, badania zostały przeprowadzone w warun-

kach dodatkowego stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego. Badania post mortem 

mózgów osób z chorobami neurodegeneracyjnymi wykazały obecność nitrowa-

nych białek, których powstawanie jest wynikiem działania ONOO- i NO (Naka-

mura i Lipton, 2010, 2011a, b). Udokumentowane zostało, że zarówno NO, jak  

i ONOO- mogą hamować aktywność poszczególnych kompleksów łańcucha od-

dechowego w mitochondriach, prowadząc do zaburzenia równowagi energe-

tycznej komórki (Ebadi i Sharma, 2003; Nakamura i Lipton, 2010, 2011). Zmia-

ny te prowadzą do aktywacji kaskady wolnorodnikowej, uszkodzenia i fragmen-

tacji mitochondriów, fragmentacji DNA i śmierci komórki. W niniejszej pracy 
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doświadczenia prowadzono na komórkach PC12 po zastosowaniu donora NO, 

nitroprusydku sodu (SNP).  

Wyniki wcześniejszych badań Strosznajder i wsp. (2000) oraz Keil wsp. 

(2004a, b) pokazały, że neurotoksyczny fragment Aβ oraz zwiększone uwalnia-

nie peptydów Aβ prowadzi do wzrostu aktywności NOS, a w konsekwencji do 

zwiększonego uwalniania NO. Związek ten charakteryzuje się niską reaktywno-

ścią, jednak w obecności anionorodnika ponadtlenkowego (O2-) prowadzi do 

wytworzenia nadtlenoazotynu (ONOO-) (Koppenol i wsp., 1992), który jest bar-

dzo silnym utleniaczem. Może on modyfikować nie tylko białka, ale również 

powodować oksydację lipidów, białek oraz kwasów nukleinowych, o czym była 

już mowa we wstępie (Kilbourn i wsp., 2000).  

Zastosowanie donora NO w stężeniu 100 μM, prowadziło do spadku 

przeżywalności komórek (± 18%). W warunkach tych poziom AIF we frakcji 

mitochondrialnej wzrastał czterokrotnie, co prawdopodobnie skutkowało prze-

życiem znacznej puli komórek. Natomiast przy zastosowaniu wyższego stężenia 

SNP 500 μM, obserwowano drastyczny spadek przeżywalności komórek - po 24 

h hodowli przeżywało tylko 25% komórek, w których poziom AIF nie ulegał 

zmianie. Dodatkowo publikowane wcześniej wyniki badań wykazały, zależną od 

działania NO aktywację cyklooksygenaz i lipoksygenaz. W warunkach tych inhi-

bitory tych enzymów chroniły istotną pulę komórek przed śmiercią (Pytlowany 

i wsp., 2008; Strosznajder i wsp., 2011). 

Prezentowane wyniki pozostają w zgodzie z danymi uzyskanymi na 

chondrocytach. Zależna od NO programowana śmierć tych komórek nie była 

związana z translokacją AIF, tylko z aktywacją szlaku apoptozy zależnej od ka-

spaz (Kuhn i Lotz, 2003). Podobne obserwacje wykazały badania Suka i wsp. 

(2002), gdzie za zależną od NO apoptozę astrocytów również odpowiedzialna 

była kaskada kaspaz. Badania Yung i wsp. (2004) zaprezentowały, że NO pro-

wadzi do kaspazo-niezależnej śmierci astrocytów, w której główną role odgry-

wają: białko p53 i BAX. Powyższe wyniki pozostają jednak w sprzeczności z da-

nymi uzyskanymi przez Cheunga i wsp. (2006). Prowadzone przez nich badania 

na zmutowanych neuronach korowych, w których to AIF nie posiadał właściwo-

ści wypływu z mitochondriów i translokacji do jądra komórki wykazały, że  
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zastosowanie inhibitora topoizomerazy (kamptotecyny) poprawiało przeży-

walność komórek w stosunku do komórek prawidłowych. 

Dane uzyskane przez Kawasaki i wsp. (2007) w doświadczeniach prowa-

dzonych na komórkach glejowych wykazały, że NO uwalniany z SNP wpływał na 

translokację AIF do jądra komórek. Badacze ci sugerowali istotne znaczenie 

szlaku MAP kinaz w tym procesie. Wszystkie powyższe dane pokazują, że skutki 

jakie niesie za sobą działanie NO, jest komórkowo specyficzne i dodatkowo za-

leży od stężenia użytego stresora, a także prawdopodobnie od wielu nie do koń-

ca poznanych czynników. 

W opisanych badaniach własnych obserwowany wzrost poziomu białka 

AIF może być związany z procesem modyfikacji posttranslacyjnej, jednak me-

chanizm tego zjawiska nie jest poznany. Druga hipoteza wzrostu poziomu tego 

białka może wskazywać na zmiany/zaburzenia procesów jego degradacji. Jed-

nak i o tym mechanizmie niewiele jest wiadomo.   

W wymienionych wyżej warunkach doświadczalnych zbadany został po-

ziom ekspresji genu dla Aifm. Pomimo różnic w poziomie białka, w żadnym  

z przypadków nie zaobserwowano zmian w ekspresji jego genu. Prawdopodob-

nie fakt ten związany jest z tym, że jest to białko wysoce konserwowane ewolu-

cyjnie (Brown i wsp., 2006) i niezbędne dla prawidłowej funkcji mitochondriów 

(Klein i wsp., 2002). Badania prowadzone przez Browna i wsp. (2006) na ssa-

czych zarodkach z użyciem Aifflox (Aif z przerwanym 7 egzonem przez miejsce 

loxP i wskutek tego delecją nukleotydów 694-778 oraz przerwaniem ramki od-

czytu) wykazały, że AIF jest niezbędne dla wczesnej embriogenezy i przeżycia 

neuronów. Doświadczenia, w których dokonano delecji genu dla AIF w móżdżku 

i śródmózgowiu wykazały, że białko to było potrzebne dla komórkowo-

specyficznej neurogenezy w rozwijającym się mózgu (Ishimura i wsp., 2008).  

