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Wykaz najważniejszych skrótów użytych w pracy: 

AceCS2 – syntetaza 2 acetylo-koenzymu A (ang. acetyl-CoA synthetase 2) 

ACER – zasadowa ceramidaza (ang. alkaline ceramidase) 

AChE – acetylocholinesteraza 

AIF – czynnik indukujący apoptozę (ang. apoptosis inducing factor) 

AMPK – kinaza aktywowana 5'AMP (ang. 5'AMP-activated protein kinase) 

ANT – translokaza nukleotydów adeninowych (ang. adenine nucleotide translocator) 

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

APP – białko prekursorowe amyloidu beta (ang. amyloid precursor protein) 

APPsw – komórki PC12 transfekowane wektorem ekspresyjnym zawierającym ludzki gen 

APP z mutacją typu szwedzkiego (KM670/671NL) 

APPwt – komórki PC12 transfekowane wektorem ekspresyjnym zawierającym ludzki gen 

APP typu „dzikiego” 

ASAH – kwaśna ceramidaza (ang. acidic ceramidase; N-acylsphingosine amidohydrolase) 

ASN – alfa synukleina 

ASNo – oligomery alfa synukleiny 

ATP – adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate) 

Aβ – amyloid beta 

Aβo – oligomery amyloidu beta 

Aβscr – peptyd o takim samym składzie aminokwasowym co Aβ ale w zmienionej 

kolejności aminokwasów (ang. Aβ scrambled) 

BACE – β-sekretaza (ang. beta-secretase 1; β-site amyloid precursor protein-cleaving 

enzyme-1) 

BDNF – neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego (ang. brain-derived 

neurotrophic factor) 

BER – naprawa przez wycięcie zasad (ang. base excision repair) 

C1P – ceramido-1-fosforan  (ang. ceramide-1-phosphate) 

C1PP – fosfataza C1P (ang. ceramide 1-phosphate phosphatase) 

cDNA – komplementarny DNA (ang. complementary DNA) 

CERK – kinaza ceramidu  (ang. ceramide kinase) 
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CERS – syntaza ceramidu  (ang. ceramide synthase) 

ChA – choroba Alzheimera (ang. AD, Alzheimer’s Disease) 

ChH – choroba Huntingtona (ang. HD, Huntington's Disease) 

ChP – choroba Parkinsona (ang. PD, Parkinson’s Disease) 

CTFβ – fragment C-końcowy APP (ang. membrane-bound C-terminal fragment β) 

DCF – 2’,7-dichlorofluoresceina 

DMSO – dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide) 

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 

DTT – ditiotreitol (ang. dithiothreitol) 

EDTA –kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

ER – retikulum endoplazmatyczne/ siateczka śródplazmatyczna (ang. endoplasmatic 

reticulum)  

ERK – kinaza regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym (ang. extracellular signal 

regulated kinase) 

FAD –postać rodzinna choroby Alzheimera  (ang. Familial Alzheimer's Disease) 

FDA – Agencja Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration) 

FoxO – czynnik transkrypcyjny (forkhead transcription factors of the O class) 

FTY720 – fingolimod 

GDH –dehydrogenaza glutaminianowa (ang. glutamate dehydrogenase) 

GSK–3β – kinaza 3 β syntazy glikogenu (ang. glycogen synthase kinase 3 beta) 

H2DCF – 2’,7’-dichlorodihydrofluoresceina (ang. 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein) 

H2DCF-DA – dwuoctan 2’,7’-dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2',7'-

dichlorodihydrofluorescein diacetate) 

HEPES – kwas 2-[4-(2-hydroksetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy (ang. 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 

IDE – enzym degradujący insulinę (ang. insulin degrading enzyme) 

IDH – dehydrogenaza izocytrynianowa (ang. isocitrate dehydrogenase) 

IL1β – interleukina 1 beta  

iNOS – indukowana syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase) 

JNK – kinaza N-końcowa c-JUN, (ang. c–Jun NH2-terminal kinase) 
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Km – stała Michaelisa 

LCL – limfoblastoidalna linia komórkowa (ang. lymphoblastoid cell line)  

MMP – Metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej (ang. matrix metalloproteinases) 

MnSOD – mitochondrialna manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (ang. manganese 

superoxide dismutase) 

MPTP – 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna (ang. 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine) 

mRNA – matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger RNA) 

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

NAC –składnik płytek starczych niebędący białkiem β-amyloidowym (ang. non-amyloid β 

component of Alzheimer disease plaques) 

NAD+ – dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine dinucleotide) 

NER – naprawa przez wycięcie nukleotydu (ang. nucleotide excision repair) 

NMDA – kwas N-metylo-D-asparaginowy 

NO•– tlenek azotu 

NOS –  syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase) 

NRF-1 – jądrowy czynnik oddechowy (ang. nuclear respiratory factor 1) 

O2
-•– anionorodnik ponadtlenkowy  

ONOO- – nadtlenoazotyn  

OUN – ośrodkowy układ nerwowy 

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

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

PC12 – linia komórkowa wyprowadzona z guza chromochłonnego rdzenia nadnerczy 

szczura, Pheochromocytoma 

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

PGC-1α – (ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha) 

PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase) 

PKB/AKT – kinaza białkowa B (ang. protein kinase B) 

PKCα – kinaza białkowa C alfa (ang. protein kinase C alpha) 

Prx – peroksyredoksyna (ang. peroxiredoxin) 
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PSEN – presenilina (ang. presenilin) 

qPCR – ilościowa reakcja łańcuchowej polimerazy (ang. quantitative PCR) 

S1P – sfingozyno-1-fosforan (ang. sphinsosine-1-phosphate) 

S1PR – receptor sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphinsosine-1-phosphate receptor) 

S1PR1-5 – receptory dla sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphingosine-1-phosphate receptors) 

SAD – postać sporadyczna choroby Alzheimera (ang. Sporadic Alzheimer's Disease) 

SDS-PAGE – rozdział elektroforetyczny w żelu poliakrylamidowym zawierającym SDS 

(ang. sodium dodecyle sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

SGPL1 – liaza sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphingosine-1-phosphate lyase) 

SGPP – fosfataza sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphingosine-1-phosphate phosphatase 1) 

SIRT – sirtuina (ang. sirtuin) 

SPHK – kinaza sfingozyny (ang. sphingosine kinase) 

SPT – palmitoilotransferaza serynowa (ang. serine palmitoyl-CoA transferase) 

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

Th-T – tioflawina T (ang. thioflavin T) 

TNFα – czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor α) 

Trx – tioredoksyna (ang. thioredoxin) 
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1. Wstęp 

1.1. Choroba Alzheimera oraz rola zagregowanych peptydów 

 Choroba Alzheimera (ChA) jest najcięższą chorobą neurodegeneracyjną, która  

w nieodwracalny sposób doprowadza do uszkodzenia mózgu i utraty funkcji poznawczych. 

Obecnie szacuje się, że w samej Europie około 10 milionów osób cierpi  

na demencję (z czego około 50-70% stanowi ChA), przy czym należy spodziewać się 

tendencji wzrostowej w związku ze wzrostem przeciętnej długości życia (Novak i wsp., 

2017, Winblad i wsp., 2016). Ponadto, do dnia dzisiejszego nie odkryto jeszcze leku, który 

mógłby być w pełni skuteczny w ChA, a obecnie stosowane terapie skupiają się na leczeniu 

objawowym i polegają na poprawieniu zaburzonej funkcji układu cholinergicznego  

i glutaminianergicznego. Do leków zatwierdzonych przez FDA (Food and Drug 

Administration, Agencja Żywności i Leków) stosowanych w ChA można zaliczyć: 

inhibitory acetylocholinesterazy (AChE) takie jak: donepezil (zatwierdzony w 1996r.), 

rywastygminę (2000r.), galantaminę (2001r.) oraz antagonistę receptora NMDA (N-metylo-

D-asparaginowego) – memantynę (2003r.). Niestety od ponad 15 lat pomimo 

wielomilionowych nakładów na badania nad opracowaniem i wdrożeniem do terapii ChA 

nowego leku, nie wprowadzono żadnego nowego związku, a wszelkie podjęte próby  

w większości przypadków skończyły się porażką z efektywnością na poziomie ok. 0,6% 

(Cummings i wsp., 2014). Do związków aktualnie testowanych w różnych fazach badań 

klinicznych należą:  

- przeciwciała monoklonalne, mające na celu usunięcie peptydu amyloidu β (Aβ) 

(Aducanumab, Bapineuzumab, Solanezumab, Crenezumab, Gantenerumab);  

- inhibitory β-sekretazy (MK8931, Verubecestat, JNJ‐54861911);  

- inhibitory γ-sekretazy (Avagacestat, Semagacestat);  

- związki zapobiegające agregacji Aβ (ALZT‐OP1, GV‐971) i białka tau (RG‐7345, 

AADvac‐1, TRx‐0014);  

- substancje modulujące receptory i kanały jonowe (ligandy receptorów serotoninowych, 

acetylocholinowych, NMDA); 

– inhibitory enzymów zaangażowanych w neuronalne przekaźnictwo sygnału (inhibitory: 

AChE, monoaminooksydazy, fosfolipazy A2, fosfodiesteraz oraz kinaz i cyklaz) (Bachurin 

i wsp., 2017, Cummings i wsp., 2019, Folch i wsp., 2016, Mehta i wsp., 2017). 
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Wykaz niektórych badań wraz z ich zaawansowaniem przedstawiono na poniższej rycinie 

[Ryc. 1].  

Rycina 1. Zestawienie aktualnie prowadzonych badań klinicznych (stan na 06.2016r.)  

na podstawie (Bachurin i wsp., 2017) 

 Do charakterystycznych cech neuropatologicznych ChA zalicza się nadmierne 

ufosforylowanie białka tau oraz obecność złogów peptydu Aβ, które powstają z białka 

prekursorowego amyloidu beta (APP) przy udziale enzymów zwanych sekretazami  

na drodze amyloidogennej. Na drodze tej APP hydrolizowane jest za pomocą β-sekretazy 

(BACE1) do β-APPs oraz peptydu C99, który następnie degradowany jest przez γ-sekretazę 

do peptydu Aβ (Czeczor i McGee, 2017). Powstałe w ten sposób peptydy mogą wraz  

z upływem czasu ulegać stopniowej agregacji przyjmując struktury o nieprawidłowej 

konformacji, mające silne działanie toksyczne na otaczające środowisko komórkowe 

(Selkoe i Hardy, 2016). 

 Wyróżnia się dwie główne postacie ChA: postać sporadyczną (Sporadic Alzheimer's 

Disease, SAD), która stanowi ponad 90% przypadków zachorowań oraz postać rodzinną 

(Familial Alzheimer's Disease, FAD). SAD jest chorobą o wysokim odsetku dziedziczenia 

(wynoszącym około 58-79%), która determinowana jest w 70% przez rzadkie warianty 

genetyczne (zidentyfikowano już ponad 40 loci zwiększających ryzyko zachorowania)  

oraz w 30% przez czynniki środowiskowe (takie jak: dieta, ekspozycja na toksyny,  
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czy działanie hormonów) (Dorszewska i wsp., 2016, Gatz i wsp., 2006, Grozeva i wsp., 2019, 

Kunkle i wsp., 2019). Do mutacji występujących w FAD zalicza się mutacje genów 

kodujących białko APP oraz mutacje w rejonach genów kodujących preseniliny (PSEN1, 

PSEN2). Według bazy danych portalu alzforum.org do najczęściej występujących mutacji 

w FAD, które są związane z powstawaniem peptydu Aβ, należą mutacje genu kodującego 

PSEN1 (około 267 mutacji z czego około 221 mutacji jest patogennych).  

Ponadto, są one uważane za najczęstsze przyczyny wczesnej postaci ChA (Lanoiselée i wsp., 

2017) (Link1: https://www.alzforum.org/mutations/psen-1). Drugą mutacją pod względem 

częstości występowania jest mutacja genu kodującego APP (około 59 mutacji,  

z czego około 30 jest patogennych) (Link2: https://www.alzforum.org/mutations/app).  

Natomiast do najczęściej używanych modeli badawczych, które wykorzystują mutację genu 

APP można zaliczyć mutacje:  

- szwedzką (KM670/671NL, około 65 modeli badawczych), gdzie obserwowany jest 

podwyższony poziom całkowitego peptydu Aβ, brak zmian w proporcjach pomiędzy 

Aβ42/Aβ40 oraz zwiększona produkcja i wydzielanie peptydu Aβ42 i Aβ40 (Ancolio i wsp., 

1999, Mullan i wsp., 1992, Sinha i Lieberburg, 1999); 

- londyńską (V717I, około 22 modele), gdzie obserwowana jest zwiększona proporcja 

pomiędzy Aβ42/Aβ40 i zwiększone wydzielanie Aβ42 (Goate i wsp., 1991, Sinha i 

Lieberburg, 1999);  

- Indiana (V717F, około 13 modeli), gdzie obserwowana jest zwiększona proporcja 

pomiędzy Aβ42/Aβ40 (Murrell i wsp., 1991, Tamaoka i wsp., 1994). 

 To właśnie zaburzenia metabolizmu białka APP, nadmierna produkcja peptydu Aβ, 

jego agregacja oraz oligomeryzacja zapoczątkowały powstanie w roku 1991 hipotezy 

kaskady Aβ. Hipoteza ta zakłada, że w następstwie toksycznego działania peptydu Aβ 

dochodzi kolejno do: aktywacji mikrogleju i astrocytów, zaburzeń funkcji i uszkodzenia 

neuronów (synaps i neurytów), zmiany równowagi jonowej w neuronach, uszkodzeń 

oksydacyjnych, zmian w aktywności kinaz i fosfataz (nadmierna fosforylacja białka tau), 

prowadząc do obumierania komórek nerwowych (Hardy i Higgins, 1992, Selkoe, 1991). 

Przez pewien czas od momentu powstania hipotezy kaskady Aβ uważano, że to nie 

oligomery peptydu Aβ, lecz płytki starcze są najbardziej toksyczną formą peptydu Aβ. 

Hipoteza ta była wiele razy podważana i poddawana dyskusji, zwłaszcza biorąc pod uwagę 

fakt, iż płytki starcze są też obserwowane u osób nie mających zaburzeń kognitywnych 

(Sloane i wsp., 1997). Skutkowało to powstaniem w 1998 roku hipotezy oligomerów 
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peptydu Aβ (Aβo), która poszerzyła hipotezę kaskady amyloidu (Hayden i Teplow, 2013). 

Według niej, Aβo są uważane za najbardziej toksyczne formy peptydu Aβ  

i odgrywają one ważną rolę w dysfunkcji mitochondriów, zaburzeniu przepuszczalności 

błon biologicznych oraz powstawaniu wolnych rodników, w konsekwencji doprowadzając 

do aktywacji kaskady procesów prowadzących do śmierci komórki (Eckert i wsp., 2008, 

Hayden i Teplow, 2013, Kaminsky i wsp., 2015, Kayed i Lasagna-Reeves, 2013, Lambert i 

wsp., 1998, Walsh i wsp., 2002). Pomimo upływu wielu lat od zaproponowania hipotezy 

amyloidowej, rola peptydu Aβ jako głównego czynnika w patogenezie ChA podlega ciągłej 

debacie (Selkoe i Hardy, 2016). 

 W ChA stwierdzono wiele form rozpuszczalnych oligomerów peptydu Aβ,  

do których zalicza się: dimery, trimery, tetramery, pentamery, dekamery, dodekamery  

oraz Aβ*56 (Ferreira i wsp., 2015, Tsigelny i wsp., 2014, Walsh i wsp., 2000, Yang i wsp., 

2017). Najnowsze badania dowodzą, że toksyczność oligomerów Aβ zależna jest  

od ich długości i wskazują na to, że krótsze formy oligomerów są bardziej toksyczne  

w porównaniu do dłuższych form [Ryc. 2]. Przypuszcza się, że do największej toksyczności 

peptydów Aβ dochodzi w wyniku rozpadu dużych oligomerów na mniejsze formy o małej 

masie cząsteczkowej (∼8–70 kDa) (Yang i wsp., 2017). 

 

Rycina 2. Wpływ stopnia oligomeryzacji na toksyczność 

 W mózgach osób chorych na ChA stwierdzono dwie główne izoformy peptydu Aβ: 

Aβ1-42 oraz Aβ1-40, z których to Aβ1-42 znacznie łatwiej ulega odkładaniu się w płytkach 

starczych (Gu i Guo, 2013). Pomimo, iż forma Aβ1-40 powstaje w dużych ilościach  

w ludzkim mózgu, to właśnie forma Aβ1-42 ulega znacznemu wzrostowi w ChA (Fu i wsp., 

2017). Ponadto, Aβ1-42 należy do jednych z częściej badanych form w kontekście 

oligomeryzacji (Banerjee i wsp., 2017). Wykazano, że peptyd Aβ1-42 w porównaniu  

di-tetra -mery 

 

heksa-okta -mery 

 

dodeka-triakonta -mery 

 

Włókna Aβ 
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do Aβ1-40 i Aβ1-43 znacznie szybciej przybiera formy oligomeryczne, wykazując się 

największą toksycznością (Fu i wsp., 2017). Shankar i wsp. w swych badaniach wykazali, 

że rozpuszczalne oligomery peptydu Aβ1-42 wyizolowane z mózgu osoby chorej na ChA 

podane dorosłym zdrowym szczurom, powodują w zależności od dawki zmniejszenie liczby 

synaps oraz zaburzenie ich funkcji wraz z osłabieniem pamięci poznawczej (Shankar i wsp., 

2008). Jednym z proponowanych mechanizmów toksyczności Aβo jest ich zdolność  

do oddziaływania z błoną komórkową neuronów skutkująca tworzeniem się w niej kanałów 

jonowych, którym przypisuje się zaburzanie potencjału błonowego i rozregulowanie 

gospodarki wapniowej (Arispe i wsp., 2007). Badania prowadzone przez zespół Serra-

Batiste i wsp. wykazały, że to Aβo1-42, a nie Aβo1-40 biorą udział w tworzeniu kanałów 

jonowych poprzez tworzenie struktury – beta-baryłki, która w przypadku oligomerów 

większych niż trimery powoduje napływ jonów Ca2+ do komórki (Bode i wsp., 2017, Drews 

i wsp., 2016, Serra-Batiste i wsp., 2016). 

 O ile istnieje wiele czynników (wzrost temperatury, stres oksydacyjny, graniczne 

wartości pH, mutacje czy glikacje) doprowadzających do powstania białek  

o nieprawidłowej strukturze, to sam mechanizm powstawania zagregowanych peptydów 

wygląda tak samo. Krytyczny poziom białek o nieprawidłowej strukturze prowadzi  

do formowania się oligomerów. Następnie oligomery zaczynają się układać w protofibrylle 

aby docelowo utworzyć włókna. Dojrzałe włókna mogą służyć jako matryca dla fibrylarnych 

oligomerów lub mogą one ulegać wtórnej nukleacji doprowadzając do utworzenia 

rozpuszczalnych form oligomerów [Ryc. 3]. 

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie procesu agregacji białek wg (Verma i wsp., 2015). 
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 Peptydy Aβ zarówno o prawidłowej strukturze, jak i te zagregowane mogą być 

degradowane głównie na drodze proteolitycznej i lizosomalnej. Niestety, w chorobach 

neurodegeneracyjnych, takich jak ChA, czy choroba Parkinsona (ChP) często dochodzi  

do zaburzeń w działaniu kompleksu ubikwityna-proteasom, jak również samej degradacji 

zależnej od proteasomów, co przekłada się na zwiększoną produkcję i nagromadzanie się 

splotów neurofibrylarnych oraz w mniejszym stopniu peptydów Aβ. W mózgach osób 

chorych na ChA zaobserwowano również zaburzenia proteolizy lizosomalnej, które jak  

się przypuszcza mogą być skutkiem nagromadzenia się i ko-lokalizacji endosomów  

oraz autofagicznych wakuol w pobliżu kompleksów γ-sekretazy, APP oraz CTFβ (fragment 

C-końcowy APP) (Boland i wsp., 2008, Nakanishi i wsp., 1997).  

Oprócz dwóch wymienionych wcześniej ścieżek, w komórce istnieją jeszcze inne 

mechanizmy, mające na celu utrzymanie proteostazy oraz optymalnego poziomu Aβ.  

Do jednych z nich można zaliczyć działanie metaloproteinaz (MMP, Matrix 

metalloproteinase) – grupy enzymów proteolitycznych zależnych od cynku.  

Spośród całej rodziny metaloproteinaz, MMP2 może degradować zarówno Aβ1-42,  

jak i Aβ1-40 (Hernandez-Guillamon i wsp., 2015, Liao i Van Nostrand, 2010, Roher i wsp., 

1994). MMP3 może degradować Aβ pośrednio poprzez aktywację innych MMP m. in. 

MMP9, która może rozszczepiać peptyd Aβ w miejscach, które uważa się za istotne  

dla tworzenia się struktury β-kartki (Backstrom i wsp., 1996). Ponadto, MMP9 może brać 

udział w usuwaniu włókien peptydu Aβ (Backstrom i wsp., 1996, Hernandez-Guillamon i 

wsp., 2015, Liao i Van Nostrand, 2010). Coraz więcej badań wskazuje, że w przypadku 

późno występującej ChA (late onset), do akumulacji peptydu Aβ bardziej przyczynia się 

jego niewystarczający katabolizm, a nie zwiększona produkcja peptydu (Bateman i wsp., 

2006). 

 Do zmian patologicznych związanych z ChA można zaliczyć obecność ciał 

Lewy’ego zawierających α-synukleinę (ASN) – główne białko charakteryzujące inne 

choroby neurodegeneracyjne, takie jak ChP oraz otępienie z ciałami Lewy'ego.  

Ciała Lewy’ego są obserwowane post mortem u około 50-60% pacjentów z SAD i FAD 

(Hamilton, 2000, Shi i wsp., 2018). ASN jest białkiem neuronalnym występującym w jądrze 

komórkowym, zakończeniach presynaptycznych oraz w tratwach lipidowych błony 

plazmatycznej (Fortin i wsp., 2004). Podobnie jak Aβ, ASN pełni ważną rolę w fizjologii 

komórki. Wiadomo, że białko to bierze istotny udział w dojrzewaniu synaps i ich działaniu, 

transporcie aksonalnym, produkcji dopaminy i jej metabolizmie, a spadek poziomu ASN  
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w komórce wiąże się z obniżoną produkcją pęcherzyków synaptycznych (Adamczyk i wsp., 

2006, Bellani i wsp., 2010, Burré, 2015, Sidhu i wsp., 2004). Oprócz znaczącej roli tego 

białka w rozwoju ChP, ASN zaczęła zwracać uwagę badaczy jako czynnik mający znaczenie 

w patogenezie ChA. Kenji Ueda i wsp. po raz pierwszy opisali 1993r. nie-amyloidowy 

komponent płytek starczych (NAC, Non-amyloid β component of Alzheimer disease 

plaques), będący jednocześnie fragmentem ASN w mózgach osób chorych na ChA (Ueda i 

wsp., 1993). Obecność NAC sprzyja tworzeniu przez ASN struktury β-kartki, która inicjuje 

proces agregacji i powstawania oligomerów wykazujących tendencję do tworzenia 

nierozpuszczalnych złogów odkładanych w postaci ciał Lewy’ego (Li i wsp., 2002, Pineda i 

Burré, 2017, Roeters i wsp., 2017). Aktualnie coraz częściej zwraca się uwagę na potencjalne 

wykorzystanie ASN jako dodatkowego markera w ChA. Niektóre z badań wskazują  

na zwiększony poziom tego białka w płynie mózgowo-rdzeniowym pacjentów chorych na 

ChA (Majbour i wsp., 2017, Shi i wsp., 2018, Toledo i wsp., 2013). Ponadto, zaczyna się 

poszukiwać mechanizmu oddziaływania ASN na zmiany patologiczne zachodzące w ChA.  

Zarówno ASN, jak i Aβ wykazują między sobą wiele podobieństw. Białko ASN oraz 

peptydy Aβ mogą:  

- tworzyć nierozpuszczalne agregaty, które są głównymi czynnikami patologicznymi 

w ChA i ChP (Aguzzi i O'Connor, 2010, Irvine i wsp., 2008),  

- tworzyć ze sobą kompleksy ASN/Aβ, które przyczyniają się do zwiększenia 

napływu jonów Ca2+ do komórki (Tsigelny i wsp., 2014),  

- wchodzić w obustronną interakcję z białkiem tau poprzez aktywację kinazy  

GSK-3β i nasilać jego toksyczność w komórkach (Badiola i wsp., 2011, Credle i wsp., 2014, 

Duka i wsp., 2009, Gąssowska i wsp., 2014b, Qu i wsp., 2014).  

Nie bez znaczenia pozostaje też wzajemne oddziaływanie obu tych czynników 

patologicznych. Badania z wykorzystaniem komórek neuronalnych wyizolowanych  

z podwzgórza (GT1–7) transfekowanych genem ASN, które były traktowane Aβ1–42 lub 

Aβ1–40 wykazały, że Aβ1–42 jako jedyny powoduje wzrost wewnątrzkomórkowej 

produkcji zagregowanych form ASN (Masliah i wsp., 2001). Ta sama grupa badaczy kilka 

lat później udowodniła, że sama ASN może wpływać na nasilenie produkcji Aβo1-42. 

Podczas inkubacji ASN z Aβ1–42 lub Aβ1–40 zaobserwowano, że ASN tworzy z Aβ1–42 

nierozpuszczalne oligomery, podczas gdy Aβ1–40 pozostaje dalej w formie rozpuszczalnej 

(Mandal i wsp., 2006). Stwierdzono, że ASN może się wiązać z błonami, np. pęcherzyków 

synaptycznych, siateczki śródplazmatycznej/aparatu Golgiego i mitochondriów.  
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Jej toksyczne formy mogą więc brać udział w hamowaniu przekaźnictwa neuronalnego, 

zaburzeniu funkcjonowania mitochondriów (Miraglia i wsp., 2018). Ponadto wykazano,  

że ASN podana egzogennie do linii komórkowej PC12 transfekowanej białkiem APP, 

zawierającym podwójną mutację szwedzką, wpływa na wzrost toksyczności i uwalniania 

peptydu Aβ prowadząc do zwiększenia zaburzeń mitochondrialnych oraz do programowanej 

śmierci komórkowej zależnej od kaspaz (Kaźmierczak i wsp., 2008). Zarówno ASN,  

jak i Aβ mogą powodować zaburzenia swojego metabolizmu poprzez upośledzenie funkcji 

proteasomów, co może w konsekwencji doprowadzać do zwiększonej akumulacji białka tau 

oraz zagregowanych peptydów (Lindersson i wsp., 2004, Marsh i Blurton-Jones, 2012, 

Tseng i wsp., 2008). 

Podsumowując, zagregowane białka i peptydy, takie jak Aβ i ASN pełnią ważną rolę 

w inicjacji kaskady wielu procesów przyczyniających się do rozwoju ChA. Uwagę zwraca 

fakt, że pomimo wieloletnich badań dotyczących powiązań pomiędzy ASN a Aβ oraz prób 

wykorzystania tej zależności jako biomarkera w chorobach neurodegeneracyjnych, 

obserwuje się niewielki postęp w wyjaśnieniu molekularnych przyczyn ich powstawania 

(Roberts i wsp., 2017). Dlatego też, niektóre z najnowszych doniesień zaczęły skupiać się 

na roli ASN w powstawaniu peptydu Aβ, gdzie zaczęto przypisywać ASN rolę w regulacji 

ekspresji i aktywności sekretaz, metaloproteinaz, a nawet w regulacji powstawania/działania 

bioaktywnych sfingolipidów, takich jak sfingozyno-1-fosforan (S1P) (Motyl i wsp., 2018b, 

Roberts i wsp., 2017). 

1.2. Enzymy NAD+-zależne: polimerazy poli(ADP-rybozy) – (PARPy) i 

deacetylazy histonów klasy III (sirtuiny) oraz ich rola w ChA 

1.2.1. PARPy  

 Polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARPy) należą do grupy enzymów biorących udział 

w poli(ADP-rybozylacji) białek. Reakcja ta wykorzystuje jako źródło jednostek  

ADP-rybozy dinukleotyd nikotynoamidowy (NAD+) i prowadzi do przyłączania się 

cząsteczek ADP-rybozy w postaci liniowej lub rozgałęzionych polimerów do docelowych 

białek (heteromodyfikacja) lub do samego PARPu (automodyfikacja) [Ryc.4].  

Rodzina polimeraz poli(ADP-rybozy) (PARP) liczy u człowieka 17 białek, z których białko 

PARP1 (113 kDa) jako pierwsze zostało dokładnie scharakteryzowane oraz przebadane pod 

kątem procesów wykrywania i naprawy uszkodzeń DNA (Javle i Curtin, 2011). Należy tutaj 
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nadmienić, iż PARP1 nie jest per se enzymem odpowiedzialnym bezpośrednio za naprawę 

DNA, lecz jest enzymem pomagającym innym białkom w zainicjowaniu i wykonaniu 

procesów naprawy DNA (Berger i wsp., 2018). Ponadto, PARP1 jest odpowiedzialny  

za ponad 90% poli(ADP-rybozylacji) w mózgu (Banasik i wsp., 2012). Oprócz białka 

PARP1 w procesach naprawy DNA mogą również uczestniczyć PARP2 i PARP3 (Beck i 

wsp., 2014, Javle i Curtin, 2011, Lapucci i wsp., 2011).  

 W warunkach fizjologicznych aktywność PARP1 jest bardzo niska.  

Podstawowa aktywność PARP1 może ulec gwałtownemu podwyższeniu w warunkach 

patologicznych, np. podczas toksyczności wywołanej działaniem peptydu Aβ, gdzie 

dochodzi do wzrostu stresu oksydacyjnego, procesów zapalnych, czy też uszkodzeń DNA 

(Strosznajder i Banasik, 2000). Duża liczba uszkodzeń DNA może prowadzić  

do nadreaktywności PARP1 i do obniżenia puli NAD+ oraz ATP, co w konsekwencji 

prowadzi do śmierci komórki, wywołanej aktywacją czynnika indukującego apoptozę (AIF, 

apoptosis inducing factor) (Adamczyk i wsp., 2005, Alano i wsp., 2010, Strosznajder i 

Gajkowska, 2006) [Ryc. 5]. PARP1 w chorobach neurodegeneracyjnych, oprócz istotnego 

udziału w nekrotycznej śmierci komórkowej, może również brać udział w regulacji licznych 

ścieżek sygnałowych doprowadzających do apoptozy, nekroptozy, parthanatos (specyficzny 

rodzaj śmierci indukowany nadreaktywnością PARP1), mitofagii i autofagii (Basello i 

Scovassi, 2015). PARP1 bierze również udział w regulacji wielu innych białek i czynników 

transkrypcyjnych związanych z procesami zapalnymi oraz regulacją śmierci i przeżycia 

komórki, do których można zaliczyć: p53, NF-κB, HIF-1, FoxO1, BAX, Bcl-2 (Hassa i wsp., 

2005, Kauppinen i wsp., 2013, Martire i wsp., 2015, Strosznajder i wsp., 2010, Wesierska-

Gadek i Schmid, 2001).  

 Podwyższony poziom PARP1 obserwowany jest w korze czołowej i skroniowej  

w mózgach pacjentów chorych na ChA (Love i wsp., 1999). Za ten stan może odpowiadać 

Aβ, który poprzez aktywację syntazy tlenku azotu (NOS), oksydazy NADPH oraz 

zahamowanie mitochondrialnego łańcucha oddechowego może prowadzić do powstania 

wolnych rodników oraz do uszkodzenia DNA (Shelat i wsp., 2008, Strosznajder i wsp., 

2000) [Ryc. 5]. Wykazano również, że Aβ przy udziale PARP1 aktywuje procesy zapalne 

poprzez czynnik transkrypcyjny NF-κB (Martire i wsp., 2013). Aktualnie prowadzonych jest 

wiele badań nad zastosowaniem inhibitorów PARPu w chorobach nowotworowych, 

stwardnieniu rozsianym, niedokrwieniu, ChA oraz ChP (El Amki i wsp., 2018, Hu i wsp., 

2018, Olsen i Feany, 2019). Niektóre z nich (talazoparib, veliparib) osiągnęły etap fazy 
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klinicznej lub zostały już zaakceptowane przez FDA (olaparib, rucaparib, niraparib)  

do leczenia niektórych chorób nowotworowych (Berger i wsp., 2018, Carney i wsp., 2018, 

Wiśnik i wsp., 2016). Badania in vitro i ex vivo wykazały protekcyjną rolę inhibitorów 

PARP1, takich jak 3-aminobenzamid, czy nikotynamid, w stresie oksydacyjnym 

wywołanym toksycznością peptydu Aβ1–42 (Bayrakdar i wsp., 2014, Turunc Bayrakdar i 

wsp., 2014). Ponadto, wykazano protekcyjne działanie inhibitora PARP1 w stresie 

oksydacyjnym wywołanym toksycznością peptydu Aβ1–42 poprzez wzrost ekspresji genów 

kodujących białka antyoksydacyjne (Gpx1, Gpx4) oraz obniżenie ekspresji niektórych 

czynników transkrypcyjnych (Nrf1, Trp53, Nfkb1) (Czapski i wsp., 2018). PARP1 wpływa 

również na regulację innych enzymów NAD+-zależnych, takich jak sirtuiny (SIRTy) 

poprzez regulację ich transkrypcji oraz dostępności NAD+ (Jęśko i Strosznajder, 2016).  

Mechanizm działania PARPów i SIRTuin, jak również ich rola w fizjologii i patologii 

przedstawia rycina 4. 

Rycina 4. Rola PARPów i SIRTuin w fizjologii i patologii. Zarówno PARPy, jak i SIRTy 

korzystają z tego samego substratu, którym jest NAD+. SIRTy biorą udział w reakcji deacetylacji 

białek, natomiast PARPy w reakcji poli(ADP-rybozylacji). W wyniku działania obu enzymów 

powstaje dodatkowo nikotynamid, który może działać jako inhibitor PARPów i SIRTuin. Podczas, 

gdy SIRTy wykazują głównie działanie pro-życiowe, rola PARPów jest zależna od stopnia ich 

reaktywności, który ulega nasileniu w wielu chorobach neurodegeneracyjnych. 
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 Pomimo wieloletnich badań nad mechanizmami działania PARP1 do dnia 

dzisiejszego w dalszym ciągu nie jest wiadomo czy enzym ten może bezpośrednio 

oddziaływać na metabolizm białka APP [Ryc. 5]. 

1.2.2. SIRTy 

 Sirtuiny należą do klasy III deacetylaz histonów (HDACs, histone deacetylases). 

Niektóre z sirtuin oprócz zdolności do deacetylacji, mogą wykazywać aktywność  

ADP-rybozylotransferazy [Ryc. 4]. Rodzina sirtuin liczy 7 białek (SIRT1-7). Na podstawie 

lokalizacji wewnątrzkomórkowej SIRTy można podzielić na: jądrowe (SIRT1,6 i 7); 

cytoplazmatyczne (SIRT2) oraz mitochondrialne (SIRT3,4,5). Enzymy te oprócz histonów 

deacetylują wiele białek regulatorowych i czynników transkrypcyjnych, niezbędnych  

do prawidłowego funkcjonowania komórki. SIRT1 jest najlepiej poznaną i opisaną sirtuiną. 

Bierze ona udział w regulacji funkcji licznych białek związanych z naprawą DNA, 

biogenezą mitochondrialną, homeostazą glukozy, procesami zapalnymi oraz apoptozą (Chen 

i wsp., 2005, Jeong i wsp., 2007, Mei i wsp., 2016). Ponadto, SIRT1 odpowiedzialna jest 

również za regulację funkcji endokrynnych oraz rytmu dobowego. W mózgu może brać ona 

udział w procesach konsolidacji pamięci poprzez modulowanie plastyczności synaptycznej, 

promowanie wydłużania się aksonów oraz rozgałęzień dendrytycznych (Herskovits i 

Guarente, 2014). Dlatego też nie bez znaczenia jest fakt, iż SIRT1 jest najczęściej kojarzona 

z procesami związanymi z długowiecznością oraz z jej działaniem neuroprotekcyjnym 

(Haigis i Guarente, 2006). Poziom białka i aktywność enzymatyczna SIRT1 ulega obniżeniu 

u osób starszych i otyłych. Natomiast aktywacja SIRT1 polepsza stan tych osób (Choi i wsp., 

2017, Guarente, 2011, Haigis i Guarente, 2006, Kwon i wsp., 2017, Kwon i wsp., 2015). 

Podczas badań poziomu ekspresji genu SIRT1 w liniach komórkowych LCL 

(lymphoblastoid cell line) wyizolowanych od stulatków, zaobserwowano zwiększony 

poziom ekspresji SIRT1 w porównaniu do osób w wieku 56-82 lat lub osób chorych na ChA 

(Hadar i wsp., 2018). SIRT1 może regulować aktywność PGC-1α (Peroxisome Proliferator-

Activated Receptor Gamma Coactivator 1 Alpha), który jest kluczowym regulatorem 

biogenezy mitochondrialnej poprzez jego bezpośrednią deacetylację. Poprzez aktywację 

PGC-1α, SIRT1 może wpływać także na ekspresję czynników transkrypcyjnych z grupy 

FoxO (forkhead transcription factors of the O class). Czynnik FoxO bierze udział  

w regulacji aktywności niektórych białek antyoksydacyjnych (np. SOD) oraz jądrowego 

czynnika oddechowego (NRF-1, nuclear respiratory factor 1), który z kolei reguluje 

aktywację mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego TFAM (mitochondrial 
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transcription factor A) odpowiedzialnego za stymulację replikacji mitochondrialnego DNA 

oraz wzrost ekspresji licznych genów mitochondrialnych (Campbell i wsp., 2012, Tang, 

2016, Zhang i wsp., 2019). Dodatkowo, SIRT1 poprzez oddziaływanie na PGC-1α może 

również pośrednio regulować ekspresję SIRT3, jak również bezpośrednio deacetylować 

SIRT3 (Kwon i wsp., 2017). SIRT1 jest również bardzo ważnym regulatorem przeżycia 

komórki. Może ona hamować ekspresję pro-apoptotycznego białka BAX, kaspazę-3,  

jak również deacetylować i hamować białko p53 (Alcendor Ralph i wsp., 2004, Hsu i wsp., 

2010). Ponadto, SIRT1 bierze udział w regulacji procesów zapalnych poprzez hamowanie 

czynnika transkrypcyjnego NF-κB, wynikające z deacetylacji: białka p65, histonu H4K16 

oraz metylotransferazy SUV39H1 (Min i wsp., 2013). SIRT1 podobnie jak PARP 1-3 może 

pełnić również rolę strażnika genomu, poprzez koordynację procesów naprawy DNA, takich 

jak wycięcie zasad (BER, Base Excision Repair) oraz wycięcie nukleotydów (NER, 

Nucleotide Excision Repair) (Choi i Mostoslavsky, 2014, Yamamori i wsp., 2010).  

 SIRT1 pełni również ważną rolę w ChA. Wpływa ona na obniżenie poziomu peptydu 

Aβ, poprzez aktywację białka ADAM10, które wykazuje aktywność α-sekretazy. 

Dodatkowo, może ona pośrednio obniżać poziom białka oraz mRNA BACE1 poprzez 

hamowanie czynnika transkrypcyjnego NF-κB (Chen i wsp., 2012, Jęśko i Strosznajder, 

2016, Lee i wsp., 2014, Wang i wsp., 2013). Ponadto, SIRT1 zapobiega nadmiernej 

akumulacji białka tau, poprzez jego deacetylację. Deacetylacja białka tau powoduje jego 

zwiększoną poliubikwitynację, a następnie degradację przy udziale proteasomów (Julien i 

wsp., 2009, Min i wsp., 2013). SIRT1 bierze też udział w degradacji peptydu Aβ na drodze 

lizosomalnej poprzez deacetylację białek zależnych od lizosomów, co powoduje wzrost 

ilości lizosomów w astrocytach (Li i wsp., 2018). Co więcej SIRT1 może zmniejszać 

powstawanie zagregowanych form ASN. Efekt ten prawdopodobnie wynika ze zwiększenia 

mechanizmów ochrony antyoksydacyjnej wynikającej z aktywacji PGC-1α, jak również 

aktywacji czynników transkrypcyjnych z rodziny FoxO (Singh i wsp., 2017). 

 Zarówno PARPy jak i SIRTy konkurują o ten sam substrat, jakim jest NAD+. 

Zależność ta jest niezwykle ważna podczas stresu oksydacyjnego do którego dochodzi  

w wyniku toksyczności peptydu Aβ [Ryc. 5, punkt 1], co doprowadza w konsekwencji  

do stymulowania indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) w komórce [Ryc. 5, punkt 2]. 

Na skutek licznych uszkodzeń DNA wywołanych m. in. przez tlenek azotu (NO) dochodzi 

do nadmiernej aktywacji enzymu jądrowego PARP1 [Ryc. 5, punkt 3], co prowadzi  

do obniżenia poziomu NAD+ [Ryc. 5, punkt 4] i zahamowania aktywności SIRT1  
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(co wynika z niższej wartości stałej Michaelisa - Km (20-60 μM dla PARP1, ~ 130 μM  

dla SIRT1) [Ryc. 5, punkt 5] (Canto i wsp., 2013). PARPy mogą również regulować 

aktywność SIRT1 na drodze transkrypcyjnej. Bai i wsp. wykazali, że PARP2 może hamować 

aktywność SIRT1 poprzez wiązanie się z rejonami promotora SIRT1 (Bai i wsp., 2011). 

SIRT1 może również hamować aktywność PARP1 poprzez jego deacetylację (Rajamohan i 

wsp., 2009). Poprzez zahamowanie aktywności SIRT1, PARP1 może wpływać na wzrost 

produkcji peptydu Aβ, jak również na obumieranie neuronów, co może prowadzić  

do zaburzeń funkcji poznawczych [Ryc. 5, punkt 6]. Proces ten przedstawiono na rycinie 5. 

 

Rycina 5. Wpływ interakcji pomiędzy PARP1 a SIRT1 na produkcję peptydu Aβ. APP - 

białko prekursorowe amyloidu beta; Aβ - amyloid beta; ONOO—nadtlenoazotyn; (NO•)- tlenek 

azotu; O2-•- anionorodnik ponadtlenkowy; NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy; PAR - 

poli (ADP-ryboza); ATP - adenozyno-5'-trifosforan; AIF- czynnik indukujący apoptozę. 

 SIRT3, 4, 5 występują głównie w mitochondriach, za wyjątkiem SIRT3, która może 

również ulec przemieszczeniu do jądra komórkowego np. na skutek stresu oksydacyjnego 

(Iwahara i wsp., 2012). Sirtuiny mitochondrialne mogą wykazywać się aktywnością 

antyoksydacyjną i chronić komórkę przed stresem oksydacyjnym poprzez: aktywację 

enzymów antyoksydacyjnych lub poprawę działania mitochondrialnego łańcucha 

elektronów. Spośród wszystkich sirtuin mitochondrialnych SIRT3 jest najbardziej 

przebadaną SIRTuiną. Wykazuje się ona szeroką obecnością w tkankach o wysokiej 

aktywności metabolicznej, takich jak: mózg, serce, mięśnie, wątroba, nerki, brunatna tkanka 

tłuszczowa (Dittenhafer-Reed i wsp., 2015, Mahlknecht i Voelter-Mahlknecht, 2011, 

Matsushima i Sadoshima, 2015, Srivastava i wsp., 2013). SIRT3 bierze udział w deacetylacji 

wielu białek mitochondrialnych zaangażowanych w metabolizm, odpowiedź na stres 

oksydacyjny, przeżycie komórki, jak również w deacetylacji czynników transkrypcyjnych. 

Sirtuina ta poprzez pośrednie oddziaływanie na czynnik transkrypcyjny FoxO3 bierze udział 
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w obniżaniu stresu oksydacyjnego poprzez transaktywację katalazy, mitochondrialnej 

manganowej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD), peroksyredoksyny 3 i 5 (Prx3,Prx5), 

oraz tioredoksyny 2 (Trx2) (Tseng i wsp., 2014). Ponadto, SIRT3 może bezpośrednio 

oddziaływać na dehydrogenazę izocytrynianową (IDH2), dehydrogenazę glutaminianową 

(GDH), syntetazę 2 acetylo-koenzymu A (AceCS2) oraz MnSOD (Chen i wsp., 2015, Finley 

i wsp., 2011, Hirschey i wsp., 2011, Pacella-Ince i wsp., 2014, Sheng i wsp., 2015).  

SIRT3 poprzez deacetylację wpływa również na działanie kompleksów mitochondrialnego 

łańcucha transportu elektronów. Sirtuina ta może również brać udział w regulacji biogenezy 

mitochondrialnej poprzez pośrednią aktywację PGC-1α za pomocą kinazy AMPK (Kincaid 

i Bossy-Wetzel, 2013). Nadekspresja SIRT3 powoduje wzrost aktywności kompleksów: I, 

III, IV i V (Dai i wsp., 2014, Kim i wsp., 2010, Rahman i wsp., 2014). Najnowsze badania 

nad udziałem SIRT3 w ChA wskazują na to, że zarówno ekspresja jak i poziom białka SIRT3 

ulegają obniżeniu zarówno w modelach zwierzęcych, jak i w mózgach osób chorych ChA 

(Lee i wsp., 2018a, Yang i wsp., 2015a). Uważa się, że SIRT3 bierze udział w regulacji 

białka p53 w mitochondriach poprzez jego deacetylację. Obniżenie się aktywności SIRT3 

może doprowadzić do wzrostu aktywności białka p53, zaburzeń w pracy mitochondriów  

i neuronów oraz do ich uszkodzenia (Lee i wsp., 2018a).  

SIRT4 i 5 charakteryzują się niską bądź znikomą aktywnością deacetylazy. SIRT4 

oprócz aktywności deacetylazy wykazuje się zdolnością do mono-ADP-rybozylacji i bierze 

udział w regulacji homeostazy ATP oraz w regulacji mitochondrialnej biogenezy (Ho i wsp., 

2013). Enzym ten bierze również udział w modulowaniu metabolizmu poprzez 

oddziaływanie na enzym degradujący insulinę (IDE) oraz dehydrogenazę glutaminianową 

(GDH) (Haigis i wsp., 2006, Liu i wsp., 2019). Natomiast SIRT5 wykazuje się zdolnością 

do odłączenia grup bursztynylowych, malonylowych, glutarylowych z aktywnością 

katalityczną 1000 razy większą niż w przypadku deacetylacji (Du i wsp., 2011, Yang i wsp., 

2015b). SIRT5, podobnie do pozostałych sirtuin mitochondrialnych, bierze udział  

w modulowaniu działania białek mitochondrialnych oraz syntezy ATP poprzez reakcje 

desukcynylacji (Buler i wsp., 2014).  

Biorąc pod uwagę fakt, że zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriów są ważnym 

czynnikiem w patofizjologii ChA, a sam peptyd Aβ może wpływać na zaburzenia  

w funkcjonowaniu łańcucha transportu elektronów, zrozumienie mechanizmu działania 

sirtuin oraz ich protekcyjnego działania w stresie oksydacyjnym może przyczynić się  

do opracowania nowych strategii terapeutycznych opartych o enzymy NAD+-zależne. 
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1.3. Bioaktywne sfingolipidy 

 W ostatnim czasie uwagę badaczy zarówno w kontekście ChA jak i innych chorób 

neurodegeneracyjnych związanych z ośrodkowym układem nerwowym (OUN) zaczęły 

przyciągać bioaktywne sfingolipidy będące nie tylko częścią składową błony komórkowej, 

ale również cząsteczkami sygnalizacyjnymi mającymi istotne znaczenie w przekaźnictwie 

sygnałów i regulacji procesów zachodzących w komórce, takich jak: przeżycie, 

różnicowanie, proliferacja czy programowana śmierć (Chakrabarti i wsp., 2016, Espaillat i 

wsp., 2015). Zaliczamy do nich m. in.: ceramid, ceramido-1-fosforan (C1P), sfingozynę oraz 

sfingozyno-1-fosforan (S1P). Ceramid znajduje się w centralnym punkcie ścieżki 

metabolizmu sfingolipidów i może powstawać w wyniku syntezy de novo, hydrolizy 

sfingomieliny oraz poprzez tzw. „szlak ratunkowy” w wyniku działania syntaz ceramidu 

(CERS) [Ryc. 6].  

 

Rycina 6. Metabolizm bioaktywnych sfingolipidów. SPT - palmitoilotransferaza serynowa; 

CERS - syntaza ceramidu; CERK - kinaza ceramidu; C1PP – fosfataza C1P;  

SGMS - syntaza sfingomieliny; SMPD – sfingomielinaza; ASAH1 – ceramidaza kwaśna;  

ACER- ceramidaza zasadowa; SPHK – kinaza sfingozyny; SGPP – fosfataza S1P, SGPL – liaza S1P 
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 Synteza de novo ceramidu zachodzi w retikulum endoplazmatycznym (RE), gdzie 

przy udziale palmitoilotransferazy serynowej (SPT) w wyniku kondensacji palmitoilo-CoA 

i seryny powstaje 3-ketosfinganina, która jest szybko redukowana do sfinganiny. Następnie, 

przy udziale syntazy ceramidu (CERS) powstaje dihydroceramid, który przekształcany jest 

do ceramidu przy udziale desaturazy dihydroceramidu. Tak powstały ceramid może:  

a) służyć jako szkielet do budowy bardziej złożonych sfingolipidów, takich jak 

sfingomielina czy glikosfingolipidy; b) być metabolizowany przy udziale ceramidaz  

do sfingozyny; c) zostać ufosforylowany do pro-życiowej formy – C1P przy udziale kinazy 

ceramidu (CERK). Szlak w wyniku którego dochodzi do powstania ceramidu ze sfingozyny 

przy udziale syntazy ceramidu nazywany jest szlakiem ratunkowym (salvage pathway). 