W warunkach zastosowanego stresu nitrozacyjnego przeprowadzona zo-

stała analiza poziomu białka i aktywności jądrowego enzymu PARS-1. Donor 

NO, SNP, wpływał na drastyczne obniżenie aktywności enzymatycznej PARS-1, 

bez znaczących zmian w poziomie białka. Długa, 48h inkubacja komórek HT22  

z donorem NO skutkowała jednakże obniżeniem poziomu białka PARS-1  
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w wyniku degradacji przez zaktywowaną w tych warunkach kaspazę-3 (Adam-

czyk i wsp., 2010). Wydaje się, że również w naszych badaniach obserwowany 

niewielki ale znamienny wzrost kaspazy-3 po dłuższym czasie działania stresu 

oksydacyjnego mogłoby powodować obniżenie aktywności PARS-1 i jego de-

gradację. Wcześniejsze dane pokazują, że NO poprzez aktywację kaskady wol-

norodnikowej i uszkodzenie DNA może stymulować PARS i prowadzić do nad-

miernej aktywacji tego enzymu, a w konsekwencji do obumierania komórek  

w wyniku wyczerpania ATP (Zhang i wsp., 1994). Badania Zhiyuana i wsp. 

(2006) wykazały, że nadmiar powstającego w komórkach NO może bezpośred-

nio przyczyniać się do S-nitrozylowania PARS-1, a przez to do hamowania ak-

tywności tego enzymu. Dodatkowo wydaje się, że ta modyfikacja może stanowić 

negatywne sprzężenie zwrotne. Znane jest również zjawisko przejściowej akty-

wacji, a następnie inhibicji PARS-1, które może być obserwowane w warunkach 

stresu oksydacyjnego wywołanego działaniem peptydów Aβ lub jonów żelaza II 

w komórkach PC12 lub na frakcję jądrową uzyskiwaną z hipokampa mózgu 

szczura (Strosznajder i Banasik, 2000; Strosznajder i wsp., 2005).  

W niniejszej pracy wykazano, że komórki transfekowane APP z mutacją 

szwedzką są bardziej wrażliwe na stres oksydacyjny wywołany za pomocą do-

nora NO, SNP, niż komórki kontrolne. Jednak dodatkowy czynnik stresowy nie 

wpływał już ani na wyższy poziom AIF, ani też na obniżoną aktywność PARS-1 

w tych komórkach. Wynik ten może wskazywać, że wymienione zjawiska w ko-

mórkach APPsw zostały maksymalnie zmienione przez endogennie uwalniane 

peptydy Aβ i nie są w stanie odpowiedzieć na dodatkowe czynniki stresowe. 

Mimo że AIF wydaje się chronić pewne komórki w ciągu ich życia, posia-

da on również dobrze zbadane właściwości proapoptotyczne (Porter i wsp., 

2006; Hangen i wsp., 2010). W badaniach na neuronach hipokampa w warun-

kach obniżonego poziomu tlenu i glukozy, obniżenie poziomu AIF przy zastoso-

waniu iRNA chroniło komórki przed obumieraniem (Culmsee i wsp., 2005). 

Wiadome jest, że w odpowiedzi na różne warunki stresowe aktywne kalpainy  

i katepsyny odcinają AIF od wewnętrznej błony mitochondrialnej. Białko to 

przemieszcza się do jądra komórki i w kompleksie białkowym z endonukleazą 
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G, prowadzi do kondensacji chromatyny i jej specyficznego cięcia na charaktery-

styczne 50 kpz fragmenty (Susin i wsp., 1999).  

W prowadzonych przez nas badaniach nad rolą AIF w przeżyciu i śmierci 

komórek, zastosowano stres genotoksyczny. Związki chemiczne bardzo licznie 

występujące w środowisku, a także niektóre leki używane m.in. w onkologii, 

wpływają na uszkodzenie DNA przez jego alkilację, co może być przyczyną mu-

tacji, degeneracji i śmierci komórek. Stąd też badania dotyczące genotoksyczno-

ści są szeroko rozpowszechnione, a molekularne działanie związków genotok-

sycznych występujących w środowisku pozostają wciąż nie w pełni wyjaśnione. 

W celu lepszego poznania mechanizmów molekularnych śmierci komórek  

w wyniku alkilacji DNA, w badaniach używa się klasyczne, występujące również 

w środowisku, czynniki uszkadzające DNA: sulfonian etylu (MMS), metyloni-

trozourean (MNU) i N-metyl-N`-nitro-N-nitrozoguanidyna (MNNG). Wpływają 

one na alkilację DNA przez dodanie grupy metylowej do miejsc nukleofilowych 

w zasadach azotowych DNA, a w przypadku MNNG jest to duża liczba adduktów 

O-metyl guaniny (Wyatt i Pittman, 2006). W stężeniach nM MNNG powoduje 

obumieranie komórek, a mechanizm śmierci nie jest wyjaśniony. Wiadomo, że 

uszkodzenia DNA aktywują kluczowy dla naprawy DNA enzym jądrowy: poli-

merazę poli(ADP-rybozy) (PARS-1) (Bai i wsp., 2007; Cohausz i wsp., 2008; He-

gedus i wsp., 2008). Do chwili obecnej kontrowersyjne pozostaje znaczenie 

PARS w mechanizmie śmierci. Dane literaturowe wskazują na udział tego en-

zymu i w śmierci nekrotycznej zależnej od wyczerpania puli ATP. Istnieją rów-

nież doniesienia wskazujące na jego udział w programowanej śmierci komórki 

zależnej od kaspaz lub też od AIF. 

Wang i wsp. (2009) stwierdzili, że w warunkach stresu genotoksycznego 

powodującego masywne uszkodzenie DNA, może dochodzić do nadmiernej ak-

tywacji PARS-1, zużycia βNAD+ i ATP, a w konsekwencji do nekrotycznej śmierci 

komórki. Badania Houra i wsp. (1999) prowadzone na hodowli komórek NIH 

3T3 wykazały, że MNNG doprowadza do aktywacji kaspaz i do degradacji  

PARS-1, a także do uwalniania cytochromu c i do apoptotycznej śmierci komórki 

zależnej od kaspaz.  
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Najnowsze badania wskazują na istotną rolę produktu enzymatycznej 

reakcji PARS-1, poli(ADP-rybozy) (PAR). Jest ona bardzo ważną molekułą sy-

gnalizacyjną, która bierze udział w przekazywaniu informacji pomiędzy jądrem 

komórkowym a mitochondrium (Otera i wsp., 2005; Yu i wsp., 2006). Wyniki 

wskazują, że PAR poprzez zmiany przepuszczalności błony mitochondrialnej 

może być odpowiedzialny za uwalnianie AIF, co w konsekwencji może dopro-

wadzać do apoptozy niezależnej od kaspaz (Yu i wsp., 2006). Do chwili obecnej 

brak jednak danych dotyczących wyjaśnienia mechanizmu w jaki sposób PAR 

oddziałuje na AIF. Dlatego też, w warunkach stresu genotoksycznego zbadano 

przeżywalność linii komórkowej HT22 oraz poziom immunoreaktywności PAR. 