Sfingozyna, podobnie jak ceramid, może również zostać przekształcona do pro-życiowej 

formy, w tym przypadku do S1P przy udziale kinaz sfingozyny (SPHK1 i 2). Tak powstałe 

bioaktywne sfingolipidy stają się składnikiem błon komórkowych oraz źródłem 

przekaźników komórkowych. 

1.3.1. Rola ceramidu i sfingozyno-1-fosforanu w chorobach 

neurodegeneracyjnych 

 Podwyższony poziom ceramidu obserwowany jest w mózgu (w korze czołowej  

i skroniowej), płynie mózgowo-rdzeniowym i surowicy osób chorych na ChA oraz  

w zwierzęcych modelach ChA (Ellis i wsp., 2015, Filippov i wsp., 2012, Mielke i wsp., 

2014). W stanie równowagi komórkowej ceramid nie podlega akumulacji i może być 

prekursorem dla innych sfingolipidów. Natomiast w stanach patologicznych wysoki poziom 

ceramidu może nasilać stres oksydacyjny oraz indukować śmierć neuronów zależną  

od mitochondriów (Czubowicz i Strosznajder, 2014). Ceramidy mogą wykazywać swoje 

działanie pro-apoptotyczne poprzez aktywację kaspazy 3 i 8, aktywację proteazy – 

katepsyny B i D, aktywację kinazy białkowej JNK oraz hamowanie pro-życiowych szlaków 

z udziałem białek z rodziny Bcl-2 oraz kinaz białkowych B i Cα (PKB i PKCα) (Hearps i 

wsp., 2002, Liu i wsp., 2016, Morales i wsp., 2007, Wang i wsp., 2000). Wzrost poziomu 

ceramidu w komórce może nastąpić na skutek: syntezy de novo, aktywacji szlaku 

ratunkowego lub hydrolizy sfingomieliny przy udziale kwaśnej i obojętnej sfingomielinazy 

(Hannun i Obeid, 2008, Kitatani i wsp., 2008) [Ryc. 6]. Co istotne, do wzrostu poziomu 

ceramidu w ChA może dochodzić pod wpływem oligomerów peptydu Aβ poprzez aktywację 

obojętnej sfingomielinazy (Jana i Pahan, 2010, Lee i wsp., 2004). Ceramid w ChA może 

zwiększać powstawanie peptydu Aβ oraz nasilać jego toksyczność poprzez post-translacyjną 
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stabilizację β-sekretazy oraz aktywację γ-sekretazy (Jembrek i wsp., 2013, Puglielli i wsp., 

2003, Takasugi i wsp., 2015). Wynikać to może z faktu, iż ceramidy oraz inne sfingolipidy 

biorą udział w tworzeniu tratw lipidowych znajdujących się w błonach komórkowych,  

w których znajduje się część białka APP, która ulega proteolitycznej obróbce przy udziale 

β- i γ-sekretazy (Hicks i wsp., 2012). Ponadto zaobserwowano, że nadmierny wzrost 

poziomu ceramidu może prowadzić do zaburzenia równowagi pomiędzy ceramidem a S1P, 

która jest istotna dla prawidłowego funkcjonowania komórki (Ceccom i wsp., 2014, 

Cuvillier i wsp., 1996). Zjawisko to obserwowane jest w ChA, stwardnieniu rozsianym, 

niedokrwieniu mózgu, chorobie Gauchera, sepsie oraz w chorobach nowotworowych 

(Haughey i wsp., 2010, Novgorodov i Gudz, 2009, Patwardhan i wsp., 2016, Vidaurre i wsp., 

2014). 

 Jednym ze sfingolipidów, który w odróżnieniu od ceramidu wykazuje działanie  

pro-życiowe, jest powstały w wyniku fosforylacji sfingozyny przy udziale kinaz sfingozyny 

(SPHK), sfingozyno-1-fosforan (S1P). S1P jako cząsteczka sygnałowa może wpływać  

na przeżycie, różnicowanie, proliferację oraz fenotyp dojrzałych neuronów (morfologię 

neurytów, działanie neurotransmiterów oraz plastyczność synaptyczną). Aktywność pro-

życiowa S1P zależna jest od lokalizacji wewnątrzkomórkowej kinazy sfingozyny  

i jej izoformy. SPHK1, która jest kojarzona z procesami pro-życiowymi, znajduje się 

głównie w cytoplazmie oraz błonie komórkowej (Di Pardo i Maglione, 2018, Dominguez i 

wsp., 2018). Funkcja SPHK2 zależna jest od jej lokalizacji komórkowej. Jeśli kinaza ta 

znajduje się w jądrze komórkowym to bierze ona udział w regulacji syntezy DNA oraz 

regulacji deacetylaz histonów klasy I (Fu i wsp., 2018). Natomiast gdy SPHK2 występuje  

w ER to może brać udział w promowaniu apoptozy poprzez produkcję S1P będącego 

substratem w szlaku ratunkowym, w wyniku którego powstaje ceramid (Maceyka i wsp., 

2005). SPHK2, podobnie jak SPHK1 może wykazywać działanie pro-życiowe wówczas, 

gdy znajduje się w błonie komórkowej (Neubauer i wsp., 2019). Bierze ona wtedy udział  

w produkcji S1P, który oddziałuje autokrynnie albo parakrynnie za pośrednictwem 

błonowych receptorów (S1PR1-5) sprzężonych z białkami G (Gq, G12/13 i Gi) oraz jako 

wewnątrzkomórkowy przekaźnik drugiego rzędu (Brunkhorst i wsp., 2014, Maceyka i wsp., 

2012, Neubauer i Pitson, 2013). Aby S1P mógł oddziaływać w sposób autokrynny lub 

parakrynny na swoje receptory, musi przemieścić się na zewnątrz komórki za pomocą białek 

transporterowych z rodziny ABC oraz białka Spinster 2 (Donoviel i wsp., 2015, Nagahashi 

i wsp., 2014). S1P poprzez swoje receptory oddziałuje na ścieżki z udziałem PI3 kinazy-Akt, 
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ERK, kinazy Jnk (c-Jun N-terminal kinase), fosfolipazy C lub cyklazy adenylowej 

(adenylate cyclase), które z kolei mogą aktywować czynniki transkrypcyjne, w tym AP-1 

(activator protein) oraz NF-κB (Huang i wsp., 2014). Cztery z pięciu receptorów S1P 

(S1PR1-3, 5) znajdują się w OUN. Mogą one występować na neuronach, astrocytach, 

oligodendrocytach oraz mikrogleju, gdzie biorą udział w regulowaniu neurogenezy, 

aktywności synaptycznej, proliferacji i migracji komórek oraz regulacji powstawania 

cytokin i czynników wzrostu (Martin i Sospedra, 2014, O'Sullivan i Dev, 2017).  

Dlatego też zaburzenia w funkcjonowaniu S1P mogą skutkować nieprawidłową regulacją 

wyżej wymienionych procesów. W tym kontekście niezwykle ważne jest zaobserwowane 

obniżenie poziomu S1P w mózgach osób chorych na ChA (He i wsp., 2010).  

Wykazano również, że zarówno w ChA, jak i w komórkowych modelach tej choroby, 

następuje obniżenie aktywności SPHK1 – kluczowego enzymu odpowiedzialnego  

za powstawanie S1P (Couttas i wsp., 2014, Gąssowska i wsp., 2014a). Ponadto wykazano, 

że w mózgach osób z ChA wzrostowi ulega ekspresja genów odpowiedzialnych  

za powstawanie ceramidu (CERS1, 2) i genu kodującego enzym degradujący S1P – liazę 

S1P (SGPL1). Dodatkowo zaobserwowano, że obniżeniu ulegają geny kodujące kwaśną 

ceramidazę (ASAH1) oraz CERK (Katsel i wsp., 2007). 

 Jak uprzednio wspomniano, promujący apoptozę ceramid podobnie jak sfingozyna 

może zostać ufosforylowany do pro-życiowej postaci – C1P przy udziale CERK.  

C1P może wpływać korzystnie na wzrost komórek i ich przeżycie poprzez blokowanie 

aktywacji kaspazy 3 i 9, aktywację ścieżki z udziałem kinazy 3-fosfatydyloinozytolu 

(phosphoinositide 3-kinase, PI3K), kinazy białkowej B (protein kinase B, PKB)/AKT oraz 

wzrost poziomu pro-życiowego białka Bcl-XL (Gómez-Muñoz i wsp., 2005).  

C1P może również blokować pro-apoptotyczne działanie ceramidu poprzez hamowanie 

aktywności kwaśnej sfingomielinazy oraz SPT, co powoduje zmniejszenie ilości 

powstającego ceramidu (Gomez-Munoz i wsp., 2004, Granado i wsp., 2009). Zarówno C1P, 

jak i S1P odgrywają niezwykle ważną rolę w regulacji procesów zapalnych np. poprzez 

oddziaływanie na czynnik NF-κB lub czynnik martwicy nowotworu (TNFα), aczkolwiek  

w zależności od modelu lub umiejscowienia w komórce, ich oddziaływanie może mieć albo 

pro- albo przeciwzapalny charakter. Dlatego też w dalszym ciągu prowadzone są badania 

mające na celu dokładne wyjaśnienie roli S1P i C1P w procesach zapalnych (Hait i Maiti, 

2017). O ile znane jest działanie S1P w mózgu, jak również zmiany w jego poziomie  

w przebiegu różnych chorób neurodegeneracyjnych, tak o roli C1P wiadomo jest niewiele. 
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Dlatego też potrzebne są dalsze badania mające na celu wyjaśnienie znaczenia tego 

bioaktywnego sfingolipidu zarówno w fizjologii, jak i w stanach patologicznych (Di Pardo 

i Maglione, 2018). 

1.3.2. Fingolimod i jego działanie w układzie nerwowym 

 Fingolimod (FTY720) jest strukturalnym analogiem sfingozyny.  

Został on dopuszczony w U.S.A. w 2010 roku przez FDA, a rok później w Europie pod 

nazwą handlową Gilenya jako lek w terapii osób dorosłych z rzutowo-remisyjną postacią 

stwardnienia rozsianego (SM) (Park i Im, 2017). FTY720 jest lipofilnym pro-lekiem,  

który po ufosforylowaniu przy udziale kinaz sfingozyny I i II (SPHK1 i SPHK2) może ulec 

transportowi z komórek i wiązać się z wysokim powinowactwem z czterema receptorami 

dla sfingozyno-1-fosforanu (S1PR1, S1PR3-5). Należy podkreślić, że wykazuje on 

największe powinowactwo do receptorów S1PR1 i S1PR3 [Ryc. 7]. Zarówno SPHK1 oraz 

SPHK2 biorą udział w fosforylacji FTY720. SPHK2 wykazuje się około 30-krotnie większą 

wydajnością fosforylacji FTY720 w porównaniu do SPHK1, co wynika z posiadania niższej 

wartości Km (Billich i wsp., 2003, Paugh i wsp., 2003). Do niedawna FTY720 przypisywano 

głównie działanie immunosupresyjne, aktualnie zaczyna się dostrzegać neuroprotekcyjny 

potencjał tego leku w OUN (O'Sullivan i Dev, 2017, Slowik i wsp., 2015, Yanagawa i wsp., 

1998). Działanie immunosupresyjne FTY720P w SM polega na jego wiązaniu z receptorami 

dla S1P na limfocytach oraz regulacji uwalniania limfocytów z tkanek limfoidalnych  

do układu krążenia. FTY720P aktywuje receptory S1PR1 oraz S1PR3-4 na limfocytach  

i następnie poprzez długotrwałe związanie z tymi receptorami doprowadza do ich 

wyciszenia i zapobiega uwalnianiu limfocytów z węzłów chłonnych (Mullershausen i wsp., 

2009). W końcowym efekcie następuje obniżenie procesów zapalnych  

i neurodegeneracyjnych wynikające ze spadku migracji limfocytów autoagresywnych do 

OUN (Chun i Hartung, 2010, Slowik i wsp., 2015).  
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Rycina 7. Mechanizm działania S1P oraz FTY720. S1P wykazuje działanie pro-życiowe 

poprzez błonowe receptory (S1PR) sprzężone z białkami G. FTY720 jest strukturalnym analogiem 

sfingozyny. Aby móc oddziaływać na receptory S1P, FTY720 musi zostać najpierw ufosforylowany 

do fosforanu fingolimodu (pFTY720) przy udziale kinaz sfingozyny (SPHK).  

Neuroprotekcyjne działanie FTY720 w chorobach neurodegeneracyjnych może 

przejawiać się w stymulowaniu neuronalnej ekspresji genów, regeneracji aksonów oraz  

ich wzrostu (Anastasiadou i Knöll, 2016). FTY720 może również stymulować wydzielanie 

licznych czynników neurotroficznych przez astrocyty (Hoffmann i wsp., 2015).  

Ponadto, zarówno S1P, jak i FTY720 mogą hamować aktywność deacetylazy histonów klasy 

I w jądrze komórkowym, przez co mogą wpływać na poprawę procesów pamięciowych 

(Hait i wsp., 2009, Hait i wsp., 2014). Udowodniono również neuroprotekcyjne działanie 

FTY720 w zwierzęcych modelach toksyczności peptydu Aβ. Wykazano, że FTY720 

zmniejsza uszkodzenia neuronów hipokampa wywołane toksycznością Aβ oraz poprawia 

procesy pamięciowe (Asle-Rousta i wsp., 2013). Fingolimod może wpływać również  

na poprawę plastyczności synaptycznej oraz procesów pamięciowych poprzez zwiększenie 

poziomu BDNF (brain-derived neurotrophic factor) oraz zmniejszenie astrogliozy w innym 

schorzeniu neurodegeneracyjnym – chorobie Huntingtona (ChH). Ponadto, może on chronić 

hipokamp myszy ChH przed nadmierną aktywacją NF-κB poprzez zmniejszenie poziomu 

TNFα oraz iNOS (Miguez i wsp., 2015). FTY720 może również brać udział w mobilizacji 

pozasynaptycznych receptorów NMDA do synaps w hipokampie (co może przyczynić się 

do zmniejszenia wrażliwości komórki na napływ jonów Ca2+ wywołany toksycznością 

peptydu Aβ) (Joshi i wsp., 2017). Ostatnie badania prowadzone na szczurzym modelu ChA 
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wykazały, że FTY720 działa z podobną efektywnością na ekspresję genów kodujących 

receptory NMDA (GLUN2B), co ich antagonista – memantyna (Hemmati i wsp., 2013). 

Wykazano również, że FTY720 może powodować zmniejszenie się ilości peptydu Aβ 

poprzez hamowanie aktywności γ-sekretazy zarówno w zwierzęcych, jak i komórkowych 

modelach ChA (Takasugi i wsp., 2013). Fingolimod wpływał także na wzrost aktywności 

lokomotorycznej, wzrost poziomu białka SPHK1, zwiększenie poziomu pro-życiowego 

białka Bcl-2 oraz zmniejszenie poziomu kaspazy-3 w zwierzęcym modelu ChP (Motyl i 

wsp., 2018a, Zhao i wsp., 2017). 

Pomimo wieloletnich badań nad znaczeniem peptydów Aβ oraz nad sekwencją 

procesów molekularnych w patologii ChA, patogeneza choroby nie jest do końca 

wyjaśniona, a dotychczas stosowane terapie nie przynoszą zadowalających rezultatów. 

Wobec powyższego, niezwykle ważnym jest prowadzenie dalszych badań zmierzających  

do lepszego zrozumienia zaburzeń molekularnych leżących u podstaw tej choroby oraz 

weryfikacja działania wybranych związków neuroprotekcyjnych. 
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2. Cele pracy 

2.1. Cel ogólny 

 Celem pracy było zbadanie poziomu mRNA genów kodujących enzymy 

metabolizmu APP, enzymy NAD+-zależne (PARPy i SIRTy), enzymy metabolizmu 

bioaktywnych sfingolipidów oraz wybrane białka pro- i anty-apoptotyczne w 

doświadczalnych modelach choroby Alzheimera z uwzględnieniem działania inhibitora 

polimerazy poli(ADP-rybozy) 1 (PARP1) oraz modulatora receptorów sfingozyno-1-

fosforanu (S1P). 

2.2. Cele szczegółowe 

Poszczególne etapy realizacji badań obejmowały: 

 Zbadanie żywotności komórek linii PC12 poddanych toksycznemu działaniu 

egzogennych oligomerów peptydu Aβ1-42 (Aβo).  

 Ocena wpływu Aβo oraz inhibitora PARP1 (PJ-34) na poziom mRNA genów 

kodujących enzymy odpowiadające za metabolizm APP oraz enzymy NAD+-zależne 

(PARPy i SIRTy) w komórkach PC12. 

 Ocena wpływu endogennych peptydów Aβ na poziom mRNA genów kodujących 

PARPy i SIRTy oraz sekretazy APP w komórkach PC12 transfekowanych wektorem 

kodującym APPwt oraz APPsw. 

 Zbadanie wpływu toksyczności oligomerów ASN (ASNo) na poziom mRNA genów 

kodujących enzymy metabolizmu APP, PARPy i SIRTy oraz na aktywność kinazy 

sfingozyny (Sphk1/2) w komórkach PC12. 

 Zbadanie poziomu mRNA genów kodujących enzymy metabolizmu bioaktywnych 

sfingolipidów oraz enzymów NAD+-zależnych (PARPy i SIRTy) w korze mózgowej 

i hipokampie myszy z mutacją genu APP (FVB/APP+). 

 Zbadanie wpływu modulatora receptorów S1P (FTY720, fingolimod) na poziom 

mRNA genów kodujących enzymy metabolizmu bioaktywnych sfingolipidów oraz 

enzymy NAD+-zależne (PARPy i SIRTy) w korze mózgowej i hipokampie myszy 

transgenicznych (FVB/APP+/-). 
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3. Materiały i metody 

3.1. Modele badawcze 

3.1.1. Badania in vitro 

 Do badań wykonanych w niniejszej pracy wykorzystano komórki guza 

chromochłonnego rdzenia nadnerczy szczura (Pheochromocytoma, PC12), które pozyskano 

z Zakładu Farmakologii Biocentrum Uniwersytetu we Frankfurcie nad Menem  

w Niemczech. Linia ta jest rutynowo używana w badaniach nad molekularnymi zmianami 

mechanizmów doprowadzających do neurodegeneracji. Wynika to z ich 

neuroektodermalnego pochodzenia, jak również zdolności do fenotypowego różnicowania 

się w kierunku komórek nerwowych. Ponadto, komórki PC12 wykazują cechy komórek 

dopaminergicznych. W badaniach wykorzystano również komórki PC12 APPwt, które były 

stabilnie transfekowane wektorem ekspresyjnym zawierającym ludzki gen APP typu 

„dzikiego” oraz komórki PC12 APPsw, transfekowane wektorem zawierającym ludzki gen 

APP z mutacją typu szwedzkiego (KM670/671NL). Kontrolę dla obu modeli stanowiły 

komórki PC12 transfekowane pustym wektorem. Transfekcję wykonano przy użyciu 

techniki FUGENE (Roche Diagnostics GmbH). Gen kodujący APP znajdował się pod 

kontrolą promotora CMV. Użyty do transfekcji wektor zawierał geny oporności  

na gentamycynę. Komórki hodowano w standardowej pożywce DMEM (Dulbecco Modified 

Eagle Medium, Merck) z dodatkiem inaktywowanej w 56ºC płodowej surowicy cielęcej 

(Fetal Bovine Serum, FBS, 10%) oraz surowicy końskiej (Horse  Serum, HS, 5%), 2 mM 

glutaminy, 50 jednostek/ml penicyliny oraz 50μg/ml streptomycyny w inkubatorze  

w temperaturze 37ºC oraz atmosferze nasyconej parą wodną zawierającej 5% CO2. Komórki 

PC12 ze stabilną transfekcją genu APP oraz komórki zawierające pusty wektor hodowano 

w w/w pożywce wraz z dodatkiem G-418 (400μg/ml). Komórki pasażowano co 3-4 dni  

z użyciem 0,25% roztworu trypsyny z 0,02% EDTA (Merck). Morfologię komórek w trakcie 

hodowli, jak i podczas eksperymentu obserwowano w mikroskopie świetlnym Olympus 

CKX41. 

 

http://rcin.org.pl



24 

 

3.1.1.1. Przygotowanie oligomerów peptydu Aβ1-42 i traktowanie nimi 

nietransfekowanych komórek PC12 

 Aβo1-42 przygotowano według metody opisanej przez (Stine i wsp., 2003). Peptyd 

Aβ1-42 (rPeptide) rozpuszczono w bezwodnym DMSO. Następnie, peptyd o stężeniu 5mM 

rozcieńczono w pożywce hodowlanej o temperaturze 4-8ºC (Phenol Red-free Ham’s F-12) 

do stężenia 100μM. Po 30 sek. worteksowania, Aβ1-42 inkubowano w temperaturze 4ºC 

przez 24-godz.. W podobny sposób przygotowano peptyd kontrolny (Aβscr), to jest peptyd 

o takim samym składzie aminokwasowym co Aβ ale w zmienionej kolejności. W celu oceny 

procesu oligomeryzacji Aβ wykonano test Tioflawinowy (Th-T), jak również zobrazowano  

Aβo1-42 za pomocą SDS-PAGE z barwieniem srebrem (rozdział elektroforetyczny w żelu 

poliakrylamidowym zawierającym SDS, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis).  

 Komórki wysiewano z gęstością: 1-1,5 x 106 na szalki o średnicy 10 cm lub 1 x 106 

komórek na szalki o średnicy 6 cm w celu późniejszej analizy poziomu mRNA. Następnego 

dnia pożywkę wymieniano na pożywkę Neurobasal z dodatkiem suplementu B27 (Thermo 

Fisher Scientific Inc.) i dodawano badane związki i oligomery (Aβo1-42 1μM, PJ-34 20μM). 

Następnie komórki inkubowano ze związkami ioligomerami przez 24 godz.. Po 24 godz. 

komórki przepłukano dwukrotnie buforem PBS o temp. 4-8ºC i następnie zawieszano w 1ml 

odczynnika TRI-reagent. 

 Do hamowania aktywności PARP1 użyto wodnego roztworu PJ-34 (≥98%, 

C17H17N3O2·HCl·x H2O Chlorowodorek N-(6-okso-5,6-dihydrofenantrydyn-2-yl)-(N,N-

dimetylamino) acetamidu, Sigma). Związek ten jest silnym, specyficznym inhibitorem 

polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP; Ki=20nM).  

3.1.1.2. Przygotowanie oligomerów ASN i traktowanie nimi nietransfekowanych 

komórek PC12 

 Frakcję monomeryczno-oligomeryczną ASN (ASNo) przygotowywano według 

metody Danzer i wsp. z modyfikacjami (Danzer i wsp., 2007).  

Ludzką, rekombinowaną ASN (100μM) rozcieńczono do końcowego stężenia 7 μM  

w 50mM buforze fosforanowym (pH=7,0) zawierającym 20% etanolu.  

Następnie przygotowany roztwór ASN wytrząsano (1000 rpm, Thermomixer C, Eppendorf) 

przez 4 godz. w temperaturze pokojowej (RT) i liofilizowano przez całą noc.  
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W kolejnym etapie ASN rozpuszczano w połowie początkowej objętości w 50 mM buforze 

fosforanowym (pH=7,0) zawierającym 10% etanol i mieszano przy użyciu mieszadła 

magnetycznego (500 rpm, WIGO ES21) w komorze laminarnej przez 24 godz. w probówce  

z otwartym wieczkiem. Stężenie monomerów oraz uzyskanych oligomerów ASN oznaczono 

przy użyciu spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). W celu oceny 

procesu oligomeryzacji ASN wykonano test Tioflawinowy, jak również zobrazowano ASNo 

za pomocą SDS-PAGE z barwieniem srebrem.  

 Komórki wysiewano z gęstością: 1-1,5 x 106 komórek na szalki o średnicy 10 cm lub 

1 x 106 komórek na szalki o średnicy 6 cm w celu późniejszej analizy poziomu mRNA. 

Następnego dnia pożywkę wymieniano na pożywkę z obniżoną zawartością surowicy (2% 

FBS) i dodano oligomery (ASN 0,5μM). Następnie komórki inkubowano z oligomerami 

przez 24 godz.. Komórki po traktowaniu ASNo płukano dwukrotnie zimnym buforem PBS 

i następnie zawieszano w 1ml odczynnika TRI-reagent. 