Zaobserwowany został spadek przeżywalności komórek wraz ze zrostem stęże-

nia czynnika genotoksycznego. Zmianom tym towarzyszył zwiększony poziom 

immunoreaktywności cząsteczki PAR, co wskazuje na zwiększoną aktywność 

jądrowego enzymu PARS-1 i prawdopodobnie na obniżoną degradację PAR 

przez PARG. Zbadano również poziom immunoreaktywności białka AIF. Wzro-

stowi umieralności komórek towarzyszył spadek poziomu białka AIF we frakcji 

mitochondrialnej, z jednoczesnym wzrostem jego poziomu we frakcji jądrowej. 

Wynik ten potwierdza dane dotyczące translokacji AIF z mitochondrium do ją-

dra komórki i apoptozę AIF-zależną. Jest również zgodny z wynikami badań 

prowadzonymi przez Yu i wsp. (2002), którzy jako główny czynnik, molekułę 

sygnalizacyjną odpowiedzialną za uwalnianie AIF z mitochondrium, przedsta-

wiają PAR. Sugeruje się, że związek ten prawdopodobnie umożliwia tworzenie 

specjalnych porów w błonie mitochondrialnej, pozwalających na wydostanie się 

AIF do cytoplazmy komórki, a w dalszej części do jądra (Yu i wsp., 2006).  

Wcześniejsze badania prowadzone na komórkach NIH3T3, HeLa S3  

oraz na fibroblastach mysich neuronów (MEF) pokazały, że wywołane przez 

czynniki alkilujące uszkodzenie DNA wpływa na nadmierną aktywność PARS-1 

(Hour i wsp., 1999, Yu i wsp., 2006; Cohausz i wsp., 2008; Wang i wsp., 2009). 

Istnieją jednak dane wskazujące na jego degradację (Rotem-Dai i wsp., 2009).  

W obecnej pracy w warunkach stresu genotoksycznego przebadane zostały in-

hibitory PARS-1. Wykazano, iż zastosowanie 3-AB i PJ 34 wyraźnie wpływało na 

poprawę przeżywalności neuronów hipokampa (HT22) w odpowiedzi na stres 

genotoksyczny. Co ciekawe, związki te wykazywały znaczący efekt protekcyjny 
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nawet, gdy stosowane były 30 minut po zadziałaniu stresora. Powyższe inhibi-

tory działały protekcyjnie na mitochondria, zapobiegając translokacji białka AIF. 

Wydaje się więc, że to śmierć komórki zależna od PARS-1/PAR/AIF, określana 

jako partanatos, odpowiedzialna jest za obumieranie komórek neuronalnych 

HT22 w stresie genotoksycznym (Cieślik i wsp., 2009). Przytoczone badania pod 

znakiem zapytania stawiają sugestię o skuteczność obniżenia ekspresji genu dla 

AIF przy użyciu krótkiego hamującego iRNA. Prowadząc badania na komórko-

wej linii tymocytów w warunkach stresu genotoksycznego, również Bai i wsp. 

(2007) uzyskali dane świadczące o protekcyjnym działaniu PJ 34. Pozytywne 

działanie 3-AB potwierdzone zostało na linii komórek CCRF-CEM w warunkach 

stresu genotoksycznego (Pogrebniak i wsp., 2003). Istnieją jednak dane wskazu-

jące, że stres genotoksyczny i wzmożona aktywacja PARS-1 nie wpływają na 

translokację AIF, a jedynie (przez wyczerpanie puli związków energetycznych  

w komórce) prowadzą do nekrozy (Hegedus i wsp., 2008). Badania na zwierzę-

cym modelu niedokrwienia wskazują na udział AIF i PARS w śmierci komórek 

po niedokrwieniu i dotyczy to stresu oksydacyjnego wywołanego przywróce-

niem krążenia (Strosznajder i wsp., 2003, 2005; Strosznajder i Gajkowska, 2006, 

Strosznajder i wsp., 2010). 

W wyniku ciągłych poszukiwań inhibitorów PARS nowej generacji, Alano 

i wsp. (2006) wykazali, iż dwa antybiotyki z grupy tetracyklin trzeciej generacji: 

minocyklina i doksycyklina, posiadają takie właściwości. Badania na komórkach 

mięśnia sercowego w warunkach niedokrwienia i reperfuzji, pokazały, iż mino-

cyklina wpływała na utrzymanie puli NAD+ w komórkach i hamowanie tworze-

nia PAR, co chroni komórki przed śmiercią (Tao i wsp., 2010), a tym samym 

zmniejszała rozmiar zawału (Yong i wsp., 2004). 

 Dlatego też oba związki przebadane zostały na neuronach hipokampa  

w warunkach stresu genotoksycznego. Zastosowanie zarówno minocykliny jak  

i doksycykliny wykazywało znaczące działanie protekcyjne i hamowało wypływ 

AIF z mitochondrium i jego translokację do jądra komórek HT22. Dane literatu-

rowe wskazują na istotne znaczenie tetracyklin w stresie oksydacyjnym i w eks-

cytotoksyczności glutaminianu (Orsucci i wsp., 2008), a także w wielu schorze-

niach neurodegeneracyjnych: chorobie Parkinsona (Du i wsp., 2003) czy  
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Huntingtona (Morimoto i wsp., 2002; Yrjanheikki i wsp., 2005), a także w cho-

robach sercowo-naczyniowych i udarze (Yong i wsp., 2004; Lampl i wsp., 2007). 

Na złożoność regulacji mechanizmów przeżycia i śmierci komórki prze-

biegających z zaangażowaniem wielu szlaków jednocześnie nakłada się jeszcze 

specyfika działających czynników środowiska, właściwości biochemiczne  

i wrażliwość komórek. Badania nad programowaną śmiercią komórki zależną 

od AIF prowadzone przez Cohausza i wsp. (2008) na komórkach HeLa i fibro-

blastach mysich neuronów (MEFs) wykazały, iż w warunkach stresu genotok-

sycznego wywołanego przez MNNG dochodziło do aktywacji kaspazy: 7 i 9 oraz 

do obniżenia poziomu związków energetycznych (zmiana stosunku ADP/ATP), 

a inhibitory kaspaz zapobiegały śmierci komórek. Z kolei doświadczenia pro-

wadzone przez Dodoni i wsp. (2004) wskazały na istotne protekcyjne znaczenie 

cyklosporyny A, inhibitora megakanału mitochondrialnego, który chronił ko-

mórki przed toksycznością MNNG. Dlatego też w niniejszej pracy przetestowane 

zostały inhibitor mega kanału mitochondrialnego (Cyklosporyna A), inhibitor 

kaspaz-3 (Z-DEVD-FMK) oraz inhibitor białka p53, jednak żaden z nich nie wy-

kazał cytoprotekcyjnego działania. Badania Węsierskiej-Gądek i wsp. (2003)  

a także Hegedus i wsp. (2008) wykazały również brak udziału kaspaz w śmierci 

komórek w wyniku działania stresu genotoksycznego. Badacze ci zwrócili na-

tomiast uwagę na istotne znaczenie kinazy białkowej C (PKC). Jej długotrwała 

aktywacja obniżała nadmierną aktywność PARS-1 wywołaną przez MNNG.  

Natomiast aktywator PKC (PMA) wpływał na fosforylację PARS-1, w konse-

kwencji prowadząc do ochrony komórek przed śmiercią nekrotyczną (Hegedus  

i wsp., 2008). Badania na linii komórek nowotworowych MCF-7 w warunkach 

stresu genotoksycznego wywołanego promieniami UVC wskazały na istotne 

znaczenie nowej izoformy kinazy – PKC eta. Indukowany wzrost ekspresji tej 

kinazy wpływał na wzrost przeżywalności komórek i zahamowanie cięcia PARS-

1 przez kaspazę w tych warunkach. (Rotem-Dai i wsp., 2009). Dane literaturowe 

wskazują, że w mechanizm śmierci komórek na drodze zależnej od PARS-1 za-

angażowane są również inne kinazy białkowe. Mogą one bezpośrednio wpływać 

na fosforylację PARS-1, a tym samym jego aktywność (Kauppinen i wsp., 2006). 

Ponadto aktywność PARS-1 i poli(ADP-rybozyl)acja może wpływać na aktyw-

ność kinaz (Monaco i wsp., 2005). W kolejnych doświadczeniach w warunkach 
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stresu genotoksycznego i wzmożonej aktywności PARS-1 przebadane zostały 

inhibitory kinaz białkowych C i G (GF109203x inhibitor PKC i KT5823 inhibitor 

PKG). W badanym układzie eksperymentalnym nie wykazano różnic  

w śmiertelności komórek w wyniku działania stosowanych inhibitorów.  

Istotne znaczenie w mechanizmie regulacji aktywności PARS-1 wydaje 

się odgrywać ERK1/2, kinaza należąca do dużej rodziny kinaz aktywowanych 

mitogenami. Ethier i wsp. (2007) wykazali, że w warunkach wzmożonej syntezy 

PAR dochodzi do obniżenia fosforylacji ERK1/2, co w konsekwencji prowadzi 

do wypływu białek proapoptotycznych na czele z cytochromem c. Zastosowanie 

inhibitora PARS-1 (PJ 34), a tym samym obniżenie poziomu PAR, skutkowało 

aktywacją ERK1/2 i prowadziło do cytoprotekcji (Kauppinen i wsp., 2007).  

Dane literaturowe wskazują, że białkowa kinaza ERK1/2 oprócz swej 

dobrze poznanej roli pro-życiowej, może być również zaangażowana w śmierć 

pewnych typów komórek. Do jej wzmożonej aktywacji może dochodzić w zwie-

rzęcym modelu niedokrwienia, w warunkach stresu oksydacyjnego i po zadzia-

łaniu cisplatyną. Doświadczenia Okano i Rustgi (2001) pokazały, że inhibitor 

ERK hamuje aktywację PARS w komórkach płasko komórkowego nowotworu 

przełyku. Podobne wyniki uzyskane zostały po zahamowaniu kinazy seryno-

wo/treoninowej CHK1, która wpływała na aktywację ERK1/2, prowadząc do 

fosforylacji histonu H2AX i zahamowania PARS-1 (Mitchell i wsp., 2010).  

W przedstawionej pracy działanie inhibitora ERK1/2 zbadane zostało również 

w stresie genotoksycznym. Badania własne wykazały protekcyjny wpływ zaha-

mowania aktywności ERK1/2 w komórkach HT22 podanych stresowi, wywoła-

nemu przez MNNG. Zmiany aktywności ERK1/2 mogą w istotny sposób wpły-

wać na poziom PAR. 

Poziom PAR w komórce regulowany jest nie tylko przez PARS-1, ale tak-

że przez glikohyrolazę poli(ADP-rybozy) (PARG). Enzym ten wykazuje aktyw-

ność egzo- i endoglikozydazy i hydrolizuje wiązanie glikozydowe pomiędzy jed-

nostkami ADP-rybozy w cząsteczce PAR (D`Amours i wsp., 1999; Davidovic  

i wsp., 2001). W prezentowanych badaniach w warunkach stresu genotoksycz-

nego zastosowanie inhibitora PARG, wiążące się z utrzymaniem PAR, obniżało 

przeżywalność komórek. 
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Wiadomo, że w apoptozie zależnej od AIF/PARS/PAR/ uczestniczą pro-

teazy zależne od jonów wapnia – kalpainy (Wang i wsp., 2009). W badaniach 

prowadzonych przez Boland`a i Campbell`a (2003) na komórkach kory mózgu 

traktowanych Aβ, obserwowany był wzrost aktywności kalpain, a także PARS-1. 