3.1.1.3. Analiza żywotności komórek za pomocą testu MTT 

 Żywotność traktowanych komórek badano przy użyciu testu MTT (bromek 3- 

(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego - MTT). Test ten polega  

na reakcji przekształcenia soli tetrazoliowych (o żółtym zabarwieniu) do nierozpuszczalnego 

w wodzie formazanu (o zabarwieniu fioletowym) w aktywnych metabolicznie komórkach. 

Kryształy formazanu rozpuszczano w DMSO, w którym intensywność zabarwienia 

roztworu jest proporcjonalna do ilości wytworzonego formazanu oraz ilości żywych  

i aktywnych metabolicznie komórek w badanym materiale.  

 Komórki PC12 wysiewano na pokryte kolagenem płytki 96-dołkowe.  

Następnego dnia pożywkę wymieniano na pożywkę z obniżoną zawartością surowicy  

(2% FBS) i dodawano badane związki i oligomery (Aβo1-42 1μM, ASN 0,5μM,  

PJ-34 20μM). Następnie komórki inkubowano ze związkami lub oligomerami przez  

24 godz.. W przypadku eksperymentów z Aβo1-42, do traktowania komórek związkami 

użyto pożywki Neurobasal z dodatkiem suplementu B27 (Thermo Fisher Scientific Inc.).  

Po 24 godz. do pożywki dodawano MTT (0,25mg/ml) i inkubowano przez 2 godz. w 37°C. 

Następnie usuwano pożywkę i dodawano DMSO. Absorbancję badano 

spektrofotometrycznie za pomocą czytnika do mikropłytek BioRad przy długości fali 

λ=595nm.  
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3.1.1.4. Analiza poziomu wolnych rodników przy użyciu sondy fluorescencyjnej 

DCF 

 Analizę poziomu wolnych rodników w komórkach PC12 po traktowaniu ASN 

badano z użyciem sondy fluorescencyjnej DCF. Test ten polega na przekształceniu 

dwuoctanu 2’,7-dichlorofluoresceiny (H2DCF-DA), na skutek wewnątrzkomórkowej 

deacetylacji, do 2’,7’- dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF). H2DCF następnie jest 

utleniana przez wolne rodniki do fluorescencyjnej 2’,7-dichlorofluoresceiny (DCF). Test ten 

pozwala oznaczyć wewnątrzkomórkowy poziom wolnych rodników tlenowych (Royall i 

Ischiropoulos, 1993).  

 Komórki PC12 wysiewano na pokryte kolagenem płytki 96-dołkowe w gęstości  

1 × 105 komórek na dołek. Następnego dnia medium wymieniano na medium z niską 

zawartością surowicy (2% FBS), a komórki traktowano ASNo. Po 24 godz. pożywkę 

wymieniano na bufor Hank’s (Sigma – Aldrich), o składzie CaCl2x2H2O – 0,185g/l, MgSO4 

(bezwodny) – 0,09767g/l, KCl – 0,4g/l, KH2PO4 (bezwodny) – 0,06g/l, NaHCO3 – 0,35g/l, 

NaCl – 8,0g/l, Na2HPO4 (bezwodny) – 0,04788g/l, D-Glukoza – 1,0g/l. Następnie dodano 

H2DCF-DA (10μM; Merck) i przez 50 min inkubowano komórki z tym związkiem w 37°C 

bez dostępu światła. Następnie komórki płukano trzykrotnie buforem PBS. Fluorescencję 

DCF mierzono przy użyciu spektrofluorymetru FLUOstar Omega (BMG LABTECH) przy 

długości fali pobudzenia λ=488nm i emisji λ=530nm. Wynik wyrażono jako intensywność 

fluorescencji z użyciem jednostek umownych. 

3.1.1.5. Ocena procesu oligomeryzacji za pomocą testu tioflawinowego 

 W celu oceny procesu oligomeryzacji Aβ i ASN przeprowadzono półilościową 

analizę w oparciu o reakcję barwnika Tioflawiny-T (Thioflavin T, Th-T). Intensywność 

fluorescencji Th-T wzrasta po związaniu się ze strukturami β-kartki białek amyloidogennych 

(Bourhim i wsp., 2007).  

 Roztwory Aβscr, Aβo1-42 oraz ASN (10μl) mieszano z Th-T (3μM) w 50mM 

buforze fosforanowym (pH=6,0) w końcowej objętości 100μl w przypadku ASN oraz  

w medium F12 w przypadku Aβ. Następnie próbki inkubowano przez 5 min w RT chroniąc 

przed światłem. Fluorescencję Th-T zbadano przy użyciu spektrofluorymetru FLUOstar 

Omega (BMG LABTECH) przy długości fali pobudzenia λ=450nm i emisji λ=482nm.  
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3.1.1.6. Rozdział elektroforetyczny SDS-PAGE z barwieniem srebrem  

 Rozdział elektroforetyczny Aβo1-42 oraz ASNo wykonano w 15% żelu 

poliakrylamidowym, używając aparatu do elektroforezy firmy BIO-RAD. Próby przed 

nałożeniem na żel zawieszono w buforze Laemmli o składzie: 62,5mM Tris-HCl pH = 6,8, 

2% SDS, 100mM DTT, 20% glicerol i 0,2% błękit bromofenolowy. Następnie próbki 

umieszczano na 5 min w bloku grzejnym, w temperaturze 95°C. Po schłodzeniu, nakładano 

na żel 2μg peptydu/białka. Elektroforezę prowadzono przy stałym napięciu 80V.  

Po wykonanym rozdziale żele barwiono srebrem. Żel utrwalano przez 20 min w 50% 

roztworze metanolu (50% metanol. 5% kwas octowy, woda). Następnie żel przemywano 

50% roztworem metanolu (50% metanol, woda) przez 10 min, usunięto roztwór metanolu  

i przez kolejne 10 min płukano żele wodą. Po płukaniu wodą, dodano do żeli 0,02% roztwór 

tiosiarczanu sodu (Na2S2O3) na 1 min. Następnie żele płukano dwukrotnie po 1 min  

w wodzie i wybarwiano w azotanie srebra (0,1% AgNO3) przez 20 min w ciemnym 

pomieszczeniu. Po zakończonym wybarwieniu żele przemywano dwukrotnie po 1 min 

wodą, po czym wywoływano roztworem wywoływacza (2% Na2CO3 + 0,4% formaldehyd) 

do momentu pojawienia się i uzyskania odpowiedniej intensywności prążków białek. 

Wywoływanie zostało przerwane poprzez dwukrotne płukanie żeli po 3 min w 5% wodnym 

roztworze kwasu octowego. 

3.1.1.7. Oznaczenie aktywności kinaz sfingozyny w komórkach traktowanych 

ASN 

 Aktywność Sphk1/2 zbadano z wykorzystaniem metody spektrofluorymetrycznej,  

z użyciem substratu fluorescencyjnego – NBD-sfingozyny. Metoda ta została opracowana  

i opisana przez Don i wsp. oraz Takasugi i wsp. jak również została ona wykorzystana  

w pracach Czubowicz i wsp. oraz Motyl i wsp. (Czubowicz i wsp., 2015, Don i wsp., 2007, 

Motyl i wsp., 2018a, Motyl i wsp., 2018b, Takasugi i wsp., 2011).  

 Komórki wysiewano  z gęstością: 1-1,5 x 106 na szalki o średnicy 10 cm, następnego 

dnia pożywkę wymieniano na pożywkę z obniżoną zawartością surowicy (2% FBS) i dodano 

oligomery (ASN 0,5μM). Po 24 godz. inkubacji komórki przemywano PBS i zawieszano  

w buforze o składzie: 50mM HEPES, pH=7,4, 10mM KCI, 15mM MgCl 2, 0,1% Triton X-

100, 20% glicerol, 2mM ortowanadian, 2mM DTT, 10mM NaF, 1mM deoksypirydoksyna  

i inhibitory proteaz Complete (Roche). Następnie, komórki homogenizowano  

w temperaturze 4°C za pomocą strzykawki insulinowej, przeciągając tłok strzykawki  
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12 razy, a następnie lizat wirowano przy 15 000 x g przez 15 min. Po odrzuceniu osadu 

oznaczano białko w nadsączu metodą Lowry’ego. Do reakcji pobrano 100µg białka  

z nadsączu i dodano NBD-sfingozynę (10µM w mieszaninie reakcyjnej, Avanti Polar 

Lipids) i następnie całość zmieszano z buforem reakcyjnym zawierającym: 50mM Hepes, 

pH=7,4, 15mM MgCl2, 0.5% Triton X-100, 10% glicerol, 2mM ATP. Całość inkubowano 

przez 30 min w temperaturze 30°C (objętość mieszaniny reakcyjnej wynosiła 100µl). 

Reakcja została zatrzymana przez dodanie 100µl 1M fosforanu potasu o pH=8,5,  

a następnie przez dodanie 250µl mieszaniny zawierającej chloroform/metanol w proporcji 

(2:1). Kolejno, mieszaninę wirowano przy 15 000 x g przez 1 min. Po przeprowadzonej 

ekstrakcji pobierano tylko fazę górną (wodną), gdyż to właśnie w niej znajduje się NBD-

S1P i przenoszono na czarną płytkę 96-dołkową z przezroczystym dnem. Po dodaniu równej 

objętości dimetyloformamidu mierzono fluorescencję przy użyciu czytnika FLUOstar 

Omega przy długości fali pobudzenia λ=485nm i emisji λ=538nm.  

3.1.2. Badania in vivo 

 

Do badań na zwierzętach użyto myszy szczepu FVB-Tg (APP LD2/B6) pochodzących 

ze zwierzętarni IMDiK PAN. Myszy te charakteryzują się zaburzeniami procesu proteolizy 

APP oraz zwiększonym stężeniem i akumulacją Aβ w mózgu (Moechars i wsp., 1999, Van 

Dorpe i wsp., 2000). U badanych myszy występuje tzw. mutacja londyńska w genie APP  

w okolicach cięcia przez γ-sekretazę, gdzie aminokwas walina (Val) jest zastąpiony przez 

izoleucynę (Ile) w pozycji 717 (ValAPPIle). Na przeprowadzenie doświadczeń uzyskano 

zgodę IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Warszawie 

(uchwała nr. 67/2015) oraz zgodę Ministra Środowiska (nr. 139 z dnia 22.8.2016r.)  

na zamknięte użycie organizmów genetycznie zmodyfikowanych.  

 Myszy szczepu FVB z mutacją genu APP (FVB/APP+) pochodzące z 3 grup 

wiekowych (oznaczone na rycinach jako 3Mc, 6Mc, 12Mc - myszy 3-, 6- i 12-miesięczne) 

otrzymywały dootrzewnowo przez okres 2 tygodni FTY720 (1mg/kg m.c.).  

Dawka FTY720 (Cayman) została wybrana na podstawie analizy danych z wcześniejszych 

badań (Becker-Krail i wsp., 2017, Gol i wsp., 2017, Potenza i wsp., 2016).  

Kontrolę dla grupy otrzymującej FTY720 stanowiły myszy otrzymujące 0,9% NaCl, 

natomiast kontrolę dla myszy APP+ stanowiły myszy bez mutacji (APP-).  

Po przeprowadzonych doświadczeniach myszy uśmiercano, a wybrane struktury mózgu 

myszy: korę i hipokamp pobierano na lodzie do dalszych badań. 
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3.1.3. Analiza poziomu mRNA 

Izolowanie RNA 

 Opisana procedura była podobna, w przypadku materiału wyizolowanego ze 

zwierząt, jak i z komórek. Całkowite RNA z komórek PC12 lub kory mózgowej i hipokampa 

myszy izolowano w warunkach sterylnych, używając odczynnika TRI-Reagent, zgodnie  

z protokołem producenta (Sigma – Aldrich). Komórki lub próbki tkanki (o masie do 100mg) 

zawieszano w 1ml odczynnika TRI-reagent w probówkach wolnych od RNAz i DNAz. 

Zawieszone próbki zhomogenizowano na lodzie. Następnie do 1ml zawiesiny dodano 200μl 

chloroformu i energicznie mieszano przez 15 sek., pozostawiano na 15 min w temperaturze 

pokojowej i wirowano przy obrotach 12 000x g przez 10 min w temperaturze 4°C.  

Po zwirowaniu próbek, górną fazę (wodną) zawierającą RNA przenoszono do nowych 

probówek, dodawano 0,5ml izopropanolu w temperaturze 4-6°C, delikatnie mieszano  

i pozostawiano na 5 min w temperaturze pokojowej. Następnie mieszaninę wirowano przez 

10 min przy obrotach 12 000x g w temperaturze 4°C. Osad przemywano trzykrotnie 1ml 

75% etanolu po czym pozostawiono probówki otwarte celem odparowania etanolu. RNA 

zawieszano w 20μl wody wolnej od RNAz (RNase-free water, Sigma-Aldrich). Następnie, 

mierzono ilość otrzymanego RNA metodą spektrofotometryczną za pomocą aparatu 

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc.) przy długości fali λ =260nm, natomiast 

zanieczyszczenie białkami i DNA mierzono przy długości fali λ=280nm.  

Stosunek OD260/OD280 wynosił od 1,7 do 2,0. W celu oczyszczenia wyizolowanego RNA 

z pozostałości DNA komórkowego, do nowych probówek przenoszono objętość zawierającą 

1μg czystego RNA i uzupełniano odczynnikami do trawienia DNA (Merck) do objętości 

10μl. Mieszaninę reakcyjną inkubowano przez 15 min w temperaturze 25ºC.  

Następnie dodano1μl odczynnika zatrzymującego reakcję (Stop solution) i dalej inkubowano 

przez 10 min w temperaturze 70ºC. Po zakończeniu reakcji próbki przenoszono do lodu. 

Reakcja odwrotnej transkrypcji 

 Całkowite wyizolowane RNA (1μg) było matrycą do przeprowadzenia reakcji 

odwrotnej transkrypcji przy udziale odwrotnej transkryptazy, której produktem jest 

komplementarne DNA (cDNA). Reakcję odwrotnej transkrypcji (25°C - 10 min;  

37°C – 120 min; 85°C – 5 min) przeprowadzano z użyciem zestawu odczynników firmy 

Applied Biosystems w końcowej objętości 20μl. 

 

http://rcin.org.pl



30 

 

Ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy 

 Poziom mRNA genów kodujących wybrane białka, analizowano za pomocą 

ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy – qPCR (quantitative PCR; nazywana też: PCR  

w czasie rzeczywistym). Na matrycy cDNA uzyskanej z 1 µg RNA przeprowadzono reakcję 

qPCR przy użyciu odpowiednich sond Taq-Man (Thermo Fisher Scientific Inc.).  

Spis użytych w doświadczeniach sond zawarto w poniższych tabelach: 

Materiał komórkowy:  

Gen Taqman 
Długość 

amplikonu 

Max 

Ct 
 Gen Taqman 

Długość 

amplikonu 

Max 

Ct 

Actb Rn00667869_m1 115 19,98  Parp3 Rn01447502_m1 84 27,03 

Adam10 Rn01530753_m1 94 28,79  S1pr1 Rn02758712_s1 74 34,13 

Bace1 Rn00569988_m1 127 31,96  S1pr5 Rn00572952_s1 106 25,33 

Bcl2 Rn99999125_m1 104 38,22  Psen1 Rn00569763_m1 101 23,97 

Cerk Rn01505585_m1 63 23,79  Psen2 Rn00579412_m1 70 26,14 

Mmp2 Rn01538170_m1 63 31,52  Sirt1 Rn01428096_m1 65 25,66 

Mmp9 Rn00579162_m1 72 30,73  Sirt3 Rn01501410_m1 76 27,71 

Mmp10 Rn00591678_m1 79 34,03  Sirt4 Rn01481485_m1 109 28,14 

Mmp11 Rn01428817_m1 62 26,65  Sirt5 Rn01450559_m1 66 23,89 

Parp1 Rn00565018_m1 70 24,93  Sphk1 Rn00591307_m1 77 31,91 

Parp2 Rn01414610_m1 112 25,21  Sphk2 Rn01457923_g1 72 25,70 

Max Ct – Największa wartość Ct dla wybranej kontroli 

Materiał zwierzęcy:  

Gen Taqman 
Długość 

amplikonu 

Max 

Ct  
Gen Taqman 

Długość 

amplikonu 

Max 

Ct 

Actb Mm00607939_s1 115 19,59  S1pr1 Mm02619656_s1 154 30,26 

Adam10 Mm00545742_m1 109 25,21  S1pr3 Mm02620181_s1 105 31,79 

Bace1 Mm00478664_m1 124 25,38  Sirt1 Mm00490762_m1 119 28,07 

Bax Mm00432051_m1 84 24,82  Sirt3 Mm00452131_m1 68 23,73 

Bcl2 Mm00477631_m1 85 26,26  Sirt4 Mm01201915_m1 99 26,31 

Cerk Mm00461054_m1 86 25,98  Sirt5 Mm01351576_m1 54 25,32 

Parp1 Mm01321084_m1 69 24,31  Sphk1 Mm00448841_g1 65 29,87 

Psen1 Mm00501184_m1 86 28,07  Sphk2 Mm00445021_m1 113 28,91 

Psen2 Mm00448413_m1 80 26,34      

 

 Reakcja była przeprowadzona w następujących warunkach: 50°C - 2 min,  

95°C - 10 min, 40 cykli amplifikacji (95°C - 15 sek., 60°C – 1 min). Każda próbka była 

nakładana na płytkę reakcyjną w trzech do czterech powtórzeń. Poziom mRNA wyrażano 

jako względny stosunek wartości uzyskanych dla próbki badanej do próbki referencyjnej 
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(kalibratora), po uprzedniej normalizacji obydwu względem genu referencyjnego (Actb). 

Względny poziom mRNA (RQ) obliczono metodą 2-ΔΔCt. Reakcję q-PCR wykonywano  

za pomocą aparatu Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 

3.1.4. Statystyczne opracowanie wyników 

 Każde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtórzeniach. Wyniki 

wyrażano jako wartość średnią arytmetyczną ± błąd standardowy średniej (SEM) obliczone  

z indywidualnych pomiarów (średnich z powtórzeń). Istotność różnic badano  

z zastosowaniem testu t-Studenta (dwie grupy eksperymentalne) bądź z zastosowaniem 

jednoczynnikowej lub wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z użyciem testu post-

hoc Newman-Keulsa (analiza jednoczynnikowa) lub Tukeya (analiza wieloczynnikowa). 

Wyniki uznawano za znamienne statystycznie przy poziomie istotności p<0,05. Analizę 

statystyczną wykonano za pomocą programu GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software,  

San Diego, CA).  

4. Wyniki 

4.1. Badania in vitro 

4.1.1. Charakterystyka oligomerów Aβ i ich wpływ na żywotność komórek linii 

PC12 

 W pierwszym etapie badań in vitro scharakteryzowano uzyskane w procesie 

oligomeryzacji oligomery Aβ. Rozdział elektroforetyczny Aβo za pomocą techniki SDS-

PAGE z barwieniem srebrem wykazał obecność oligomerów peptydu Aβ. 

Zaobserwowano zarówno krótkie postacie/formy oligomerów, takie jak: dimery, trimery, 

tetrametry, jak również długie formy oligomerów (Ryc.8a). W celu określenia stopnia 

agregacji peptydu Aβ1-42 zastosowano test tioflawinowy, w którym Th-T wykazuje 

zwiększoną fluorescencję i charakterystyczne czerwone przesunięcie widma emisyjnego na 

skutek wiązania się z białkami przyjmującymi strukturę β-kartki (do których zaliczamy  

m.in. oligomery i włókna białek amyloidogennych). Stwierdzono około 6-krotny wzrost 

fluorescencji Th-T w porównaniu do kontroli (Aβscr) - peptydu złożonego z tych samych 

aminokwasów, lecz w zmienionej kolejności (Ryc.8b). W kolejnym etapie zbadano wpływ 

Aβo na żywotność komórek linii PC12. Zaobserwowano, że Aβo (1μM) wpłynęły  

na obniżenie żywotności komórek PC12 o ok. 50% zarówno w porównaniu do kontroli,  

jak i do peptydu Aβscr 1-42 (Ryc.8c).  
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a)      b)       c)  

 

Rycina 8. Charakterystyka oligomerów Aβ i ich wpływ na żywotność komórek PC12. a) Rozdział 

elektroforetyczny z barwieniem srebrem peptydu Aβ1-42 i Aβscr. b) Agregacja Aβ mierzona przy 

użyciu barwnika Tioflawiny-T. c) Żywotność komórek PC12 w warunkach toksyczności wywołanej 

działaniem Aβo. ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli (K, Aβscr) (n= 4-8, 

jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Newmana-Keulsa (żywotność), test t-Studenta (agregacja, Th-T)),  

Aβo (1μM), Aβscr (1μM). 

4.1.2. Zbadanie wpływu toksyczności Aβo oraz zahamowania aktywności PARP 

na poziom mRNA enzymów metabolizujących APP oraz PARPów i SIRTuin 

 W niniejszym podrozdziale przedstawiono wpływ Aβo oraz inhibitora PARP1  

(PJ-34), jak również endogennego peptydu Aβ na poziom mRNA genów kodujących 

enzymy odpowiadające za metabolizm APP, takich jak α-, β-sekretaza, podjednostki  

γ-sekretazy oraz enzymy NAD+ - zależne takie jak PARPy i SIRTy. 

 Wcześniejsze badania wykazały, że w komórkach transfekowanych ludzkim genem 

APP dochodzi do wzrostu ekspresji ludzkiego białka prekursorowego APP oraz  

do zwiększonej produkcji Aβ, którego poziom jest podwyższony ok. 3-krotnie w komórkach 

APPwt i ok. 5-krotnie w komórkach APPsw (Chalimoniuk i wsp., 2007). Dlatego też  

w komórkach PC12 transfekowanych w/w genami zbadano poziom mRNA genów 

kodujących PARPy i SIRTy. 

 Zarówno PARPy, jak i SIRTy odgrywają niezwykle ważną rolę podczas 

toksyczności Aβ poprzez oddziaływanie na czynniki transkrypcyjne. Ponadto, same SIRTy 

(a dokładniej SIRT1) mogą promować ścieżkę nieamyloidogenną metabolizmu białka APP 

poprzez aktywację α-sekretazy. Niestety, podczas stresu oksydacyjnego aktywność SIRT1 

może być limitowania przez enzym PARP1, który może z nią konkurować o substrat,  

którym jest NAD+, jak również wiązać się z rejonami promotora dla SIRT1.  
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Dlatego w modelu toksyczności Aβo sprawdzono jaki wpływ ma zahamowanie aktywności 

PARP1 na poziom mRNA w/w genów. 

4.1.2.1. Wpływ Aβo na poziom mRNA białek związanych z metabolizmem APP 

 Sekretazy należą do grupy enzymów biorących udział w enzymatycznym trawieniu 

białka APP. W przypadku ścieżki amyloidogennej, w której biorą udział: β- i γ-sekretaza 

następuje wytwarzanie peptydu Aβ, które może ulec nasileniu na skutek mutacji genu, bądź 

innych czynników takich jak: toksyczność ceramidu czy ASN. Do genów które biorą udział  

w ścieżce amyloidogennej można zaliczyć Bace1 oraz Psen1 i 2, gdzie Bace1 koduje  

β-sekretazę, natomiast Psen1 i 2 kodują podjednostki γ-sekretazy. Do enzymów,  

które uczestniczą w ścieżce nieamyloidogennej białka APP można zaliczyć podjednostki  

γ-sekretazy oraz białko ADAM10, które wykazuje aktywność α-sekretazy i jest kodowane 

przez gen Adam10. Dlatego też przeanalizowano na materiale komórkowym wpływ 

egzogennie podanego Aβo na poziom mRNA genów kodujących enzymy ścieżki 

amyloidogennej oraz nieamyloidogennej. W przebadanym materiale zaobserwowano  

istotny wzrost poziomu mRNA Bace1, który koduje β-sekretazę oraz genów kodujących 

podjednostki kompleksu γ-sekretazy, takich jak Psen1 i Psen2 po podaniu Aβo (Ryc.9).  

W przypadku genu kodującego α- sekretazę (Adam10) nie zaobserwowano istotnych zmian 

po podaniu amyloidu (Ryc.9).  

 

Rycina 9. Poziom mRNA genów kodujących sekretazy i ich podjednostki w komórkach PC12 

traktowanych Aβo. **p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej (K) 

(n=7-14, test t-Studenta). Aβo (1μM). Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 
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4.1.2.2. Wpływ endogennego peptydu Aβ na poziom mRNA białek związanych z 

metabolizmem APP 

 Analiza poziomu mRNA genów kodujących sekretazy w komórkach PC12 

transfekowanych genem APPwt wykazała istotny wzrost poziomu mRNA genów 

kodujących amyloidogenną ścieżkę metabolizmu APP, to jest: Bace1, Psen1, Psen2,  

w porównaniu do grupy kontrolnej transfekowanej pustym wektorem (Ryc.10). Ponadto,  

w linii transfekowanej genem APP z mutacją szwedzką zaobserwowano wzrost poziomu 

mRNA Psen2 (Ryc.10).  