Zastosowanie inhibitora tych proteaz - MDL 28170, skutkowało obniżeniem 

aktywności PARS-1. Również w niniejszej pracy użyty został wymieniony powy-

żej inhibitor kalpainy. Jego zastosowanie w hodowli komórek HT22 w warun-

kach stresu genotoksycznego skutkowało wzrostem przeżywalności komórek. 

Jedną z ważniejszych kinaz przyczyniającą się do przeżycia komórek jest 

kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3-K). Pośredniczy ona w odpowiedzi na czyn-

niki wzrostu i dopowiada za fosforylację wielu białek związanych z regulacją 

podstawowych procesów komórkowych (Dudek i wsp., 1997; Strosznajder  

i Strosznajder, 2008). Niedawno stwierdzone zostało, że kinaza AKT (główna 

kinaza odbierająca sygnały od PI3-K) blokuje translokację AIF do jądra komórki 

w odpowiedzi na sygnał proapoptotyczny indukowany ceramidem (King i wsp., 

2004). W przedstawionej pracy zastosowanie inhibitora PI3-K (LY-294002) 

skutkowało jeszcze większym obniżeniem przeżywalności komórek w stosunku 

do samego MNNG. Wynik ten wskazuje na udział PI3-K w procesie przeżycia, ale 

niewielkiej puli komórek HT22 w warunkach stosowanego stresu. Natomiast 

zastosowanie tego inhibitora wraz z PJ 34 sugeruje, że zahamowanie PARS-1 

wpływa na aktywację szlaku zależnego od PI3-K. 

W poszukiwaniu nowych związków neuroprotekcyjnych w niniejszej 

pracy zbadane zostało działanie wielonienasyconego kwasu tłuszczowego ome-

ga-3, dokozaheksaenowego (DHA). Kwas ten jest ważnym składnikiem fosfoli-

pidów błonowych, o właściwościach niezbędnych dla prawidłowego rozwoju 

zdolności poznawczych. Jego brak lub peroksydacja wydają się być odpowie-

dzialne za sygnał prozapalny, degenerację komórek siatkówki i dysfunkcję neu-

ronów w chorobie Alzheimera, a także za postępujące z wiekiem zaburzenia 

poznawcze (Lukiw i Bazan, 2008; Dyall 2010).  DHA jest prekursorem licznej 

grupy związków zwanych dokozanoidami (w tym neuroprotektyny D, NPD1)  

o właściwościach protekcyjnych. W badaniach na linii komórek HT22 w warun-

kach stresu genotoksycznego wykazano protekcyjne działanie DHA w zakresie 
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stężeń 10-30 μM. Zastosowanie DHA w powyższych warunkach skutkowało za-

trzymaniem wypływu AIF w mitochondriach i brakiem jego translokacji do ją-

dra komórki. Podobne wyniki uzyskane zostały przez Suphioglu i wsp. (2010). 

W prowadzonych przez nich badaniach na komórkach ludzkiej neuroblastomy 

(M17) wykazano bezpośrednią zależność pomiędzy traktowaniem DHA a apop-

totozą. DHA w stężeniu 20 μM obniżał o ponad 60% aktywność kaspazy-3, biał-

ka egzekutorowego apoptozy. Badacze Ci zwrócili również uwagę, że protekcyj-

na rola DHA jest nierozerwalnie złączona z zależnym od PI3-K/AKT szlakiem 

przekaźnictwa komórkowego. Natomiast dane Green`a i wsp. (2001) sugerują, 

że neuroprotekcyjne działanie DHA jest związane z jego zdolnością do obniżenia 

poziomu peroksydacji lipidów w mózgu. Doświadczenia prowadzone na szczu-

rach o diecie bogatej w DHA wykazały znaczące obniżenie poziomu uszkodzo-

nych lipidów w mózgach tych zwierząt, w porównaniu z kontrolą (Kubo i wsp., 

1998, Dyall 2010). Dane te wskazują, że DHA może odgrywać istotna rolę anty-

oksydacyjną. Yavin i wsp. (2002) sugerują kilka potencjalnych mechanizmów 

tego zjawiska, między innymi zdolność DHA do aktywacji enzymów antyoksy-

dacyjnych. A Green i wsp. (2001) pokazują, że obniżenie reaktywnych form tle-

nu przez DHA zachodzi przez wzrost produkcji NO, co może wpływać na obni-

żenie puli aktywnej formy rodnika ponadtlenkowego, a tym samym na obniże-

nie liczby wolnych rodników i uszkodzeń oksydacyjnych w odpowiednich wa-

runkach środowiskowych (Dyall 2010). Dane doświadczalne Banasika i wsp. 

(1992) wykazały, że nienasycone kwasy tłuszczowe, w tym kwas α linolenowy 

(ALA, ang. alpha-linolenic acid), mają zdolność do hamowania aktywności  

PARS-1. Wydaje się, że również DHA wykazuje właściwości hamujące aktyw-

ność PARS-1. Dane Lukiw`a i Bazan`a (2008) pokazują, iż w toku przemian me-

tabolicznych DHA dochodzi do powstania NPD1. Związek ten wykazuje właści-

wości cytoprotekcyjne, gdyż umożliwia utrzymanie integralności błony komór-

kowej, nasila ekspresję białek antyapoptotycznych, a ponadto może hamować 

drogi przekaźnictwa komórkowego prowadzące do programowanej śmierci 

komórki. 

Białka z rodziny BCL są ważnymi regulatorami apoptozy. Aktywacja eks-

presji i poziomu białka BAX wpływa na jego oligomeryzację, co w konsekwencji 

może skutkować zmianami interakcji białko-białko (w tym białka 14-3-3)  
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i zmianami fosforylacji, wpływając na jego translokację do mitochondriów. Inte-

rakcja BAX może powodować zmiany konformacyjne wewnętrznej błony mito-

chondrialnej i może prowadzić do uwolnienia m.in. AIF. Badania Cabona i wsp. 