 

Rycina 10. Poziom mRNA genów kodujących sekretazy i ich podjednostki w komórkach PC12 

transfekowanych APPwt oraz APPsw. **p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku  

do grupy kontrolnej (PC12) (n=3-4, jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Newmana-Keulsa).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

4.1.2.3. Wpływ Aβo na poziom mRNA PARPów i SIRTuin 

 W niniejszym rozdziale ukazano wpływ Aβo na poziom mRNA SIRTuin, które w 

większości wykazują działanie antyoksydacyjne i pro-życiowe oraz na poziom mRNA 

PARPów, które mogą brać udział w naprawie DNA lub prowadzić do wzrostu śmiertelności 

komórek. Przeprowadzone badania wykazały, że podanie Aβo istotnie obniżyło poziom 

mRNA Sirt1 (Ryc.11) oraz zwiększyło poziom mRNA dla sirtuin mitochondrialnych SIRT4 

i SIRT5 (Ryc.11). Ponadto, Aβo zwiększały poziom mRNA dla genu kodującego PARP1. 

W przypadku genu Parp2 oraz Parp3 nie zaobserwowano istotnych zmian po podaniu Aβo 

(Ryc.12). 
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Rycina 11. Poziom mRNA genów kodujących sirtuiny jądrowe i mitochondrialne w komórkach 

PC12 traktowanych Aβo. ***p<0,01, **p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku  

do grupy kontrolnej (K) (n=6-15, test t-Studenta), Aβo (1μM). Wyniki normalizowano względem genu 

kodującego β-aktynę (Actb). 

 

Rycina 12. Poziom mRNA genów kodujących polimerazy poli(ADP-rybozy): PARP1, PARP2  

i PARP3 w komórkach PC12 traktowanych Aβo. *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku  

do kontroli (K) (n=4-6, test t-Studenta), Aβo (1μM). Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-

aktynę (Actb). 
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4.1.2.4. Wpływ endogennego peptydu Aβ na poziom mRNA PARPów i SIRTuin 

 Następnie zbadano wpływ endogennego peptydu Aβ na poziom mRNA enzymów 

NAD+- zależnych w linii komórkowej PC12wt. Zaobserwowano jedynie wzrost poziomu 

mRNA genu kodującego sirtuinę mitochondrialną SIRT3 (Ryc.13a). W przypadku 

pozostałych genów kodujących sirtuiny mitochondrialne (SIRT4, 5) oraz PARP1, 2 i 3, nie 

zaobserwowano istotnych zmian w poziomie mRNA, aczkolwiek w komórkach APPwt 

zauważalna była tendencja wzrostowa w przypadku genu Parp1 (Ryc.13b). Podobnie jak  

w przypadku linii transfekowanej genem APPwt, w linii APPsw zaobserwowano wzrost 

poziomu mRNA Sirt3 oraz brak zmian w poziomie mRNA Sirt4. Obniżeniu uległ natomiast 

poziom mRNA Sirt5 (Ryc.13a). Dodatkowo, w odróżnieniu od linii APPwt w komórkach 

APPsw zaobserwowano wzrost poziomu mRNA dla genów kodujących PARP1 i 2 

(Ryc.13b). 

 a)      b) 

 

Rycina 13. Poziom mRNA genów kodujących enzymy NAD+- zależne w komórkach PC12 

transfekowanych APPwt oraz APPsw. **p<0,01, *p<0,05  – różnica istotna statystycznie w stosunku  

do grupy kontrolnej (PC12) (n=3-5, jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Newmana-Keulsa).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

4.1.2.5. Wpływ Aβo oraz inhibitora PARP1 na poziom mRNA białek związanych z 

metabolizmem APP 

 PARP1 należy do jednych z białek, którego aktywność ulega nadmiernemu 

wzrostowi podczas stresu oksydacyjnego wywołanego toksycznością peptydu Aβ. 

Nadmierna aktywacja PARP1 może doprowadzić do zwiększenia stanu zapalnego  

(w wyniku aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-κB), jak również do śmierci neuronów 
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w wyniku aktywacji białek pro-apoptotycznych oraz czynnika indukującego apoptozę AIF. 

Dlatego też zbadano w materiale komórkowym wpływ inhibitora PARP1 na poziom mRNA 

genów kodujących enzymy ścieżki amyloidogennej oraz nieamyloidogennej podczas 

toksyczności Aβo. PJ-34 dodany do komórek PC12 podczas toksyczności Aβo spowodował 

wzrost poziomu mRNA wszystkich przebadanych genów odpowiedzialnych za metabolizm 

APP (Ryc.14). 

 
Rycina 14. Poziom mRNA sekretaz i ich podjednostek w komórkach PC12 traktowanych Aβo  

i PJ-34. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05  – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej, 

którą stanowiły komórki nietraktowane żadnym związkiem (n=5-11, jednoczynnikowa ANOVA z testem post-

hoc Newmana-Keulsa). Aβo (1μM), PJ-34 (20μM). Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-

aktynę (Actb). 

4.1.2.6. Wpływ Aβo oraz inhibitora PARP1 na poziom mRNA PARPów i SIRTuin 

 Farmakologiczne zahamowanie aktywności PARP1 przy użyciu PJ-34 istotnie 

zwiększyło poziom mRNA dla sirtuiny jądrowej SIRT1. Wzrost ten był również 

obserwowany po podaniu PJ-34 w warunkach toksyczności Aβo (Ryc.15). Ponadto, 

zaobserwowano istotny wzrost poziomu mRNA dla sirtuiny mitochondrialnej SIRT4  

w wyniku działania PJ-34 (Ryc.15). Następnie zbadano wpływ PJ-34 na poziom mRNA 

PARPów odpowiedzialnych za naprawę DNA (PARP1-3). Wykazano, że zahamowanie 

aktywności PARP1 wywołało istotny wzrost poziomu mRNA Parp3 zarówno po podaniu 
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samego PJ-34, jak również w obecności PJ-34 i Aβo (Ryc.16). W przypadku genu Parp1 

oraz Parp2 nie zaobserwowano istotnych zmian zarówno po podaniu PJ-34, jak i po użyciu 

PJ-34 i Aβo (Ryc.16). 

 
Rycina 15. Wpływ PJ-34 na poziom mRNA sirtuin w warunkach toksyczności wywołanej działaniem 

Aβo w komórkach PC12. ***p<0,01, **p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy 

kontrolnej, którą stanowiły komórki nietraktowane żadnym związkiem (n=4-14, jednoczynnikowa ANOVA  

z testem post-hoc Newmana-Keulsa), Aβo (1μM), PJ-34 (20μM). Wyniki normalizowano względem genu 

kodującego β-aktynę (Actb). 
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Rycina 16. Wpływ PJ-34 na poziom mRNA PARPów w warunkach toksyczności wywołanej 

działaniem Aβo w komórkach PC12. *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy 

kontrolnej, którą stanowiły komórki nietraktowane żadnym związkiem (n=3-6, jednoczynnikowa ANOVA z 

testem post-hoc Newmana-Keulsa), Aβo (1μM), PJ-34 (20μM). Wyniki normalizowano względem genu 

kodującego β-aktynę (Actb). 

4.1.3. Charakterystyka oligomerów ASN i ich wpływ na żywotność komórek linii 

PC12 

 W kolejnym etapie zbadano wpływ oligomerów białka ASN na żywotność komórek 

linii PC12 oraz ilość powstających wolnych rodników. Wykonany rozdział 

elektroforetyczny białka ASN, wykazał obecność oligomerów (Ryc.17a). Ponadto, 

zaobserwowano ok. 5-krotny wzrost fluorescencji Th-T ASNo w porównaniu do ASN w 

postaci monomerów (Ryc.17b). Wykazano również, że ASNo, użyte w stężeniach 0,25-1μM 

powodują obniżenie żywotności komórek PC12 o ok. 50% (Ryc.17c). Dodatkowo, 

zaobserwowano, że ASNo podane w stężeniu 0,5μM wpływają na około 6-krotny wzrost 

poziomu wolnych rodników w linii komórkowej PC12 (Ryc.17d). 
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a)       b) 

 

c)       d) 

 

Rycina 17. Charakterystyka oligomerów ASN. a) Rozdział elektroforetyczny ASNo z barwieniem 

srebrem. b) Agregacja ASNo mierzona przy użyciu barwnika Tioflawiny T. c) Żywotność komórek 

PC12 w warunkach toksyczności wywołanej działaniem ASNo. d) Pomiar poziomu wolnych 

rodników tlenowych w komórkach PC12 poddanych działaniu ASNo. ***p<0,001 – różnica istotna 

statystycznie w stosunku do kontroli (K) lub do monomerów ASN (n=4-6, jednoczynnikowa ANOVA, test post-

hoc Newmana-Keulsa, test t-Studenta (Th-T)). 

4.1.4. Zbadanie wpływu ASNo na poziom mRNA białek metabolizmu APP i Aβ 

oraz PARPów i SIRTuin 

 Jedną ze zmian obserwowanych w ChA oraz w otępieniu z ciałami Lewy’ego,  

jest obecność ASN, która wchodzi w skład ciał Lewy`ego. Zarówno Aβ, jak i ASN wykazują 

wiele wspólnych cech, mogą one: przybierać nieprawidłową konformację (taką jak strukturę 

β-kartki czy kłębka statystycznego), ulegać agregacji oraz brać udział w wywoływaniu 

stresu oksydacyjnego. Ponadto, ASNo mogą wpływać na wzrost ilości peptydu Aβ  

oraz na zwiększenie jego toksyczności. Dlatego też w niniejszym podrozdziale 
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przedstawiono jak egzogenne ASNo wpływają na poziom mRNA genów kodujących 

enzymy metabolizujące APP (sekretazy i ich podjednostki) oraz enzymy metabolizujące 

peptydy Aβ (metaloproteinazy). Dodatkowo zbadano wpływ ASNo na poziom mRNA 

genów kodujących białka, które mogą brać udział w modyfikacji toksyczności peptydu Aβ,  

czyli PARPy i SIRTy.  

4.1.4.1. Wpływ ASNo na poziom mRNA białek metabolizmu APP 

 ASN jest jednym z białek, które mogą wchodzić we wzajemną interakcję z peptydem 

Aβ oraz wpływać na zwiększenie powstawania tego peptydu. Dlatego też zbadano wpływ 

ASNo na poziom mRNA białek związanych z uwalnianiem i degradacją peptydu Aβ.  

W komórkach PC12 traktowanych ASNo zaobserwowano istotne obniżenie poziomu 

mRNA Adam10 (Ryc.18a), kodującego α-sekretazę biorącą udział w ścieżce 

nieamyloidogennej i mającą istotne znaczenie w regulacji ilości powstającego peptydu Aβ. 

Ponadto, zauważono obniżenie poziomu mRNA genów Mmp2, Mmp10, kodujących 

metaloproteinazy oraz wzrost poziomu mRNA Mmp11 (Ryc.18b) w wyniku działania ASN.  

 

a)          b) 

 

Rycina 18. Poziom mRNA genów kodujących: a) enzymy metabolizmu APP oraz  

b) metaloproteinazy w komórkach PC12 traktowanych oligomerami ASN. ***p<0,001, **p<0,01, 

*p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej (K) (n=5-14, test t-Studenta).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 
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4.1.4.2. Wpływ egzogennych oligomerów ASN na poziom mRNA PARPów i SIRTuin  

 ASN może wpływać na zmiany w poziomie peptydu Aβ podobnie jak SIRT1 z tym, 

że SIRT1 wpływa na promowanie ścieżki nieamyloidogennej, natomiast ASN może 

aktywować powstawanie peptydu Aβ i jego sekrecję oraz brać udział w zwiększeniu jego 

toksyczności. Powstało więc pytanie, jak oligomery ASN wpływają na poziom mRNA 

genów kodujących PARPy i SIRTy. W przypadku PARPów odpowiedzialnych, podobnie 

jak sirtuiny za regulację licznych czynników transkrypcyjnych i naprawę uszkodzeń DNA, 

oligomery ASN spowodowały wzrost poziomu mRNA Parp2 i Parp3 (Ryc.19a).  

Natomiast w przypadku sirtuin zaobserwowano obniżenie poziomu mRNA dla jądrowej 

sirtuiny 1 (SIRT1) na skutek działania ASNo oraz wzrost poziomu mRNA dla dwóch sirtuin 

mitochondrialnych (SIRT3 i SIRT5) (Ryc.19b).  

a)            b) 

Rycina 19. Poziom mRNA genów kodujących a) PARPy i b) SIRTy w komórkach PC12 

traktowanych oligomerami ASN. **p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy 

kontrolnej (K) (n=4-10, test t-Studenta). Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

4.1.5. Zbadanie wpływu endogennego peptydu Aβ oraz ASNo na poziom mRNA 

enzymów metabolizmu bioaktywnych sfingolipidów oraz receptorów dla S1P 

  Badania ostatnich lat wskazują na istotną rolę zaburzeń ścieżek sygnałowych 

zależnych od bioaktywnych sfingolipidów do których należą pro-apoptotyczny ceramid  

i pro-życiowy C1P oraz S1P. Zaburzenia te obserwowane są w wielu schorzeniach o podłożu 

neurodegeneracyjnym. C1P, jak i S1P powstają w wyniku reakcji fosforylacji przy udziale 

kinazy ceramidu (CERK) lub kinaz sfingozyno-1-fosforanu (SPHK1 i 2) i oddziałują  

za pomocą swoich receptorów S1PR1-5 na liczne szlaki sygnałowe związane z procesami 

przeżycia komórki. Zarówno SPHK1, jak i SPHK2 są enzymami których aktywność w dużej 
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mierze jest zależna od stresu oksydacyjnego. Wzrost stresu wywołany toksycznością 

zagregowanych białek lub peptydów o nieprawidłowej strukturze może prowadzić  

do obniżenia aktywności tychże kinaz. Dlatego też zbadano w jakim stopniu białka  

lub peptydy, które mogą ulegać agregacji i oligomeryzacji wpływają na poziom mRNA 

kinaz sfingozyny, kinazy ceramidu oraz białka anty-apoptotycznego Bcl-2.  

4.1.5.1. Wpływ egzogennych oligomerów ASN na poziom mRNA i aktywność SPHK1/2 oraz 

poziom mRNA białka anty-apoptotycznego Bcl-2 

  W kolejnym etapie zbadano wpływ oddziaływania egzogennych oligomerów ASN 

na poziom mRNA genów kodujących kinazy sfingozyny oraz na aktywność SPHK1/2. 

Poziom mRNA Sphk2 uległ obniżeniu na skutek działania ASNo (Ryc.20a).  

Nie zaobserwowano zmian poziomu mRNA w przypadku Sphk1. Zaobserwowano 

natomiast, że ASNo wpływa na obniżenie aktywności kinazy sfingozyny (SPHK1/2) 

(Ryc.20c). Zbadano również wpływ ASNo na poziom mRNA białka anty-apoptotycznego 

Bcl-2. Wykazano, że oligomery ASN istotnie obniżają poziom mRNA genu Bcl-2 

kodującego pro-życiową formę białka z rodziny Bcl-2 (Ryc.20b). 
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a)      b) 

c)     

Rycina 20. Wpływ egzogennych oligomerów ASN na poziom mRNA i aktywność SPHK1/2 oraz 

poziom mRNA białka anty-apoptotycznego Bcl-2 a) Poziom mRNA genów kodujących kinazy 

sfingozyny oraz b) białko Bcl-2; c) Aktywność SPHK1/2; ***p<0,001 w komórkach PC12, **p<0,01, 

*p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej (K) (n=3-4, test t-Studenta).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb).  

4.1.5.2. Wpływ działania endogennego peptydu Aβ na poziom mRNA kinaz sfingozyny, 

receptorów S1P, kinazy ceramidu oraz białka Bcl-2 

  Jak wspomniano wcześniej SPHK1 i 2 są odpowiedzialne za powstawanie S1P,  

a ich aktywność jest zależna od potencjału redox komórki. Analiza poziomu mRNA genów 

kodujących kinazy sfingozyny wykazała, że transfekcja genem APP wpływa istotnie  

na spadek poziomu mRNA genu Sphk2, kodującego kinazę sfingozyny 2 w komórkach 

APPwt (Ryc.21a). Zmiana ta była również obserwowana w przypadku linii APPsw. 

Następnie w komórkach APPwt i APPsw, które charakteryzują się zwiększonymi ilościami 

powstającego peptydu Aβ zauważono istotne obniżenie poziomu mRNA dla genu S1pr1, 

kodującego receptor 1 dla S1P oraz wzrost poziomu mRNA dla genu S1pr5 kodującego 

receptor 5 dla S1P (Ryc.21b). Dodatkowo, w komórkach APPwt zaobserwowano obniżenie 

poziomu mRNA Cerk, kodującego kinazę ceramidu, która bierze udział w przekształcaniu 

ceramidu do jego ufosforylowanej, pro-życiowej formy (Ryc.22a).  
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Trend ten zaobserwowano również w komórkach APPsw (Ryc.22a). Następnie zbadano 

wpływ transfekcji komórek PC12 genem APPwt i APPsw na poziom mRNA białka  

z rodziny Bcl-2 i zaobserwowano istotne obniżenie poziomu mRNA dla pro-życiowej formy 

tego białka w przypadku obu linii komórkowych (Ryc.22b). 

a)         b)     

Rycina 21. Poziom mRNA genów kodujących a) kinazy sfingozyny oraz b) receptory S1P  

w komórkach PC12 APPwt i APPsw. ***p<0,001 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy 

kontrolnej (PC12) (n=3-4, jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Newmana-Keulsa).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

 

 

a)             b) 

Rycina 22. Poziom mRNA genów kodujących a) kinazę ceramidu, b) białko Bcl-2 w komórkach 

PC12 APPwt oraz APPsw. **p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy 

kontrolnej (PC12) (n=3-4, jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Newmana-Keulsa).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 
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4.2. Badania in vivo 

4.2.1. Zbadanie wpływu mutacji genu APP oraz modulatora receptorów 

sfingozyno-1-fosforanu (FTY720) na poziom mRNA PARPów i SIRTuin  

 U myszy transgenicznych z mutacją genu APP+ nie stwierdzono istotnych zmian  

w poziomie mRNA Parp1 w porównaniu do myszy bez mutacji APP- (Ryc. 23).  

W korze mózgowej 3-miesięcznych myszy APP+ zaobserwowano jedynie obniżenie 

poziomu mRNA dla genu kodującego sirtuinę jądrową SIRT1 w porównaniu do myszy APP- 

(Ryc.24a). Poziom mRNA pozostałych przebadanych genów kodujących enzymy NAD+-

zależne pozostawał bez zmian, aczkolwiek zaobserwowano tendencję do obniżenia się 

poziomu mRNA genu Sirt4 w korze mózgowej myszy 6-miesięcznych APP+ (Ryc.24c).  

W hipokampie 12-miesięcznych myszy APP+ zaobserwowano obniżenie poziomu mRNA 

Sirt1 w porównaniu do myszy kontrolnych APP- (Ryc.25a).  

 Podanie dootrzewnowe FTY720 spowodowało istotny wzrost poziomu mRNA 

Parp1 w korze mózgowej myszy APP+ 6- i 12-miesięcznych (Ryc. 23a).  

FTY720 powodował również wzrost poziomu mRNA Sirt1 w korze mózgowej myszy  

3-miesięcznych APP+ oraz wzrost poziomu mRNA Sirt1 Sirt3, Sirt5 w korze mózgowej 

myszy 6-miesięcznych i 12-miesięcznych APP+ (Ryc.24a, b, d). Podanie FTY720 wpłynęło 

jedynie na wzrost poziomu mRNA Sirt1 i 4 (Ryc.25a, c) w hipokampie myszy  

12-miesięcznych APP+. Zaobserwowano również tendencję do wzrostu poziomu mRNA 

Sirt4 i 5 u myszy 6-miesięcznych APP+ oraz Sirt3 i 5 u myszy 12-miesięcznych APP+ 

(Ryc.25b, c, d). 
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a)       

 

 

b)       

 

Rycina 23. Poziom mRNA genu kodującego białko PARP1 w: a) korze mózgowej, b) hipokampie 

myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). ***p<0,001, *p<0,05 – różnica 

istotna statystycznie w stosunku do kontroli (NaCl) w obrębie grupy (APP- lub APP+) (n=3-5, dwu-czynnikowa 

ANOVA z testem post-hoc Tukeya). Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 
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a)        

b)        

c)        

d)        

Rycina 24. Poziom mRNA genów kodujących SIRTy: a) SIRT1, b) SIRT3, c) SIRT4, d) SIRT5  

w korze mózgowej myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). ***p<0,001, 

**p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli (NaCl) w obrębie grupy (APP-  

lub APP+) lub П - pomiędzy grupami APP- vs. APP+ (n=3-5, dwu-czynnikowa ANOVA z testem post-hoc 

Tukeya). Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

  

http://rcin.org.pl



49 

 

a)      

 

b)       

c)       

d)       

Rycina 25. Poziom mRNA genów kodujących SIRTy: a) SIRT1, b) SIRT3, c) SIRT4, d) SIRT5  

w hipokampie myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). *p<0,05 – różnica 

istotna statystycznie w stosunku do kontroli (NaCl) w obrębie grupy (APP- lub APP+) lub П - pomiędzy grupami 

APP- vs. APP+ (n=3-5, dwu-czynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya). Wyniki normalizowano względem 

genu kodującego β-aktynę (Actb). 
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4.2.2. Wpływ mutacji genu APP oraz FTY720 na poziom mRNA kinaz 

sfingozyny oraz receptorów dla S1P 

 W celu potwierdzenia zmian w poziomie mRNA genów zaangażowanych  

w powstawanie S1P oraz przekaźnictwo sygnału zależne od tego fosfolipidu 

zaobserwowanych w modelu komórkowym, zbadano poziom mRNA na materiale 

wyizolowanym od myszy FVB/APP+/-. Ponadto, zbadano w jaki sposób FTY720 wpływa  

na poziom mRNA receptorów dla S1P oraz na poziom mRNA kinaz, które biorą udział  

w powstawaniu S1P. 

 W korze mózgowej myszy 12-miesięcznych APP+ NaCl zaobserwowano obniżenie 

poziomu mRNA dla genu kodującego kinazę sfingozyny 2 (SPHK2) w porównaniu do grupy 

kontrolnej –  myszy APP- otrzymujących NaCl (Ryc.26). W przypadku pozostałych grup 

wiekowych, zaobserwowano tendencję do obniżenia poziomu mRNA Sphk1 u myszy 3-  

i 6-miesięcznych z mutacją genu APP (Ryc.26). Analiza poziomu mRNA w hipokampie 

wykazała podobnie jak w korze mózgowej znamienne obniżenie poziomu mRNA Sphk2  

u myszy 12-miesięcznych APP+  (Ryc.27). 

 Następnie zbadano poziom mRNA receptorów dla S1P. Wykazano, że mutacja genu 

APP istotnie obniża poziom mRNA S1pr1, genu kodującego receptor 1 dla S1P w korze 

mózgowej myszy 12-miesięcznych APP+ (Ryc.28). Natomiast w przypadku receptora 3  

w korze mózgowej wykazano wzrost poziomu mRNA S1pr3 u myszy APP+   

3- i 6-miesięcznych (Ryc.28). Ponadto, w hipokampie myszy 6- i 12-miesięcznych APP+ 

stwierdzono istotne obniżenie poziomu mRNA S1Pr3 w porównaniu do myszy kontrolnych 

APP- (Ryc.29). 