(2011) wykazały, że sygnał związany z aktywacją i translokacją BAX, prowadzi 

do uwolnienia AIF z mitochondriów i jest kluczowym warunkiem prowadzącym 

do nekroptozy w warunkach działania MNNG (Cabon i wsp., 2011). W przed-

stawionej pracy zbadana została ekspresja genów dla białek Bcl-2, Bcl-XL i Bad 

w warunkach uszkodzenia DNA wywołanego alkilacją. Doświadczenia wykazały 

wzrost ekspresji dla białka proapoptotycznego Bax oraz spadek ekspresji białek 

antyapoptotycznych Bcl-2 i Bcl-XL. Badania dotyczące ekspresji białek z rodziny 

Bcl skupiają się głównie wokół komórek nowotworowych. W doświadczeniach 

prowadzonych po zastosowaniu Kadheryny E, związku spowalniającego nowo-

tworzenie, wykazano wzrost ekspresji genu dla Bcl-2 (Friess i wsp., 1998; Miy-

amoto i wsp., 1999). Natomiast wzrost ekspresji dla Bax obserwowany był  

w komórkach nowotworowych trzustki (Ferreira i wsp., 2011). Dodatkowo  

w badaniach na komórkach regionu CA1 szczurzego hipokampa w modelu hipo-

termii wykazano wzrost ekspresji zarówno genu Bcl-2 jak i Bax. Badacze Ci su-

gerowali zaangażowanie tych genów w proces obumierania komórek w tym 

regionie (Zhang i wsp. 2006). Badania Strosznajder i Gajkowskiej, (2006) wyka-

zały istotne zmiany lokalizacji tych białek po niedokrwieniu mózgu. Analiza 

wpływu promieniowania jonizującego na ludzkie komórki wykazała wzrost 

ekspresji genu antyapoptotycznego Bcl-XL. W warunkach tych poziom Bcl-2 

ulegał obniżeniu. Ekspresja obu genów, podobnie jak i Bax, zależna była od 

prawidłowej funkcji białka p53 (Zhan i wsp., 1996). 

Podsumowując uzyskane wyniki wykazano, że w warunkach stresu ok-

sydacyjnego wywołanego zwiększonym uwalnianiem peptydów amyloidu β  

w komórkach transfekowanych białkiem APP, jak też w wyniku działania pep-

tydów Aβ 1-42 podanych zewnątrzkomórkowo, obserwuje się podwyższony 

poziom mitochondrialnego białka AIF, któremu towarzyszy obniżenie aktywno-

ści jądrowego enzymy PARS-1. Podobny podwyższony poziom AIF  

obserwowany był w mitochondriach komórek kory mózgu i prążkowia w zwie-

rzęcym modelu choroby Alzheimera u myszy APP+/+, jak i w warunkach stresu 

nitrozacyjnego o umiarkowanym nasileniu (100 μM SNP). W warunkach tych 
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pomimo wzrostu poziomu wolnych rodników i daleko posuniętych zaburzeń 

strukturalnych, komórki przeżywają lub obumiera ich stosunkowo niewielka 

ilość. Powyższe dane mogą wskazywać na istotną adaptacyjno-obronną rolę AIF. 

Natomiast stres genotoksyczny związany z alkilacyjnym uszkodzeniem 

DNA prowadzi do uwolnienia AIF i jego translokacji do jądra neuronów hipo-

kampa, komórek HT22. Wynikiem tego procesu jest zależna od AIF/PARS/PAR 

śmierć komórek nerwowych HT22. Inhibitory PARS-1 poprzez zapobieganie 

uwalniania AIF z mitochondriów i hamowanie syntezy PAR, w znaczący sposób 

zwiększają przeżycie komórek poddanych stresowi genotoksycznemu. Podobne 

działanie wykazują tetracykliny trzeciej generacji oraz kwas dokozaheksaeno-

wy, które w znaczny sposób chronią komórki neuronalne przed śmiercią. 
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Podsumowanie i wnioski 
 

 

 Stwierdzono podwyższony poziom białka AIF w mitochondriach komó-

rek PC12 transfekowanych genem APP z mutacją szwedzką (APPsw) 

oraz w zwierzęcym modelu AD u myszy transgenicznych z mutacją lon-

dyńską APP+/+. Te same zmiany wykazano w komórkach PC12 podda-

nych działaniu egzogennego Aβ 1-42 i stresu nitrozacyjnego.  W wymie-

nionych warunkach stwierdzono obumieranie niewielkiej puli komórek. 

Wyniki te mogą wskazywać na udział białka AIF w procesach obron-

nych/adaptacyjnych umożliwiających przeżycie komórek.  

 Obniżenie aktywności PARS-1 w komórkach APPsw może być spowodo-

wane działaniem NO uwalnianego przez Aβ lub z automodyfikacją enzy-

mu. Stwierdzona modyfikacja enzymu wyklucza jego aktywny udział za-

równo w mechanizmie naprawy DNA jak i w mechanizmie śmierci komó-

rek. 

 W warunkach stresu genotoksycznego wywołanego zależną od MNNG 

alkilacją DNA inhibitory PARS-1 chronią komórki przed synteza PAR, 

uwalnianiem AIF z mitochondriów i jego translokacją do jądra. W efekcie 

zwiększają one znacząco przeżycie neuronalnych komórek HT22. Tetra-

cykliny trzeciej generacji oraz wielonienasycony kwas DHA wykazują 

również istotne cytoprotekcyjne działanie.  

Uzyskane wyniki wskazują na fundamentalne znaczenie ścieżki sygnało-

wej zależnej od AIF i PARS-1/PAR w mechanizmie śmierci komórek 

HT22 w wyniku działania czynnika genotoksycznego MNNG. 

 W śmierć komórek zależną od MNNG nie są zaangażowane: PKC i PKG, 

megakanał mitochondrialny, białko p53 ani też kaspaza-3. 
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 Stres genotoksyczny wywołany MNNG powoduje obniżenie ekspresji bia-

łek antyapoptotycznych, Bcl-Xl i Bcl-2 oraz wzrost ekspresji genu dla 

białka proapoptotycznego Bax.  

Zaburzenie ekspresji tych białek i ich wzajemnych relacji może przyczy-

niać się zmiany funkcji mitochondriów i wypływu AIF w badanych wa-

runkach.
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Streszczenie 
 

Stres oksydacyjny uważany jest za jeden z głównych elementów patoge-

nezy chorób neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera i Parkinsona.  

Pomimo intensywnych badań, dokładny mechanizm prowadzący do stresu ok-

sydacyjnego w tych schorzeniach nie jest dokładnie poznany, a zjawiska mole-

kularne i szlaki obumierania komórek spowodowane aktywacją stresu oksyda-

cyjnego i genotoksycznego, nie są wpełni wyjaśnione. W wyniku działania wol-

nych rodników może dochodzić do zmian wewnątrzkomórkowej transdukcji 

sygnału, ekspresji genów oraz zmian strukturalnych, w tym do zaburzenia funk-

cji mitochondriów i enzymów naprawy DNA. W konsekwencji zmiany te mogą 

prowadzić do aktywacji szlaków śmierci komórki. Poznanie mechanizmów wa-

runkujących przeżycie lub doprowadzających do śmierci jest istotne w odnie-

sieniu do nowych działań neuroprotekcyjnych.  

Zaburzenia funkcji mitochondriów są jednym z kluczowych zjawisk 

związanych z patomechanizmem wielu chorób neurodegeneracyjnych. Jednym  

z głównych białek zaangażowanych w prawidłową funkcję mitochondriów jest 

czynnik indukujący apoptozę (AIF), a jądrowym odbiorcą licznych szlaków 

przekaźnictwa i kaskady wolnorodnikowej jest PARS-1.  

AIF to flawoproteina związana z przestrzenią międzybłonową mitochon-

driów, która razem z białkami AMID i AIFL współtworzy rodzinę białek. Ich 

funkcje fizjo-patologiczne nie są w jeszcze w pełni poznane. W warunkach fizjo-

logicznych AIF posiada właściwości oksydoreduktazy NADH i odgrywa istotną 

rolę w fosforylacji oksydacyjnej i obronie wolnorodnikowej (Susin i wsp., 1999; 

Miramar i wsp., 2001; Hangen i wsp., 2010). Zawiera trzy funkcjonalne domeny: 

wiążącą FAD, wiążącą NADH i domenę C-końcową (Otera i wsp., 2005; Modjta-

hedi i wsp., 2006). Dwie pierwsze domeny AIF odpowiedzialne są za oksydore-

dukcyjną funkcję białka i w warunkach fizjologicznych biorą udział w transpor-

cie elektronów jako elementy składowe kompleksu I i III łańcucha transportu 

elektronów (Miramar i wsp., 2001; Vashen i wsp., 2004; Modjtahedi i wsp., 

2006; Hagen i wsp., 2010). Wiadomo również, że domena C-końcowa odpowie-
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dzialna jest za właściwości apototyczne AIF i w odpowiedzi na sygnał proapop-

totyczny białko to transportowane jest z mitochondrium do jądra komórki, 

gdzie wraz z cyklofiliną A indukuje kondensację chromatyny i fragmentację 

DNA, na drodze niezależnej od kaspaz (Hong i wsp., 2004; Yu i wsp., 2006; Kran-

tic i wsp., 2007).  

Dotychczasowe badania pokazują, że białko AIF jest bardzo konserwo-

wane ewolucyjnie i niezbędne dla rozwoju embrionalnego (już od dziewiątego 

dnia) (Brown i wsp., 2006). Jego brak prowadzi do neurodegeneracji, zaniku 

mięśni szkieletowych i kardiomiopatii (Klein i wsp., 2002). A ponadto, jego ni-

ska ekspresja wpływa na upośledzenie homeostazy wolnych rodników (Aposto-

lova i wsp., 2006), co w konsekwencji prowadzi do stresu oksydacyjnego  

i uszkodzenia makromolekuł. Oksydacja DNA i jedno lub dwuniciowe jego pęk-

nięcie powodują aktywację jądrowego enzymu syntazy poli(ADP-rybozy) 

(PARS), określanej poprzednio mianem polimerazy (PARP) (Yu i wsp., 2002; 

Strosznajder i wsp., 2005, 2011; Moroni i wsp 2011). PARS-1 bierze udział  

w wykryciu oraz naprawie uszkodzeń DNA, modyfikacji chromatyny oraz w re-

gulacji transkrypcji. Jest on kluczowy dla przebiegu wielu patofizjologicznych  

i patologicznych procesów takich jak: utrzymanie stabilności genomu, starzenie, 

stan zapalny, czy karcenogeneza (Strosznajder i wsp., 2003; Beneke i Burkle, 

2007, Moroni, 2008; AbdElmageed i wsp., 2011; Moroni i wsp., 2011).  

W warunkach stresu oksydacyjnego i genotoksycznego dochodzi do nadmiernej 

aktywacji PARS-1, zużycia βNAD+ i w konsekwencji ATP. Ponadto produkt 

PARS-1, poli(ADP-ryboza) PAR jest cząstką sygnalizacyjną, której związanie się 

z błoną mitochondrialną może prowadzić do wypływu AIF z mitochondriów  

i jego translokacji do jądra (Yu i wsp., 2006). W konsekwencji prowadzi to do 

śmierci komórki na drodze apoptozy niezależnej od kaspaz. 

Podjęte w niniejszej pracy zagadnienia miały na celu zbadanie ekspresji 

genu, poziomu białka i udziału AIF w procesach przeżycia i śmierci komórek  

w warunkach działania peptydów Amyloidu β. W badaniach uwzględniono 

czynniki zaangażowane w aktywację stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego  

i genotoksycznego. Zbadano zależności pomiędzy poziomem AIF w mitochon-

driach a aktywnością PARS-1/poziomem PAR i przeżywalnością komórek. Oce-
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niano działanie cytoprotekcyjne inhibitorów wybranych enzymów oraz licznych 

związków czynnych farmakologicznie.    