 Dootrzewnowe podanie FTY720/fingolimodu spowodowało znamienny wzrost 

poziomu mRNA dla kinazy SPHK1 i 2 w korze mózgowej zwierząt 6- i 12-miesięcznych 

APP+ w porównaniu do kontroli – APP+ NaCl (Ryc.26). Ponadto, wzrost poziomu mRNA 

po FTY720 był obserwowany dla obu tych genów w hipokampie myszy 12 -miesięcznych 

(Ryc.27). Dodatkowo wykazano wzrost poziomu mRNA Sphk2 w hipokampie myszy  

6-miesięcznych po podaniu FTY720 (Ryc.27). Nie zaobserwowano istotnych zmian  

w poziomie mRNA S1pr1 na skutek podania FTY720 zarówno w korze mózgowej,  

jak i w hipokampie myszy APP+ (Ryc.28 i 29). Podanie fingolimodu spowodowało 

przejściowy wzrost poziomu mRNA S1pr3 w hipokampie myszy 6-miesięcznych APP+ 

(Ryc.29).  
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Rycina 26. Poziom mRNA genu kodującego kinazę sfingozyny: SPHK1 oraz SPHK2 w korze 

mózgowej myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). ***p<0,001, **p<0,01, 

*p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli (NaCl) w obrębie grupy (APP- lub APP+) lub П - 

pomiędzy grupami APP- vs. APP+ (n=3-5, dwu-czynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

 

 
 

Rycina 27. Poziom mRNA genu kodującego kinazę sfingozyny: SPHK1 oraz SPHK2 

w hipokampie myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). **p<0,01, *p<0,05 

– różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli (NaCl) w obrębie grupy (APP- lub APP+)  

lub П -pomiędzy grupami APP- vs. APP+ (n=3-6, dwu-czynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 
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Rycina 28. Poziom mRNA genów kodujących receptory dla S1P: S1PR1 i S1PR3 w korze mózgowej 

myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). **p<0,01, *p<0,05 – różnica 

istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej (NaCl) w obrębie grupy (APP- lub APP+)  

lub П - pomiędzy grupami APP- vs. APP+ (n=3-5, dwuczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

 

 

Rycina 29. Poziom mRNA genów kodujących receptory dla S1P: S1PR1 i S1PR3 w hipokampie 

myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). ***p<0,01, **p<0,01, *p<0,05 – 

różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej (NaCl) w obrębie grupy (APP- lub APP+) 

 lub П - pomiędzy grupami APP- vs. APP+ (n=3-6, dwuczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 
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4.2.3. Zbadanie wpływu mutacji genu APP oraz FTY720 na poziom mRNA 

kinazy ceramidu oraz białek pro- i anty-apoptotycznych 

 Kinaza ceramidu, jest jednym z kluczowych enzymów szlaku metabolizmu 

bioaktywnych sfingolipidów. Bierze ona udział w przekształceniu pro-apoptotycznego 

ceramidu do pro-życiowego ceramido-1-fosforanu. Dlatego też zbadano w mysim modelu 

ChA w jakim stopniu mutacja genu APP wpływa na poziom mRNA kinazy ceramidu  

oraz jaki wpływ na poziom mRNA tego genu ma działanie FTY720. Zarówno w korze 

mózgowej, jak i hipokampie 12-miesięcznych myszy APP+ zaobserwowano obniżenie 

poziomu mRNA Cerk (Ryc.30a, b). Podanie dootrzewnowe FTY720 wpłynęło istotnie  

na wzrost poziomu mRNA Cerk zarówno w korze jak i hipokampie myszy 12-miesięcznych 

APP+ (Ryc.30a, b). 

a)  

b)       

Rycina 30. Poziom mRNA genu kodującego kinazę ceramidu (CERK) w: a) korze mózgowej,  

b) hipokampie myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). **p<0,01, 

*p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do kontroli (NaCl) w obrębie grupy (APP- lub APP+)  

lub П -  pomiędzy grupami APP- vs. APP+ (n=3-6, dwu-czynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya).  

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

 W kolejnym etapie zbadano poziom mRNA dla białek pro- i anty-apoptotycznych  

z rodziny Bcl-2. W korze mózgowej myszy APP+ 6- i 12- miesięcznych zaobserwowano 

istotne obniżenie poziomu mRNA Bcl-2 kodującego pro-życiowe białko Bcl-2 (Ryc.31a). 
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Podobną zmianę zaobserwowano w hipokampie myszy 12-miesięcznych APP+ (Ryc.32a). 

Ponadto zauważono wzrost poziomu mRNA genu kodującego pro-apoptotyczne białko 

BAX w hipokampie myszy 3-miesięcznych APP+ w porównaniu do myszy bez mutacji genu 

APP- (Ryc.32b). W wyniku podania FTY720 stwierdzono istotny wzrost poziomu mRNA 

Bcl-2 w korze mózgowej myszy 6- i 12-miesięcznych oraz wzrost poziomu mRNA tego 

genu w hipokampie myszy 12-miesięcznych APP+ (Ryc.31a, 32a). FTY720 spowodował 

również wzrost poziomu mRNA Bax w hipokampie myszy APP+ 12-miesięcznych 

(Ryc.32b). 

a)  

b)       

Rycina 31. Poziom mRNA genów kodujących białka pro- i anty-apoptotyczne: a) Bcl-2; b) BAX  

w korze mózgowej myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). ***p<0,01, 

**p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej (NaCl) w obrębie grupy (APP- 

lub APP+) lub П -  pomiędzy grupami APP- vs. APP+ (n=3-5, dwuczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya). 

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 
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a)  

b)       

Rycina 32. Poziom mRNA genów kodujących białka pro- i anty-apoptotyczne: a) Bcl-2; b) BAX  

w hipokampie myszy APP- i APP+ w trzech grupach wiekowych (3Mc, 6Mc, 12Mc). ***p<0,01, 

**p<0,01, *p<0,05 – różnica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej (NaCl) w obrębie grupy (APP- 

lub APP+) lub П -  pomiędzy grupami APP- vs. APP+ (n=3-5, dwuczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya). 

Wyniki normalizowano względem genu kodującego β-aktynę (Actb). 

5. Dyskusja 

 Do głównych zmian neuropatologicznych charakteryzujących chorobę Alzheimera 

zalicza się sploty neurofibrylarne powstałe w wyniku nadmiernego ufosforylowania białka 

tau oraz obecność złogów peptydu Aβ. Ostatnie doniesienia naukowe podkreślają istotne 

znaczenie oligomerów peptydu Aβ w wywoływaniu toksyczności w ChA (podrozdział 1.1). 

W wyniku nadmiernego odkładania się peptydu Aβ oraz hiperfosforylacji białka tau 

dochodzi do obumierania neuronów oraz zaniku połączeń synaptycznych, co skutkuje 

obniżeniem się poziomu neuroprzekaźników, z których największe znaczenie dla układu 

pamięci ma acetylocholina (Masliah i wsp., 1992). Białkiem mającym również znaczenie  

w ChA jest α-synukleina. Białko to ulega nagromadzeniu oraz agregacji/oligomeryzacji,  

co zaobserwowano post-mortem w mózgach osób chorych na ChA (Larson i wsp., 2017). 

Podczas ChA, ASN może wchodzić we wzajemną interakcję z peptydem Aβ powodując 

nasilenie swojej agregacji oraz podobnie jak Aβ przyczyniać się do powstania stresu 

oksydacyjnego. Stres oksydacyjny jest jednym z istotnych zjawisk towarzyszących 
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chorobom neurodegeneracyjnym, odgrywającym niezwykle ważną rolę w patomechanizmie 

i patogenezie tych chorób. Jest on następstwem zachwiania równowagi pomiędzy produkcją, 

a usuwaniem wolnych rodników i może powodować zaburzenia funkcji mitochondriów, 

enzymów antyoksydacyjnych oraz enzymów uczestniczących w naprawie DNA.  

Sam mechanizm powstawania stresu wynika ze zdolności Aβ i ASN do oddziaływania  

z błoną komórkową neuronów, co prowadzi do tworzenia się w niej kanałów jonowych 

doprowadzając do zaburzenia potencjału błonowego. Powoduje to napływ jonów Ca2+  

do komórki oraz stymulację aktywności NOS m. in. w mitochondriach (Drews i wsp., 2016, 

Lieberman i wsp., 2017, Parihar i wsp., 2008, Serra-Batiste i wsp., 2016, Wilkaniec i wsp., 

2013). Podczas stresu oksydacyjnego wywołanego toksycznością peptydu Aβ może 

dochodzić do nadmiernego wzrostu aktywności enzymu jądrowego PARP1. Strosznajder  

i wsp. wykazali wyraźnie znamienny wzrost aktywności PARP1 w hipokampie starych 

szczurów, do którego dochodziło na skutek toksycznego działania egzogennego peptydu Aβ. 

Badania przeprowadzone przez Kauppinen i wsp. na komórkach mikrogleju wykazały,  

że aktywność PARP1 jest niezbędna do wywoływanej przez Aβ aktywacji pro-zapalnego 

czynnika transkrypcyjnego NF-κB, uwalniania się NO oraz TNFα (Kauppinen i wsp., 2011). 

Ponadto, długotrwały stres może doprowadzić do aktywacji szlaków śmierci komórki, z 

których część odbywa się przy udziale enzymu PARP1 (Ba i Garg, 2011, Basello i Scovassi, 

2015). PARPy mogą również wpływać na obniżenie aktywności innych enzymów NAD+-

zależnych – sirtuin, które w większości wykazują działanie neuroprotekcyjne podczas 

przebiegu chorób neurodegeneracyjnych (Choi i Mostoslavsky, 2014, Julien i wsp., 2009, 

Min i wsp., 2018, Takayama i wsp., 2009). Zarówno PARPy, jak i SIRTy są ważnymi 

regulatorami czynników transkrypcyjnych. Do takich czynników można zaliczyć: NF-κB, 

FoxO, Ku70. W mózgach osób chorych na ChA zaobserwowano zarówno wzrost 

aktywności PARP1, jak również obniżenie poziomu SIRT1 (Julien i wsp., 2009, Love i wsp., 

1999). Do dnia dzisiejszego powstało niewiele prac opisujących interakcję pomiędzy 

PARPami a SIRTami, jak również obserwuje się wiele rozbieżności w danych dotyczących 

zmian w poziomie sirtuin mitochondrialnych w mózgach osób chorych na ChA, dlatego 

należy w dalszym ciągu poszukiwać molekularnych przyczyn ich oddziaływania w patologii 

ChA (Jęśko i wsp., 2017, Sidorova-Darmos i wsp., 2018). 
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 Jedną z najbardziej toksycznych form peptydu Aβ jest Aβ1-42 oraz jego oligomery 

(wstęp - podrozdział 1.1.). Dlatego też, w niniejszej rozprawie, w doświadczeniach użyto 

Aβ1-42 w formie oligomerycznej. Wstępna charakterystyka oligomerów potwierdziła  

ich toksyczność w modelu komórkowym z wykorzystaniem linii komórkowej PC12.  

Wyniki uzyskane podczas rozdziału elektroforetycznego, jak i testu tioflawinowego, 

potwierdziły obecność oligomerów, co było zgodne z charakterystyką przeprowadzoną 

przez inne zespoły badawcze (Cieślik i wsp., 2015, Stine i wsp., 2003, Wilkaniec i wsp., 

2018). Użyte w niniejszej dysertacji Aβo1-42 powodowały obniżenie żywotności komórek 

o ok. 50%. Obniżenie żywotności komórek PC12 po Aβo1-42 zaobserwowano również  

w innych pracach badawczych (Cieślik i wsp., 2015, Czapski i wsp., 2018). Ponadto, w tych 

samych pracach zaobserwowano ok. 250% wzrost poziomu wolnych rodników po użyciu 

Aβo1-42, którym towarzyszyło obniżenie poziomu ekspresji genów kodujących białka 

antyoksydacyjne, takich jak Sod1, Sod2, Gsr, Gpx1 i Gpx4 (Cieślik i wsp., 2015, Czapski i 

wsp., 2018). Zjawisko to może tłumaczyć przyczynę obniżenia żywotności komórek  

po zastosowaniu Aβo1-42, do którego może dochodzić na skutek stresu oksydacyjnego. 

 

Sam peptyd Aβ, zanim ulegnie oligomeryzacji musi powstać w komórkach na drodze 

amyloidogennej przy udziale dwóch sekretaz: β- i γ-sekretazy. Wykazano, że endogenne 

peptydy Aβ powodują wzrost poziomu mRNA Bace1, kodującego β-sekretazę oraz genów 

Psen1 i Psen2, kodujących podjednostki γ-sekretazy w przypadku linii APPwt. Wykazano 

również wzrost poziomu mRNA Psen2 w komórkach APPsw. W komórkowym modelu 

toksyczności Aβo1-42 zaobserwowano podobnie jak w linii transfekowanej wzrost poziomu 

mRNA Bace1 oraz Psen1 i Psen2. Wiele prac wskazuje na zaburzenia w działaniu oraz 

wzrost poziomu ekspresji i aktywności β-sekretazy podczas ChA (Li i wsp., 2004, Yang i 

wsp., 2003). Li i wsp. zaobserwowali w korze mózgowej pacjentów z SAD podwyższony 

poziom mRNA genu kodującego białko BACE1 (Li i wsp., 2004). Ten sam zespół 

zaobserwował, że w komórkach linii HEK293 transfekowanych genem APP z podwójną 

mutacją szwedzką dochodzi do wzrostu aktywności białka BACE1 przy jednoczesnym 

braku zmian w poziomie mRNA genu kodującego to białko. Brak zmian w poziomie mRNA 

Bace1 w linii APPsw, został również zaobserwowany w niniejszej rozprawie doktorskiej. 

Dodatkowo zespół Li i wsp. wykazał wzrost poziomu aktywności BACE1 w komórkach 

APPwt. Do ciekawych obserwacji w przypadku poziomu i aktywności białka BACE1 

doszedł zespół Stokley`a i wsp. Wykazali oni, że poziom białka BACE1 ulega zmniejszeniu 
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w korze mózgu osób chorych na ChA, z tym że zjawisko to obserwowane jest dopiero  

w późnych stadiach choroby (V i VII wg. Braaka) i jest ono skorelowane ze zmianami 

neurofibrylarnymi zachodzącymi w mózgu (Stockley i wsp., 2006). Sytuacja ta może 

doprowadzić do wzrostu ilości splotów neurofibrylarnych oraz do zmniejszenia się ilości 

synaps, co można wiązać ze spadkiem poziomu BACE1, ponieważ synapsy stanową ważne 

miejsce dla powstawania peptydu Aβ (Cirrito i wsp., 2005, Kamenetz i wsp., 2003). 

Tamagano i wsp. zaobserwowali, że w wyniku stresu oksydacyjnego wywołanego przez 

H2O2 lub 4-hydroksynonenal może dochodzić do wzrostu aktywności γ-sekretazy,  

jak również do wzrostu poziomu mRNA genów Psen1 i Psen2, w konsekwencji 

doprowadzając do zwiększenia się powstawania Aβ40 i Aβ42 (Tamagno i wsp., 2008). 

Zmiany w poziomie mRNA genów Psen1 i Psen2, które zaobserwowano w niniejszej 

rozprawie mogą sugerować, że zarówno egzogenne Aβo1-42 jak i endogenne peptydy Aβ 

mogą brać udział w procesach powstawania dodatkowych ilości peptydu Aβ. 

 

 W dalszej części pracy zbadano wpływ ASNo na poziom mRNA genów  

 związanych z metabolizmem białka APP. Zarówno Aβo, jak i ASNo wykazują pomiędzy 

sobą wiele podobieństw i mogą występować zarówno w otępieniu z ciałami Lewy`go,  

jak i ChA (patrz podrozdział 1.1.). Zauważono, że 24-godzinna inkubacja komórek PC12  

z ASNo powodowała obniżenie poziomu mRNA genu kodującego α-sekretazę (ADAM10). 

Białko ADAM10 zaangażowane jest w ścieżkę nieamyloidogenną metabolizmu APP przez 

co przyczynia się do zmniejszenia powstawania peptydu Aβ (Yuan i wsp., 2017).  

Abid i wsp. zaobserwował u myszy transgenicznych z mutacją szwedzką genu APP 

obniżenie ekspresji genu Adam10, które ulegało nasileniu wraz ze wzrostem wieku 

badanych myszy (Abid i wsp., 2019). Najnowsze, aczkolwiek nieliczne badania wskazują 

na istotne obniżenie poziomu mRNA oraz białka w mózgu lub w płynie mózgowo-

rdzeniowym osób chorych na ChA (Endres i Deller, 2017, Sogorb-Esteve i wsp., 2018). 

Efekt ten nie został zaobserwowany w przypadku komórkowych modeli toksyczności Aβ. 

Ponadto, ASN istotnie obniżała poziom mRNA genów kodujących metaloproteinazę 2 i 10.  

Obniżenie poziomu mRNA Adam10, jak również niektórych metaloproteinaz może 

przyczynić się do zwiększonej produkcji Aβ. Roberts i wsp. udowodnili, że zahamowanie 

aktywności α-sekretazy powoduje w komórkach transfekowanych genem ASN zwiększenie 

powstawania peptydu Aβ40 oraz Aβ42 (Roberts i wsp., 2017). Ponadto, spadek ekspresji 

MMP zaangażowanych w degradację Aβ może skutkować zwiększoną ilością powstałego 
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peptydu, zwłaszcza w sytuacji, kiedy toksyczność Aβ oraz ASN może doprowadzać  

do zaburzenia funkcjonowania proteasomów (Lindersson i wsp., 2004, Tseng i wsp., 2008). 

Uzyskane wyniki mogą sugerować, że podczas toksycznego oddziaływania ASNo może 

dochodzić w komórce do zmian molekularnych, które doprowadzają do zwiększenia 

powstawania peptydu Aβ.  

 

Zarówno wzrost poziomu Aβ, jak też ASN może doprowadzić do powstania stresu 

oksydacyjnego, co z kolei może powodować liczne uszkodzenia białek oraz DNA i zaburzać 

pracę enzymów uczestniczących w naprawie DNA. Strosznajder i Banasik wykazali  

w modelu komórkowym linii PC12 wzrost aktywności enzymatycznej PARP1 na skutek 

działania egzogennego peptydu Aβ (Strosznajder i Banasik, 2000). Aktywność enzymu 

PARP1 ulega również zwiększeniu w mózgach osób chorych na ChA w badaniach post-

mortem (Love i wsp., 1999). Podobne zmiany zostały również zaobserwowane w niniejszej 

pracy. Zarówno podane egzogennie Aβo, jak i endogenne peptydy Aβ w komórkach 

transfekowanych genem APP wpływały na zwiększenie się poziomu mRNA genu 

kodującego białko PARP1 oraz genu kodującego PARP2 w przypadku linii komórkowej 

APPsw. Wzrost poziomu mRNA Parp1 nie był natomiast obserwowany w linii komórkowej 

traktowanej ASNo, ale w porównaniu do modelu toksyczności Aβ w tym przypadku 

zaobserwowano wzrost poziomu mRNA genów Parp2 i Parp3, kodujących inne PARPy 

zaangażowane w naprawę DNA. Podobną obserwację opisano w pracy Adamczyk  

i Kaźmierczak, gdzie wykazano brak zmian w poziomie białka PARP1 po traktowaniu 

skrawków mózgu szczura egzogenną ASN. Autorki zaobserwowały również spadek 

aktywności tego enzymu po traktowaniu ASN, który został zniesiony po użyciu inhibitora 

konstytutywnych izoform NOS (Adamczyk i Kaźmierczak, 2009). Do innych obserwacji 

doszedł zespół Kam i wsp., który zaobserwował zależny od uszkodzenia DNA wywołanego 

przez NO● wzrost aktywacji enzymu PARP1 na skutek działania włókien ASN (α-syn pre-

formed fibrils) w pierwotnej hodowli neuronów oraz w mózgach myszy po dokomorowym 

podaniu ASN (Kam i wsp., 2018). Ten sam zespół zaobserwował wzrost poziomu PAR w 

mózgach i płynie mózgowo-rdzeniowym u osób chorych na ChP. Na podstawie powyżej 

przedstawionych wyników wydaje się, że wpływ ASN na aktywność/ekspresję enzymu 

PARP1 jest zależny od formy ASN (monomery, oligomery, włókna).  

W przebiegu ChA dochodzi do nadreaktywności PARP-1, co może powodować 

aktywację procesów zapalnych oraz śmierć komórki. Niektóre z badań wskazują  
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na protekcyjne działanie inhibitorów PARP podczas toksyczności peptydów Aβ (Turunc 

Bayrakdar i wsp., 2014). Dlatego też, w niniejszej rozprawie sprawdzono w modelu 

toksyczności Aβo1-42, jak na zmiany w poziomie mRNA genów kodujących enzymy 

zaangażowane w powstawanie peptydu Aβ wpływa zahamowanie aktywności PARP1. 

Wykazano, że użycie samego inhibitora PJ-34 powoduje wzrost poziomu mRNA Psen1  

i Psen2. Natomiast użycie PJ-34 podczas toksyczności Aβo wpływa na wzrost poziomu 

mRNA wszystkich przebadanych genów kodujących sekretazy oraz ich podjednostki. 

Uzyskane wyniki mogą sugerować wystąpienie mechanizmu błędnego koła pomiędzy 

metabolizmem Aβ i APP, który może być odpowiedzialny za powstawanie dużych ilości 

peptydu Aβ w komórce. Liczne badania wskazują, że podczas stresu oksydacyjnego 

wywołanego toksycznością peptydu Aβ następuje aktywacja i wzrost ekspresji  

β-sekretazy (Borghi i wsp., 2007, Mouton-Liger i wsp., 2012, Tamagno i wsp., 2002, Tong 

i wsp., 2005). Przypuszcza się, że do aktywacji BACE1 dochodzi podczas procesów 

zapalnych na skutek wzrostu aktywności kinazy JNK oraz czynnika transkrypcyjnego AP-1 

(Chami i Checler, 2012). Oprócz ChA, zjawisko to może być obserwowane w innych 

patologiach, takich jak ostrym uszkodzeniu mózgu (acute brain injury), niedokrwieniu  

oraz ostrych urazach głowy (acute head trauma) (Tabaton i wsp., 2010).  

 Jak uprzednio wspomniano, stres oksydacyjny wywołany toksycznością Aβ może 

doprowadzić do zaburzeń funkcji mitochondriów, enzymów antyoksydacyjnych  

oraz enzymów uczestniczących w naprawie DNA. Dlatego też zbadano w modelach 

toksyczności peptydu Aβ oraz białka ASN poziom mRNA genów kodujących enzymy 

NAD+- zależne: PARPy i SIRTy. W obu modelach wykazano istotne obniżenie poziomu 

mRNA Sirt1. Co więcej, w zwierzęcym modelu ChA, który charakteryzuje się zwiększonym 

poziomem peptydu Aβ 1-42 i zaburzonym stosunkiem Aβ 1-42/Aβ 1-40, zaobserwowano 

obniżenie poziomu mRNA tego genu zarówno w korze mózgowej myszy 3-miesięcznych, 

jak i hipokampie myszy 12-miesięcznych. SIRT1 zaangażowana jest w wiele procesów, 

kluczowych z punktu widzenia prawidłowego funkcjonowania komórki, jak również może 

się ona przyczyniać do zmniejszenia ilości peptydu Aβ (wstęp - podrozdział 1.2.2.).  

W związku z powyższym zaobserwowane w dysertacji obniżenie poziomu mRNA Sirt1  

w mózgach myszy APP+ 3- i 12-miesięcznych może wskazywać na promowanie 

amyloidogennej ścieżki metabolizmu APP. Warto również podkreślić, że obniżenie 

poziomu ekspresji genu/białka SIRT1 oraz jej aktywności obserwowane jest w mózgach 

osób chorych na ChA i ChP (Cao i wsp., 2018, Julien i wsp., 2009, Singh i wsp., 2017).  
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 Oprócz SIRT1 w regulację biogenezy mitochondrialnej oraz ochrony 

antyoksydacyjnej mogą też być zaangażowane sirtuiny mitochondrialne (podrozdział 1.2.2). 

W niniejszej rozprawie doktorskiej zaobserwowano, że endogenne peptydy Aβ powodują 

wzrost poziomu mRNA Sirt3. Zauważono również tendencję do zwiększenia się poziomu 

mRNA tego genu w komórkach traktowanych egzogennym peptydem Aβ. Wzrost ten  

był również obserwowany w komórkach traktowanych ASN. Zjawisko to występujące  

w 3 użytych modelach może tłumaczyć podobny mechanizm (w tym przypadku wzrost 

stresu oksydacyjnego wywołany toksycznością zagregowanych peptydów), inicjujący 

ochronę antyoksydacyjną (z udziałem SIRT3), który jak widać po obniżonej żywotności 

komórek nie jest w stanie sobie poradzić z narastającą ilością wolnych rodników.  

Wzrost poziomu mRNA genu kodującego białko SIRT3 został również zaobserwowany 

przez Weir i wsp. w hipokampie myszy z mutacją typu Indiana (PDAPP) oraz w korze 

mózgu ludzi chorych na ChA (Weir i wsp., 2012). Dodatkowo w niniejszej rozprawie 

zauważono, że zarówno w wyniku toksyczności ASNo, jak i Aβo może dochodzić  

do wzrostu poziomu mRNA Sirt5 oraz Sirt4 w przypadku modelu Aβo. Dane te korelują  

z wynikami uzyskanymi przez zespól Lutz i wsp. gdzie w hipokampach osób chorych na 

ChA obserwowano wzrost ekspresji białka SIRT5 wraz z postępem choroby (Lutz i wsp., 

2014). Co ciekawe, w niniejszej pracy doktorskiej poziom mRNA Sirt5 uległ znacznemu 

obniżeniu w przypadku linii APPsw. Wydaje się, że zmiana ta może być zależna od 

analizowanego modelu toksyczności Aβ (APPsw).  