Badania prowadzono na szczurzych komórkach pochodzenia nerwowego 

PC12 oraz na mysich neuronach hipokampa HT22. Do badań użyto komórki 

PC12 transfekowane pustym wektorem oraz ludzkim genem dla białka prekur-

sorowego Aβ typu dzikiego APPwt i genem z mutacją szwedzką APPsw, które 

endogennie uwalniają peptydy Aβ. Ponadto komórki PC12 poddano zewnątrz-

komórkowemu działaniu egzogennych peptydów Aβ i dodatkowemu stresowi 

nitrozacyjnemu. Wyniki dotyczące poziomu i ekspresji AIF po działaniu pepty-

dów Aβ porównywano z danymi uzyskanymi w badaniach na zwierzętach 

transgenicznych - myszach z mutacją londyńską w genie dla APP 

(FVBTg(Thy1;APP)Val717Ile), które stanowią model rodzinnej choroby Alzheime-

ra. W badaniach molekularnych zjawisk wpływających na poziom AIF w mito-

chondriach i jego translokację do jądra, szczególną uwagę zwrócono na aktyw-

ność i integralność jądrowego enzymu PARS-1. W badaniach oceniano także 

wewnątrzkomórkowy poziom wolnych rodników za pomocą fluorymetrycznego 

testu DCF oraz wrażliwość komórek na stres oksydacyjny i ich przeżycie za po-

mocą testu MTT. Udział AIF w molekularnych mechanizmach przeżycia i śmierci 

komórek badano również w warunkach stresu genotoksycznego, wywołanego 

alkilacją DNA przez związek genotoksyczny – MNNG. Związki genotoksyczne są 

szeroko rozpowszechnione w środowisku naturalnym. Należą do nich składowe 

dymu papierosowego, produkty uboczne procesów przemysłowych czy leki sto-

sowane w terapii antynowotworowej. Ich mechanizm działania i skutki, jakie 

wywołują w organizmach żywych, a w szczególności w komórkach nerwowych, 

nie są wystarczająco dobrze poznane. Szczególną uwagę w prowadzonych do-

świadczeniach zwrócono na znaczenie PARS-1 i pod tym względem przetesto-

wano liczne związki o charakterze neuroprotekcyjnym. 

W prezentowanych przez nas badaniach zależny od stężenia Aβ stres ok-

sydacyjny w mitochondriach trzech linii komórek PC12 transfekowanych ge-

nem białka dla APP oraz w komórkach PC12 poddanych działaniu egzogennego 

peptydu Aβ 1-42, powodował wzrost poziomu białka AIF. Działanie stresu ni-

trozacyjnego wywołanego donorem NO także wpływało na wzrost poziomu 
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białka AIF w mitochondriach. W warunkach tych obserwowano nieznaczny od-

setek obumierających komórek. Podwyższony poziom białka AIF obserwowano 

również w korze mózgu i prążkowiu w zwierzęcym modelu choroby Alzheimera 

(AD) u myszy transgenicznych APP+/+ z mutacją londyńską. Powyższym zamia-

nom towarzyszyło znaczące obniżenie aktywności PARS-1 zarówno w komór-

kach APPsw, jak i po zastosowaniu donora NO (500 μM SNP).  

W doświadczeniach prowadzonych w warunkach stresu genotoksytcz-

nego wywołanego czynnikiem alkilującym DNA, MNNG, stwierdzono wzrost 

uwalniania AIF z mitochondriów, któremu towarzyszyło obumieranie znaczącej 

puli komórek. Efekt ten był niwelowany przez zastosowanie inhibitorów PARS-

1 (PJ 34 i 3AB), a także tetracyklin trzeciej generacji (mino- i doksycykliny) oraz 

wielonienasyconego kwasu DHA. Korzystne dodatkowe działanie wykazywało 

zahamowanie kalpainy (białka prawdopodobnie zaangażowanego w uwalnianie 

AIF), a także kinazy regulowanej sygnałem zewnątrzkomórkowym ERK1/2.  

Dodatkowo zaobserwowano, że stres genotoksyczny wywołany alkilacją 

DNA powoduje obniżenie ekspresji białek antyapoptotycznych, BclXl i Bcl2 oraz 

wzrost ekspresji genu dla białka proapoptotycznego Bax (mogącego przyczy-

niać się do wypływu AIF z mitochondrium). 

Podsumowując, uzyskane dane w przedstawionej pracy wskazują na 

istotny udział białka AIF w procesach obronnych/adaptacyjnych (umożliwiając 

przeżycie komórkom) w warunkach toksyczności peptydów Aβ działających 

endogennie i egzogennie, a także po zadziałaniu donora NO, SNP. Obserwowana 

obniżona aktywności enzymatyczna PARS-1 może być związana z udziałem 

uwalnianego przez Aβ NO i z automodyfikacją enzymu. Może również mieć 

miejsce degradacja PARS-1 w wyniku aktywacji kaspazy 3. Natomiast obniżenie 

to wyklucza udział PARS-1 w mechanizmie śmierci, ale może mieć istotne zna-

czenie w zaburzeniu procesów naprawy DNA.  

W badaniach dotyczących mechanizmu śmierci komórek w stresie geno-

toksycznym wykazano, że ścieżka sygnałowa zależna od AIF oraz PARS-1/PAR 

odgrywa fundamentalną rolę w mechanizmie śmierci neuronów HT22 w wyni-

ku działania związku alkilującego DNA, MNNG. W warunkach tych inhibitory 
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PARS-1 (PJ 34 i 3AB), tetracykliny trzeciej generacji (mino- i doksycyklina) oraz 

wielonienasycony kwas DHA chroniły komórki HT22 przed stresem genotok-

sycznym i śmiercią. Korzystne dodatkowe działanie wykazuje również zaha-

mowanie kalpainy (białka prawdopodobnie zaangażowanego w uwalnianie 

AIF), a także kinazy regulowanej sygnałem zewnątrzkomórkowym ERK1/2.  

W mechanizmie cytoprotekcyjnego działania inhibitorów PARS-1 stwierdza się 

udział PI-3 kinazy, a w śmierć komórek zależną od MNNG nie są zaangażowane: 

PKC i PKG, białko p53 jak również kaspaza-3.  

Uzyskane wyniki badań mogą być pomocne w lepszym zrozumieniu me-

chanizmu śmierci komórek w wyniku działania stresu oksydacyjnego i genotok-

sycznego, który towarzyszy chorobom neurodegeneracyjnym oraz działaniu 

licznych toksyn środowiskowych. Ponadto mogą ułatwić wskazanie punktów 

uchwytu dla skutecznej cytoprotekcji. 
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