Podczas stresu oksydacyjnego/genotoksycznego może dochodzić do zahamowania 

aktywności sirtuin wynikającego z nadmiernego pobudzenia aktywności enzymu PARP1 

(wstęp – podrozdział 1.2). Dane literaturowe pokazują również, że acetylacja PARP1 

doprowadza do wzrostu jej aktywności, natomiast deacetylacja hamuje zależną  

od PARP1 aktywację genów odpowiedzialnych za procesy zapalne np. czynników 

transkrypcyjnych NF-κB i AP-1 (Hassa i wsp., 2005, Mishra i Kowluru, 2017, Rajamohan i 

wsp., 2009). Verdone i wsp. w badaniach z użyciem inhibitorów PARP zaobserwowali 

obniżenie ekspresji genów: p300 i Pcaf, kodujących dwa kluczowe enzymy biorące udział 

w acetylacji histonów, co również skutkowało obniżeniem poziomu acetylacji lizyny  

na histonach H3 i H4. Dodatkowo, autorzy zauważyli globalny wzrost aktywności 

enzymatycznej deacetylaz po użyciu PJ-34 (Verdone i wsp., 2015). Zaobserwowane zmiany 

mogą wskazywać na aktywny udział PARP1 w regulacji acetylaz, jak również enzymów 

deacetylujących histony, do których należą m. in. sirtuiny. Dlatego też w niniejszej pracy 
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doktorskiej zbadano w komórkowym modelu toksyczności Aβo w jakim stopniu poziom 

mRNA PARPów i SIRTuin zależny jest od aktywności enzymu PARP.  

Zauważono, co ważne wzrost poziomu mRNA Sirt1 po zahamowaniu aktywności enzymu 

PARP. Wzrost ten był obserwowany zarówno w warunkach toksyczności Aβo,  

jak i po użyciu samego PJ-34. SIRT1, podobnie jak sirtuiny mitochondrialne może wpływać 

na biogenezę mitochondrialną, jak również na aktywację enzymów antyoksydacyjnych.  

Lai i wsp. wykazali zależną od nadmiernej aktywności PARP1 dysfunkcję mitochondriów 

do której dochodzi w mózgu podczas stanu padaczkowego (Lai i wsp., 2017).  

Udowodnili oni, że podanie PJ-34 szczurom po iniekcji kwasu kainowego pomogło  

w zwiększeniu wewnątrzkomórkowej puli NAD+ jak również poprawiało zależną od NAD+ 

mitochondrialną wydolność oddechową (RCR, respiratory control ratio), co powodowało 

wzrost przeżycia komórek neuronalnych w sektorze CA1 hipokampa (Lai i wsp., 2017). 

Mając na uwadze, że PARP1 jest również modulatorem aktywności sirtuin, można 

przypuszczać że poprawa funkcji mitochondriów może być również zależna od SIRT1, 

której wzrost poziomu mRNA na skutek działania PJ-34 zaobserwowano w niniejszej 

rozprawie. W przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano zmian w poziomie mRNA 

Sirt3 zarówno po samym traktowaniu komórek PJ-34, jak i po traktowaniu PJ-34+Aβo.  

Brak zmian w poziomie mRNA tego genu może wynikać z faktu, iż PARP1 może być 

zaangażowany w aktywację SIRT3 w warunkach stresu oksydacyjnego i deficytu NAD+,  

co zostało zaobserwowane w pracy Kim i wsp (Kim i wsp., 2011). Dodatkowo w niniejszej 

pracy zaobserwowano, że zahamowanie aktywności PARP wpłynęło również na wzrost 

poziomu mRNA Sirt4. SIRT4, podobnie jak PARP1, może brać udział w reakcji ADP-

rybozylacji. Mogłoby to wskazywać na zastępowanie funkcji PARP1 podczas zahamowania 

jego aktywności przez inne PARPy, jak również sirtuiny zdolne do przeprowadzania tego 

typu reakcji, takie jak SIRT4 czy SIRT6 (Liszt i wsp., 2005, Tan i wsp., 2015).  

Kolejną zmianą wynikającą z użycia PJ-34 był wzrost poziomu mRNA Parp3, który był 

również obserwowany podczas toksyczności Aβo. PARP3 podobnie jak PARP1 i PARP2 

zaangażowany jest w mechanizmy naprawy DNA (Beck i wsp., 2014, Boehler i wsp., 2011). 

Zaobserwowane zmiany mogą wskazywać na tendencję do zastępowania funkcji PARP1  

w naprawie DNA przez inne enzymy NAD+- zależne, takie jak SIRT1, czy PARP3, podczas 

gdy dochodzi do zahamowania aktywności PARP1.  
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Dane literaturowe wskazują na istotną rolę bioaktywnych sfingolipidów  

(m.in. ceramidu) w ChA. W stanach patologicznych ceramidy podobnie jak PARP1 mogą 

pełnić rolę przełącznika pomiędzy przeżyciem a śmiercią komórki. Ponadto oba te związki 

mogą doprowadzać do aktywacji licznych czynników transkrypcyjnych odpowiedzialnych 

m.in. za wzrost procesów zapalnych ( podrozdział 1.2.1 oraz 1.3.1). Ceramidy mogą również 

wpływać na wzrost aktywności enzymu PARP1. Czubowicz i Strosznajder w swoich 

badaniach zaobserwowali, że podczas traktowania komórek SH-SY5Y ceramidem dochodzi 

do wzrostu aktywności PARP1 oraz do wzrostu immunoreaktywności białka poli(ADP-

rybozy) (Czubowicz i Strosznajder, 2014). Obu tym obserwacjom towarzyszył wzrost 

poziomu wolnych rodników, wzrost poziomu mRNA genów kodujących białka pro-

apoptotyczne oraz obniżenie poziomu mRNA BCL-2. Próba zahamowania aktywności 

PARP skutkowała zbliżeniem się analizowanych parametrów do wartości wyjściowych  

oraz wzrostu żywotności komórek, co może sugerować wspólny udział obu tych związków 

w procesach związanych ze śmiercią komórki (Czubowicz i Strosznajder, 2014). Ayasolla i 

wsp. wykazali, że podczas toksyczności peptydu Aβ może dojść do zależnego od ceramidów 

wzrostu poziomu białka iNOS, co doprowadziło do zwiększonej produkcji NO (Ayasolla i 

wsp., 2004). Zarówno wzrost poziomu ceramidów, jak również wzrost ekspresji enzymów 

zaangażowanych w jego powstawanie, obserwowany jest w mózgach osób chorych na ChA 

(Bandaru i wsp., 2009, Cutler i wsp., 2004, Czubowicz i wsp., 2019, He i wsp., 2010, Katsel 

i wsp., 2007). Dlatego też w ostatnich latach bioaktywne sfingolipidy zaczęły przyciągać 

uwagę badaczy zajmujących się poznawaniem przyczyn, które doprowadzają do rozwoju 

ChA.  

Sfingolipidy stanowią ważny składnik strukturalny błony komórkowej a produkty 

powstałe w wyniku ich metabolizmu mają istotne znaczenie w regulacji procesów 

związanych z prawidłowym funkcjonowaniem komórki. Na uwagę zwraca fakt, iż są one 

również częścią składową tratw lipidowych. W tratwach tych zawarta jest część białka APP,  

która ulega proteolitycznemu cięciu z udziałem sekretaz amyloidogennych. Do grupy 

bioaktywnych sfingolipidów mogących mieć znaczenie w patomechanizmie ChA można 

zaliczyć oprócz uprzednio wymienionego ceramidu: ceramido-1-fosforan (C1P), sfingozynę 

oraz sfingozyno-1-fosforan (S1P). Liczne badania wskazują na zaangażowanie 

bioaktywnych sfingolipidów w metabolizm peptydu Aβ, jak również na aktywną rolę  

w procesach związanych ze śmiercią lub przeżyciem komórki. Ponadto, w mózgach osób 

chorych na ChA zaobserwowano zaburzenia proporcji pomiędzy ceramidem a S1P (Couttas 
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i wsp., 2018, He i wsp., 2010). Couttas i wsp. zaobserwowali, że w ChA dochodzi do 

obniżenia się poziomu S1P oraz aktywności SPHK1 w hipokampie, które pogłębia się wraz 

ze wzrastającym stadium Braaka (Couttas i wsp., 2014). Autorzy zwracają uwagę  

na fakt, że wzrost poziomu ceramidu oraz towarzyszące mu obniżenie poziomu S1P może 

się przyczyniać do pro-neurodegeneracyjnego fenotypu w mózgu, mającego istotne znacznie  

m. in. w ChA. Badania przeprowadzone przez Cieślik i wsp. w 2015r. z użyciem komórek 

PC12 oraz Aβo1-42 wykazały wzrost aktywności kinazy sfingozyny po 24-godzinach 

traktowania. Po 96-godzinach wzrost ten ulegał znacznemu obniżeniu. Podobną zmianę 

zaobserwowano w przypadku poziomu mRNA genu kodującego kinazę SPHK1.  

Nie stwierdzono natomiast żadnych zmian w przypadku genu Sphk2 (Cieślik i wsp., 2015). 

Gomez-Brouchet i wsp. również zaobserwowali obniżenie się aktywności SPHK1 podczas 

traktowania komórek SH-SY5Y Aβ25-35. Ponadto, obniżeniu poziomu S1P towarzyszyło 

zwiększenie się proporcji ceramidu do S1P, co prowadziło do wzrostu obumierania komórek 

(Gomez-Brouchet i wsp., 2007). Dane te mogą sugerować, że zahamowanie aktywności 

SPHK1 wywołane podaniem oligomerów Aβ może być jednym z czynników związanych  

z jego toksycznością. Dlatego też w dalszej części pracy sprawdzono jaki wpływ na poziom 

mRNA kinazy sfingozyny mają endogenne peptydy Aβ w komórkach PC12 

transfekowanych genem APP. Zaobserwowano obniżenie poziomu mRNA Sphk2 oraz 

obniżenie poziomu mRNA genu kodującego receptor 1 S1P. Ponadto obniżeniu poziomu 

mRNA uległ gen Cerk, który koduje enzym biorący udział w fosforylacji ceramidu do C1P. 

Zaobserwowane obniżenie poziomu mRNA Sphk2 oraz S1pr1 było podobne do zmian 

zaobserwowanych w komórkach PC12 APPwt i APPsw kilka lat wcześniej  

w pracy Gąssowskiej i wsp.. Ponadto w tej samej pracy zaobserwowano  

obniżenie aktywności SPHK1/2 oraz poziomu białka SPHK1 (Gąssowska i wsp., 2014a). 

Podobne zmiany zaobserwowano w niniejszej rozprawie w zwierzęcym modelu ChA,  

gdzie u myszy 12-miesięcznych APP+ zauważono obniżenie się poziomu mRNA Sphk2  

oraz S1pr1. U zwierząt tych zaobserwowano również zależną od wieku oraz lokalizacji  

w mózgu zmianę poziomu mRNA S1pr3, który ulegał wzrostowi w korze mózgowej myszy 

3- i 6-miesięcznych, a z kolei ulegał on obniżeniu w hipokampie myszy 6-  

i 12-miesięcznych. Oprócz obniżenia poziomu mRNA genów związanych z powstawaniem 

i działaniem S1P, zaobserwowano, co najważniejsze, obniżenie poziomu mRNA genu 

kodującego CERK u myszy 12-miesięcznych, które miało miejsce zarówno w korze mózgu 

jak i hipokampie. Wynik ten może wskazywać na zaburzenie równowagi pomiędzy ilością 

ceramidu, a jego pro-życiową formą C1P. 
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 Aktywność metaboliczna bioaktywnych sfingolipidów wiąże się nieodłącznie  

z regulacją procesów przeżycia komórki. Dlatego też sprawdzono w jakim stopniu zmiany 

w poziomie ich mRNA są powiązane z genami kodującymi białka pro- i anty-apoptotyczne. 

U myszy APP+ zaobserwowano istotne obniżenie poziomu mRNA genu kodującego białko 

Bcl-2. Spadek ten został również zaobserwowany w przypadku linii komórkowych 

transfekowanych genem APP, co może wskazywać na aktywną rolę peptydu Aβ w obniżaniu 

przeżywalności komórek. Oprócz obniżenia poziomu mRNA dla pro-życiowego białka  

Bcl-2 w hipokampie myszy 3-miesięcznych zauważono wzrost poziomu mRNA dla genu 

kodującego pro-apoptotyczne białko BAX. Wyniki otrzymane w ramach niniejszej 

rozprawy doktorskiej ewidentnie wskazują na zaburzenia w poziomie mRNA genów 

kodujących enzymy metabolizmu bioaktywnych sfingolipidów w przebiegu ChA,  

jak również w przekaźnictwie sygnału, w którym biorą udział receptory S1P.  

Ponadto, uzupełniają one dotychczasową wiedzę mówiącą o zmianach w poziomie białka  

i aktywności SPHK1/2 w mózgach osób chorych na ChA, wskazując dodatkowo na zmiany 

w poziomie mRNA (Ceccom i wsp., 2014, Couttas i wsp., 2014, Couttas i wsp., 2018, Lee i 

wsp., 2018b). Co najważniejsze, kierunek zmian poziomu mRNA Sphk1, Sphk2, Cerk, 

S1pr1, S1pr3 oraz Bcl-2 zaobserwowany zarówno w komórkowym (Aβo, APPwt, APPsw),  

jak i zwierzęcym modelu ChA odpowiadał zmianom ekspresji genów zaobserwowanym  

u osób ze sporadyczną postacią ChA (Jęśko i wsp., 2019).  

 

Badania ostatnich lat wskazują na potencjalne wykorzystanie terapii z użyciem 

modulatorów receptorów dla S1P w leczeniu chorób neurodegeneracyjnych (Asle-Rousta i 

wsp., 2013, Motyl i wsp., 2018a, Zhao i wsp., 2017). W niniejszej pracy zaobserwowano  

w mózgach myszy APP+ zależny od wieku efekt działania fingolimodu na poziom mRNA 

genów kodujących PARPy i SIRTy, enzymy syntezy bioaktywnych sfingolipidów,  

jak również receptory dla S1P oraz białka pro- i anty-apoptotyczne. Do dnia dzisiejszego 

ukazało się niewiele prac dotyczących wpływu FTY720 na zmiany w ekspresji/aktywności 

sirtuin. Wiadomo natomiast, że FTY720 wykazuje zdolność do zahamowania aktywności 

deacetylaz histonów klasy I, która może się wiązać z działaniem SPHK2 (Hait i wsp., 2015, 

Spiegel i wsp., 2012). W niniejszej rozprawie zaobserwowano po raz pierwszy wzrost 

poziomu mRNA Sirt1, Sirt3, Sirt5 i Parp1 w korze mózgowej oraz wzrost Sirt1 i Sirt4  

w hipokampie myszy APP+ po podaniu FTY720. Czubowicz i wsp. wykazali,  

że zastosowanie innego agonisty receptora dla S1P – SEW2871 (agonista receptora S1PR1) 
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powoduje wzrost poziomu mRNA Sirt1 w linii PC12 transfekowanej genem APPwt i APPsw 

zarówno w warunkach kontrolnych, jak również w toksyczności wywołanej działaniem  

C2-ceramidu (Czubowicz i wsp., 2018). Dodatkowo wykazano, że przebadany agonista 

powodował również wzrost żywotności komórek w przypadku obu linii transfekowanych 

genem APP (Czubowicz i wsp., 2018). Uzyskane wyniki wskazują na aktywną rolę ścieżki 

sygnałowej z udziałem SPHK/S1P w regulacji poziomu mRNA Sirt1. Ponadto korelują one 

z najnowszymi wynikami otrzymanymi przez zespół Gao i wsp. gdzie zaobserwowano 

obniżenie poziomu mRNA oraz białka sirtuiny 1 na skutek wyciszenia białka SPHK1.  

Co ciekawe suplementacja S1P powodowała powrót Sirt1 do wyjściowych wartości (Gao i 

wsp., 2016). Przypuszcza się, że również sirtuiny mogą oddziaływać na kinazy sfingozyny, 

co zostało zaobserwowane podczas użycia resweratrolu (niespecyficznego aktywatora 

sirtuin) zarówno w modelu zwierzęcym, jak i komórkowym i skutkowało zwiększeniem się 

poziomu S1P (Kurano i wsp., 2016). 

Fingolimod wywiera protekcyjne działanie poprzez oddziaływanie na receptory dla 

S1P. W przebiegu ChA obserwuje się, zjawisko obniżania się puli S1P w komórce, co może 

skutkować zwiększeniem się procesów apoptotycznych oraz obumieraniem komórek 

nerwowych. W niniejszej pracy zaobserwowano po podaniu FTY720 istotny wzrost 

poziomu mRNA dla genów kodujących kinazę ceramidu oraz kinazy sfingozyny w obu 

przebadanych strukturach mózgu myszy 12-miesięcznych APP+. Co ciekawe,  

użycie FTY720 u tych samych myszy pomogło w przywróceniu obniżonego poziomu 

mRNA Sphk2 do wartości wyjściowych. Zaobserwowano również wzrost poziomu mRNA 

dla genów kodujących obie kinazy u myszy 6-miesięcznych APP+. Zaobserwowany wzrost 

poziomu mRNA może wynikać z faktu, iż obie te kinazy biorą udział  

w przekształcaniu FTY720 do jego ufosforylowanej formy. FTY720 zwiększał również 

poziom mRNA genu kodującego pro-życiowe białko Bcl-2 we wszystkich grupach 

wiekowych w korze mózgowej myszy APP+ oraz powodował wzrost poziomu mRNA  

w hipokampie myszy 12-miesięcznych, który na skutek mutacji ulegał obniżeniu.  

Wynik ten pokrywa się z danymi uzyskanymi w innych chorobach, gdzie FTY720 działał 

protekcyjnie za pomocą modulacji ekspresji/aktywności kinaz sfingozyny oraz poprzez 

promowanie białek anty-apoptotycznych (Ahmed i wsp., 2017, Motyl i wsp., 2018a, Zhao i 

wsp., 2017). Hasegawa i wsp. również wykazali aktywację białka Bcl-2 oraz obniżenie 

ekspresji kaspazy-3 po zastosowaniu FTY720 w mózgu szczura po udarze niedokrwiennym. 

Równocześnie wykazano, że użycie antagonisty receptora 1 i 3 S1P (VPC23019) powoduje 
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zniesienie tego efektu (Hasegawa i wsp., 2010). Dane te mogą sugerować,  

że do pro-życiowego działania FTY720 potrzebny jest udział obu tych receptorów. 

 

Biorąc pod uwagę fakt iż, sfingolipidy stanowią bardzo ważny składnik błony 

komórkowej poprzez kształtowanie jej właściwości fizykochemicznych, zadano sobie 

pytanie w jakim stopniu ASN oraz Aβ mogą wpływać na zmiany w poziomie mRNA białek 

i receptorów związanych z metabolizmem i działaniem bioaktywnych sfingolipidów. 

Zauważono, że podobnie jak w przypadku Aβo jak i endogennych peptydów Aβ, ASNo 

powodują obniżenie aktywności kinazy sfingozyny (SPHK1/2). Równocześnie ASNo 

wpłynęły na niewielkie obniżenie poziomu mRNA Sphk2. W dalszej części pracy zbadano 

wpływ endogennych peptydów Aβ, jak również ASNo na poziom mRNA genu kodującego 

białko anty-apoptotyczne Bcl-2. Zarówno w przypadku modelu toksyczności endogennych 

peptydów Aβ, jak i ASNo, zaobserwowano obniżenie poziomu mRNA kodującego  

pro-życiowe białko Bcl-2. Obniżeniu poziomu mRNA Bcl-2 towarzyszył również wzrost 

poziomu mRNA genu kodującego pro-apoptotyczne białko BAX, co zostało przedstawione 

w pracy Motyl i wsp. (Motyl i wsp., 2018b). Podobne zmiany zostały zaobserwowane przez 

Cieślik i wsp., gdzie Aβo powodował wzrost poziomu mRNA Bax oraz obniżenie poziomu 

mRNA innego anty-apoptotycznego białka z rodziny Bcl-2 – Bcl-xL. Liczne badania 

wskazują na istotną rolę SPHK oraz S1P w neuroprotekcji podczas ChA. He i wsp. wykazali, 

że w mózgach osób chorych na ChA dochodzi do zwiększenia aktywności kwaśnej 

ceramidazy i sfingomielinazy (He i wsp., 2010). Doprowadza to do obniżania się ilości 

sfingomieliny oraz do wzrostu poziomu ceramidu przy jednoczesnym obniżeniu się poziomu 

S1P (He i wsp., 2010). Dane uzyskane przez Czubowicz i wsp. wskazują na istotne obniżenie 

poziomu mRNA oraz białka BCL-2 wynikające z działania ceramidu (Czubowicz i 

Strosznajder, 2014). Co więcej, autorzy wykazali wzrost poziomu mRNA dla białek pro-

apoptotycznych BAX i HRK, któremu towarzyszyło obniżenie żywotności komórek  

SH-SY5Y i wzrost poziomu apoptozy (Czubowicz i Strosznajder, 2014). W świetle wyżej 

opisanych wyników niezwykle istotnym wydaje się zachowanie równowagi pomiędzy S1P 

a ceramidem.  

Dosyć kontrowersyjny wydaje się być udział kinaz sfingozyny w regulacji 

powstawania peptydu Aβ. Takasugi i wsp. w swojej pracy udowodnili, że w mózgach osób 

chorych na ChA dochodzi do wzrostu aktywności SPHK2 na skutek toksyczności włókien 

peptydu Aβ1-42, co powoduje aktywację białka BACE1 (Takasugi i wsp., 2011). Z kolei,  
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ten sam zespół kilka lat później opublikował informację, że FTY720, który jest 

przekształcany do swojej aktywnej postaci głównie poprzez SPHK2, bierze udział  

w zmniejszeniu się ilości peptydu Aβ w neuronach (Takasugi i wsp., 2013). Również  

w pracy Asle-Rousta i wsp. zaobserwowano protekcyjne działanie FTY720 w modelu 

toksyczności peptydu Aβ1-42, które objawiało się poprawą procesów pamięciowych (Asle-

Rousta i wsp., 2013). Przypuszcza się, że efekt działania SPHK2 w ChA jest zależny od jego 

lokalizacji w komórce. Zaburzenie w proporcji pomiędzy pulą jądrową a cytoplazmatyczną 

SPHK2 może skutkować zwiększeniem się ilości peptydu Aβ, co zostało potwierdzone przez 

zespół Dominguez i wsp. (Dominguez i wsp., 2018). Autorka w swojej pracy zwraca również 

uwagę na fakt, iż rola SPHK2 w komórce w dalszym ciągu nie jest do końca wyjaśniona  

i wymaga dalszych badań. 

 Zaobserwowane zmiany w poziomie ekspresji genów kodujących enzymy 

metabolizmu APP, PARPy i SIRTy, kinazy sfingozyny, kinazę ceramidu, receptory S1P oraz 

wybrane białka pro- i anty-apoptotyczne wskazują na istotną rolę Aβ, Aβo i ASNo  

w ich regulacji. Farmakologiczne zahamowanie aktywności PARP1, jak również modulacja 

receptorów dla S1P może wykazywać działanie neuroprotekcyjne, poprzez regulację 

poziomu mRNA w/w białek i receptorów. Zastosowanie inhibitorów PARP  

lub modulatorów receptorów S1P może stanowić potencjalny punkt uchwytu w terapii ChA. 
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6. Podsumowanie i wnioski 

6.1. Model in vitro 

 Na podstawie przeprowadzonych badań z wykorzystaniem modeli komórkowych 

wysunięto następujące wnioski: 

1. Zarówno Aβo, jak i ASNo powodują obniżenie żywotności komórek PC12 o około  

40-50%, co świadczy o ich wysokiej toksyczności.  

2. W komórkach PC12, egzogenne Aβo powodowały wzrost poziomu mRNA Bace1 

oraz podjednostek γ-sekretazy Psen1 i 2 odpowiedzialnych za uwalnianie c-końca 

APP oraz peptydów Aβ. Endogenne peptydy Aβ zwiększały w komórkach APPsw 

poziom mRNA Psen2 oraz w przypadku APPwt poziom mRNA genów kodujących 

białka biorące udział w amyloidogennej ścieżce metabolizmu APP: Bace1, Psen1 i 2, 

co może skutkować zwiększeniem ilości peptydu Aβ. 

3. Aβo wywołują zmiany w poziomie mRNA dla SIRTuin. Po podaniu Aβo obniżeniu 

uległ poziom mRNA Sirt1 – sirtuiny, która odpowiada za wiele procesów pro-

życiowych. Zaobserwowano również zwiększony poziom mRNA sirtuin 

mitochondrialnych (Sirt4 i Sirt5). Ponadto, zaobserwowano wzrost poziomu mRNA 

Sirt3 w komórkach APPwt i APPsw. Wyniki sugerują udział sirtuin w mechanizmach 

ochrony przeciwko toksyczności oligomerów Aβ. 

4. W komórkach traktowanych Aβo1-42 oraz w komórkach APPsw zaobserwowano 

podwyższony poziom mRNA Parp1, co może wskazywać na udział tego białka  

w stresie wywołanym toksycznością peptydu Aβ. 

5. Po raz pierwszy zaobserwowano, że zastosowanie inhibitora PARP1 powoduje wzrost 

poziomu mRNA sirtuiny jądrowej: Sirt1 (zarówno w warunkach kontrolnych,  

jak i w warunkach toksyczności oligomerów Aβ1-42) oraz sirtuiny mitochondrialnej 

Sirt4 (w warunkach kontrolnych). Ponadto PJ-34 prowadzi do wzrostu poziomu 

mRNA Parp3, który podobnie jak PARP1 związany jest z procesami naprawy DNA. 

Wzrost poziomu mRNA Sirt1 po podaniu PJ-34 może świadczyć o istotnej roli PARP1 

w regulacji poziomu mRNA tego enzymu w warunkach toksyczności Aβ. 
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6. ASNo poprzez oddziaływanie na transkrypcję genów mogą zmniejszać poziom mRNA 

kluczowych enzymów metabolizmu APP na szlaku nieamyloidogennym (ADAM10, 

SIRT1). 

7. ASNo zwiększają poziom mRNA enzymów NAD+-zależnych, takich jak SIRTy 

(SIRT3, 5) oraz PARPy (PARP2, 3), biorące udział w regulacji stresu oksydacyjnego 

oraz naprawie uszkodzonego DNA. Zmiany w poziomie mRNA mogą świadczyć  

o aktywacji stresu oksydacyjnego wywołanego toksycznym działaniem ASNo. 

8. Egzogenne ASNo obniżają aktywność kinazy SPHK1/2 oraz obniżają poziom mRNA 

genu kodującego białko pro-życiowe Bcl-2. Zmiany te mogą wskazywać na zaburzenie 

homeostazy bioaktywnych sfingolipidów podczas toksyczności wywołanej 

oligomerami ASNo w procesach regulujących śmierć komórki, który może wynikać 

ze zmiany proporcji pomiędzy ceramidem, a pro-życiowym S1P. 

9. Endogenne peptydy Aβ w komórkach APPwt i APPsw oddziaływują na transkrypcję 

genów kodujących kinazy bioaktywnych sfingolipidów, takie jak CERK i SPHK2 oraz 

na receptory S1P. Dodatkowo mogą one powodować obniżenie poziomu mRNA genu 

kodującego białko o działaniu anty-apoptotycznym Bcl-2. Wyniki wskazują na istotne 

znaczenie Aβ jako molekularnego modulatora przekaźnictwa sygnału zależnego  

od C1P i S1P. 
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6.2. Model in vivo 

 Na podstawie przeprowadzonych badań z wykorzystaniem modelu zwierzęcego 

ChA wysunięto następujące wnioski: 

1. Mutacja londyńska genu APP powoduje u myszy zależne od wieku obniżenie poziomu 

mRNA Sirt1. Zaobserwowane obniżenie poziomu mRNA może doprowadzić  

do wzrostu stresu oksydacyjnego i obniżenia przeżywalności komórek. Natomiast 

podanie FTY720 myszom APP+ zwiększało poziom mRNA PARPów i SIRTuin. 

2. U myszy transgenicznych zaobserwowano zależną od wieku zmianę w poziomie 

mRNA genów biorących udział w fosforylacji ceramidu i sfingozyny oraz zmiany  

w poziomie mRNA receptorów dla S1P. Zaobserwowane zmiany mogą doprowadzić 

do zmniejszenia się poziomu pro-życiowego S1P i C1P oraz do zwiększenia się 

poziomu pro-apoptotycznego ceramidu. 

3. Stwierdzony wzrost poziomu mRNA Cerk po zastosowaniu FTY720 może mieć 

działanie neuroprotekcyjne poprzez zwiększenie się ilości C1P i zmniejszenie 

poziomu ceramidu. 

4. Podanie FTY720 zwiększa poziom mRNA dla: kinaz sfingozyny, jak również  

dla receptora S1PR3 i może działać neuroprotekcyjnie aktywując szlaki sygnałowe 

zależne od S1P.  

5. FTY720 powoduje wzrost poziomu mRNA dla genu kodującego białko anty-

apoptotyczne Bcl-2, co może mieć w konsekwencji efekt cytoprotekcyjny.  

6.3. Wniosek końcowy 

 Farmakologiczne zahamowanie aktywności PARP1, jak również modulacja 

receptorów dla S1P może wykazywać działanie neuroprotekcyjne, poprzez wpływ  

na ekspresję genów kodujących enzymy metabolizmu APP, SIRTuiny, kinazy 

odpowiedzialne za powstawanie C1P i S1P oraz białka anty-apoptotyczne.  
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7. Streszczenie 

Choroba Alzheimera (ChA) jest chorobą neurodegeneracyjną, powodującą 

nieodwracalne zmiany w mózgu, które w konsekwencji doprowadzają do ciężkiego 

otępienia. Pomimo wielomilionowych nakładów na badania i rozwój w dalszym ciągu nie 

wynaleziono skutecznej terapii, która mogłaby zahamować rozwój tej choroby.  

Do charakterystycznych cech neuropatologicznych ChA zalicza się nadmierne 

ufosforylowanie białka tau, które tworzy tzw. sploty neurofibrylarne oraz obecność złogów 

peptydu amyloidu beta (Aβ), który powstaje z białka APP przy udziale enzymów 

nazywanych sekretazami na drodze amyloidogennej. Kolejną równie ważną cechą związaną 

z ChA jest obecność ciał Lewy’ego zawierających α-synukleinę (ASN),  

które są obserwowane podczas autopsji aż u około 50-60% pacjentów z ChA.  

Zarówno peptyd Aβ, jak i ASN w warunkach patologicznych na skutek zmiany konformacji, 

agregacji oraz oligomeryzacji mogą przybierać formy toksyczne, z których to oligomery 

(dimery) wymieniane są jako jedne z najbardziej szkodliwych. W wyniku toksycznego 

oddziaływania peptydu Aβ oraz białka ASN może dochodzić do zaburzenia równowagi 

jonowej w neuronach, aktywacji procesów zapalnych, zaburzenia i uszkodzenia neuronów 

(synaps i neurytów), wzrostu stresu oksydacyjnego oraz zmian w aktywności kinaz  

i fosfataz, co w końcowym efekcie powoduje obumieranie komórek nerwowych. 

Jednym z istotnych enzymów, do którego nadreaktywności dochodzi podczas stresu 

oksydacyjnego jest NAD+ zależna polimeraza poli(ADP-rybozy)-1 (PARP1).  

Wzrost jej aktywności zaobserwowano w mózgach osób chorych na ChA.  

Enzym ten podczas przebiegu ChA zostaje aktywowany w odpowiedzi na dużą liczbę 

uszkodzeń DNA wywołanych przez Aβ. Powoduje to obniżenie się puli NAD+ oraz ATP, 

co w konsekwencji prowadzi do śmierci komórki. Dodatkowo, PARP1 poprzez regulację 

dostępności substratu, którym jest NAD+ może brać udział w modulacji aktywności innej 

grupy enzymów – deacetylaz histonów klasy III - sirtuin. Sirtuiny (SIRTy), podobnie jak 

PARPy mają istotne znaczenie w regulacji białek oraz czynników transkrypcyjnych,  

które są niezbędne do prawidłowego funkcjonowania komórki. Jedną z najlepiej poznanych 

sirtuin jest SIRT1, która wykazuje działanie neuroprotekcyjne w wielu chorobach 

neurodegeneracyjnych poprzez regulację procesów zapalnych, enzymów 

antyoksydacyjnych, udział w naprawie DNA, regulację starzenia się oraz śmierci komórki. 

Sirtuina ta może również brać udział w promowaniu ścieżki nieamyloidogennej 
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metabolizmu APP poprzez aktywację białka ADAM10 wykazującego działanie α-sekretazy. 

Niestety poziomy SIRT1 mogą ulegać znacznemu obniżeniu w ChA.  

Badania ostatnich lat wykazały, że zarówno do wzrostu poziomu peptydu Aβ,  

jak również do nadreaktywności enzymu PARP1 może przyczyniać się ceramid, należący 

do rodziny bioaktywnych sfingolipidów. Bioaktywne sfingolipidy stanowiące ważny 

składnik błony komórkowej są również molekułami sygnalizacyjnymi mającymi istotne 

znaczenie w regulacji procesów zachodzących w komórce, takich jak: przeżycie, 

różnicowanie, proliferacja czy programowana śmierć. Oprócz ceramidu, który w stanach 

patologicznych ma działanie pro-apoptotyczne, do rodziny bioaktywnych sfingolipidów 

można zaliczyć pro-życiowy ceramido-1-fosforan (C1P) oraz sfingozyno-1-fosforan (S1P). 

Podczas przebiegu ChA w mózgach chorych obserwuje się wzrost poziomu niektórych 

ceramidów wraz z towarzyszącym mu obniżeniem się poziomu S1P. Sytuacja ta może 

doprowadzić do zaburzenia równowagi pomiędzy ceramidem a S1P, mającej istotne 

znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania komórki.  

Pomimo wieloletnich badań nad znaczeniem peptydów Aβ oraz sekwencją procesów 

molekularnych w patologii ChA, patogeneza choroby nie jest do końca wyjaśniona,  

a dotychczas stosowana terapia nie przynosi satysfakcjonujących efektów.  

Wobec powyższego, niezwykle ważnym jest prowadzenie badań zmierzających  

do lepszego zrozumienia zaburzeń molekularnych leżących u podstaw tej choroby  

oraz weryfikacja działania wybranych związków neuroprotekcyjnych. Dlatego też,  

celem ninejszej pracy było zbadanie poziomu mRNA genów kodujących enzymy 

metabolizmu APP, enzymy NAD+-zależne (PARPy i SIRTy), enzymy metabolizmu 

bioaktywnych sfingolipidów oraz wybrane białka pro- i anty-apoptotyczne  

w doświadczalnych modelach choroby Alzheimera. Ponadto, uwzględniono działanie 

inhibitora polimerazy poli(ADP-rybozy) 1 (PARP1) oraz modulatora receptorów 

sfingozyno-1-fosforanu (S1P). 

W niniejszych badaniach zastosowano komórkowy model toksyczności peptydów 

Aβ (linia guza chromochłonnego rdzenia nadnerczy szczura (Pheochromocytoma, PC12)) 

wywołany poprzez podanie zewnątrzkomórkowe oligomerów Aβ1-42, jak również użyto 

komórek PC12 transfekowanych genem APP, które charakteryzowały się zwiększoną 

produkcją peptydu Aβ. Dodatkowo, w komórkach traktowanych Aβo1-42 sprawdzono 

działanie inhibitora polimerazy poli(ADP-rybozy) – PJ-34 na poziom mRNA genów 

kodujących enzymy metabolizmu APP oraz PARPy i SIRTy. Komórki PC12 traktowano 
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również egzogennymi oligomerami ASN. Wyniki dotyczące poziomu mRNA genów 

kodujących enzymy metabolizmu APP, PARPy i SIRTy, kinazy sfingozyny,  

kinazę ceramidu, receptory S1P oraz białko anty-apoptotyczne Bcl-2 po działaniu Aβ, Aβo 

i ASNo porównywano z danymi uzyskanymi w modelu zwierzęcym – myszy FVB/APP+/-  

z mutacją londyńską genu APPVal717Ile, które stanowiły model rodzinnej postaci choroby 

Alzheimera. Zwierzętom z mutacją genu APP podawany był również modulator receptorów 

dla S1P – fingolimod/FTY720. Badania prowadzono w oparciu o wybrane metody biologii 

molekularnej, spektrofotometryczne, spektrofluorymetryczne oraz mikroskopowe. 

Przeprowadzone badania wykazały, że egzogenny Aβ spowodował istotny wzrost 

poziomu mRNA sekretaz zaangażowanych w amyloidogenną ścieżkę metabolizmu APP 

(Bace1, Psen1, 2). Wzrosty te (Bace1, Psen1 i 2), zostały również zaobserwowane  

w transfekowanych komórkach PC12 zawierających gen APP typu dzikiego (APPwt). 

Natomiast w komórkach zawierających mutację genu APP typu szwedzkiego (APPsw) 

wykazano wzrost poziomu mRNA Psen2. Ponadto, w komórkach traktowanych ASNo 

zaobserwowano obniżenie poziomu mRNA Adam10. W modelu tym zaobserwowano też 

zmiany w poziomie mRNA genów kodujących metaloproteinazy - 2,10,11. 

W przypadku genów kodujących PARPy i SIRTy zauważono co najważniejsze 

obniżenie poziomu mRNA Sirt1 zarówno po traktowaniu Aβo1-42, jak i w mózgach myszy 

transgenicznych. Efekt ten zaobserwowano również w komórkach PC12 traktowanych 

egzogennymi ASNo. Ponadto, w modelu komórkowym toksyczności Aβo1-42 

zaobserwowano istotny wzrost poziomu mRNA Sirt4 i Sirt5 oraz wzrost Parp1.  

Natomiast, endogenne peptydy Aβ powodowały wzrost poziomu mRNA Sirt3 w komórkach 

APPwt i APPsw oraz wzrost poziomu mRNA Parp1 i 2 w linii APPsw. Wykazano również, 

że egzogenne ASNo wpłynęły na wzrost poziomu mRNA Sirt3, 5 oraz Parp2 i 3.  

Badania z użyciem inhibitora PARP (PJ-34) po raz pierwszy wykazały jego znaczący udział 

w regulacji/wzroście transkrypcji genów Sirt1 i 4, Parp3, jak również genów związanych  

z metabolizmem APP. 

Analiza poziomu mRNA dla genów związanych z syntezą S1P wykazała istotne 

obniżenie poziomu mRNA dla kinazy sfingozyny 2 zarówno w obu liniach komórkowych 

transfekowanych genem APP, jak również w komórkach nietransfekowanych po podaniu 

ASNo. Obniżenie to zaobserwowano również w korze mózgowej i hipokampie myszy APP+ 

12-miesięcznych. Ponadto, zauważono istotne obniżenie się aktywności SPHK1/2  

w warunkach toksyczności oligomerów ASN. Kolejną istotną zmianą było zaobserwowane 
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w przypadku komórek PC12 transfekowanych genem APP, jak i u zwierząt 12-miesięcznych 

APP+ obniżenie poziomu mRNA S1pr1, kodującego receptor 1 dla S1P oraz  

co istotne obniżenie poziomu mRNA dla genu Cerk, kodującego kinazę ceramidu (która 

bierze udział w przekształcaniu ceramidu do jego pro-życiowej formy C1P).  

W badaniach zaobserwowano również istotne obniżenie poziomu mRNA genu kodującego 

pro-życiowe białko Bcl-2, zarówno w liniach transfekowanych genem APP, komórkach 

traktowanych ASNo, jak również u zwierząt transgenicznych. Podanie modulatora 

receptorów S1P - FTY720 myszom APP+ wpłynęło na wzrost poziomu mRNA Parp1, Sirt1, 

3, 5 w korze mózgowej myszy 6- i 12-miesięcznych oraz na zależny od wieku wzrost 

poziomu mRNA Sphk. W niniejszej rozprawie wykazano po raz pierwszy wzrost poziomu 

mRNA genu kodującego kinazę ceramidu zaobserwowany po podaniu FTY720.  

Istotną zmianą był również wzrost poziomu mRNA genu kodującego pro-życiową formę 

białka Bcl-2 po podaniu FTY720 myszom FVB/APP+. 

 Zaobserwowane zmiany w poziomie ekspresji genów kodujących enzymy 

metabolizmu APP, PARPy i SIRTy, kinazy sfingozyny, kinazę ceramidu, receptory S1P oraz 

wybrane białka pro- i anty-apoptotyczne wskazują na istotną rolę Aβ, Aβo i ASNo  

w ich regulacji. Farmakologiczne zahamowanie aktywności PARP1, jak również modulacja 

receptorów dla S1P może wykazywać działanie neuroprotekcyjne, poprzez regulację 

poziomu mRNA w/w białek i receptorów. Zastosowanie inhibitorów PARP  

lub modulatorów receptorów S1P może stanowić potencjalny punkt uchwytu w terapii ChA. 
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8. Streszczenie w języku angielskim 

 Alzheimer’s Disease (AD) is the most severe dementia that progressively  

and irreversibly impairs synaptic function and cognition of millions of people around  

the world. The pathogenesis of AD still remains unknown and therapy has proven  

to be unsuccessful. Amyloid plaques and hyperphosphorylated tau protein are the two 

pathological hallmarks that defines AD. The other important pathological hallmark that can 

be found in the majority of AD brain are α-synuclein (ASN) aggregates. Aβ is the main 

component of amyloid plaques that is released in amyloidogenic pathway from β-amyloid 

precursor protein (APP) which is a membrane protein. Both Aβ and ASN are prone  

to aggregation and oligomerization as well as mutations. Its oligomers (Aβo and ASNo) are 

recognized as the most toxic form that does severe damage to the neuronal cells.  

Oxidative stress is the main factor responsible for its toxic properties of Aβo as well as ASNo 

that may lead to disturbance of many key processes involved in regulation of cell viability 

and death. 

 Poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP1) is a NAD+-dependent enzyme that  

is responsible for more than 90% of protein poly(ADP-ribosylation) in the brain.  

Normally PARP1 is involved in DNA repair processes, however due to oxidative stress 

 and massive DNA damage PARP1 can be overactivated and may lead to cell death.  

Its elevated levels are also observed in AD brains. Both PARPs and sirtuins (SIRTs) are 

important regulators of many proteins and transcription factors that are necessary for the 

proper functioning of the living cell. SIRTs are recognized as enzymes with deacetylase 

activity. It was proved, that overactivation of PARP1 may lead to the NAD+ depletion, 

followed by inhibition of SIRT1 activity. SIRT1 is the most recognized and examined sirtuin 

up to date. SIRT1 has been proven to be neuroprotective in many neurodegenerative diseases 

by regulation of inflammatory processes, antioxidant enzymes, DNA repair  

as well as by regulation of aging and cell death. SIRT1 may also be involved  

in non-amyloidogenic pathway of APP metabolism via activation of ADAM10 protein 

which has α-secretase activity. Unfortunately, SIRT1 levels have been observed  

to be downregulated in AD.  

 Recent studies have shown that ceramides, which belong to the family of bioactive 

sphingolipids can be involved in generation of Aβ peptides as well as in the overactivation 

of the PARP1. Bioactive sphingolipids are important component of the cell membrane that 
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also act as a signaling molecules which are important in regulation of many processes,  

such as: cell survival, differentiation, proliferation or programmed death.  

The most important bioactive sphingolipids besides ceramide, which in the pathological 

states has mostly pro-apoptotic effect, include its pro-survival form - ceramide-1-phosphate 

(C1P) as well as sphingosine-1-phosphate (S1P). Disturbances in sphingolipid metabolism 

and alteration of the balance between ceramide and S1P have been suggested as important 

factor in pathogenesis/pathomechanism of AD.  

Despite many years of research on Aβ peptides toxicity as well as on molecular 

processes that are involved in AD pathology, the pathogenesis of the disease is still not fully 

elucidated, and the treatment that is used so far is not effective. Therefore, it is extremely 

important to conduct further research that aim for better understanding of molecular 

disturbances underlying this disease and seek for a new targets that can be used for  

its treatment. The aim of this thesis was to investigate mRNA levels of enzymes and proteins 

that are associated with the metabolism of APP, NAD+-dependent enzymes (PARPs  

and SIRTs), sphingosine metabolism enzymes as well as pro- and anti-apoptotic proteins  

in experimental models of AD. In addition, the effect of PARP1 inhibitor (PJ-34) and S1P 

receptors modulator (FTY720) on the mRNA levels of the above mentioned genes  

was investigated. 

 In present study the cellular model of Aβ toxicity (pheochromocytoma, PC12) was 

used. The toxicity was evoked by extracellular oligomers of Aβ1-42 or by transfection  

of the above-mentioned cells with the APP gene. Additionally the effect of PARP1 inhibitor 

(PJ-34) on genes involved in APP metabolism as well as on PARPs and SIRTs mRNA levels 

was examined under Aβo1-42 toxicity. PC12 cells without transfection were also treated 

with exogenous ASNo. The mRNA levels of: PARPs, SIRTs, sphingosine kinases,  

ceramide kinase, S1P receptors as well as anti-apoptotic protein Bcl-2 were compared with 

data obtained in transgenic animals - FVB/APP+/- mice with the London (Val717Ile) mutation 

of the APP gene, which is a model of familial Alzheimer's disease.  

The effect of intraperitoneal administration of FTY720 on FVB/APP+ brain mRNA levels 

of abovementioned genes was also examined. The spectrophotometric, spectrofluorimetric, 

microscopic and qPCR methods were applied. 

 The results of this thesis showed that exogenous Aβo1-42 as well as endogenous Aβ 

peptide in APPwt (wild type) transfected cells elevated mRNA levels of enzymes involved  

in the amyloidogenic APP processing (Bace1, Psen1, 2). Moreover, increase of Psen2 
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mRNA levels was observed in transfected PC12 cells with Swedish mutation of the APP 

gene (APPsw). Decreased Adam10 mRNA levels were observed in cells treated with ASNo. 

We have also observed changes in the mRNA levels of metalloproteinases - 2,10,11 in ASNo 

treated cells.  

 The studies have shown significant downregulation of Sirt1 mRNA level after 

treatment with Aβo1-42 that was also observed in the brains of transgenic mice and in PC12 

cells treated with ASNo. In addition, a significant increase of Sirt4, Sirt5 and Parp1 mRNA 

level was observed in the PC12 cells after Aβo1-42 treatment. Endogenously liberated 

peptides in cells transfected with the APP gene elevated the mRNA level of the Sirt3 gene 

in the APPwt and APPsw cell lines as well as increased the mRNA level of Parp1 and 2 in 

APPsw cell line. Moreover, exogenous ASNo increased mRNA level of Sirt3, 5 as well as 

Parp2 and 3 in PC12 cells. For the first time, it was observed that PARP1 inhibition led to 

elevation of Sirt1, 4 and Parp3 mRNA levels as well as to elevation of mRNA levels of 

proteins that are related to APP metabolism. 

 The expression of genes related to S1P generation was downregulated and decrease 

of the sphingosine 2 kinase (Sphk2) gene was observed after ASNo treatment as well as in 

both APP gene-transfected cell lines. This reduction was also present in 12-month APP+ 

mice cortex and hippocampus. In addition, a significant reduction of SPHK1/2 activity was 

observed under the toxicity of the ASN oligomers. Moreover, significant decrease in the 

mRNA level of the S1P receptor (S1pr1) and most importantly, the decrease in the 

expression of the ceramide kinase encoding gene (Cerk) was observed in PC12 transfected 

cells with the APP gene as well as in 12-month APP+ mice. It was also observed that the 

mRNA levels of the gene encoding the pro-survival Bcl-2 protein was downregulated in the 

cells transfected with the APP gene, ASNo treated cells as well as in transgenic animals. 

 The administration of FTY720 to APP+ mice elevated mRNA levels of Parp1, Sirt1, 

3, 5 in brain cortex of 6- and 12-month-old mice as well as exerted age-dependent increase 

of Sphks mRNA levels. It was also observed for the first time that modulation of S1P 

receptors by FTY720 can upregulate Cerk mRNA level and reverse the negative effect of 

APP mutation on its transcript levels. Finally the increase in the mRNA levels of Bcl-2 gene 

was observed after FTY720 administration. 
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 Observed changes in the expression of genes coding for APP metabolism enzymes, 

PARPs and SIRTs, sphingosine kinases, ceramide kinase, S1P receptors as well as pro- and 

anti-apoptotic proteins indicate the important role of Aβ, Aβo and ASNo toxicity in the 

regulation of their mRNA levels. Pharmacological inhibition of PARP1 activity as well as 

modulation of S1P receptors may have neuroprotective effects by regulating the mRNA 

levels of the abovementioned proteins and receptors. Thus, the use of PARP inhibitors  

or S1P receptor modulators may offer a promising target for the treatment of AD. 
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9. Innowacyjność rozprawy 

Przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji badania wyjaśniły niektóre mechanizmy 

molekularne leżące u podstaw toksyczności peptydu Aβ, która należy do jednych z 

głównych czynników neuropatologicznych w chorobie Alzheimera. W niniejszej rozprawie:  

- wykazano istotną rolę enzymu jądrowego PARP1 w regulacji poziomu mRNA genów 

zaangażowanych w metabolizm białka APP podczas toksyczności wywołanej oligomerami 

peptydu Aβ. Jednocześnie po raz pierwszy zaobserwowano neuroprotekcyjny efekt 

zahamowania aktywności PARP1, który przekładał się na wzrost poziomu mRNA genu 

kodującego pro-życiową sirtuinę 1. 

- po raz pierwszy wykazano, że zastosowanie modulatora receptorów S1P (FTY720, 

fingolimodu) zwiększa poziom mRNA kinazy ceramidu (enzymu odpowiedzialnego za 

ufosforylowanie ceramidu do jego pro-życiowej formy - ceramido-1-fosforanu). 

- uzupełniono aktualną wiedzę na temat oddziaływania FTY720 na poziom mRNA genów 

kodujących sirtuiny jądrowe i mitochondrialne. 

-wykazano, że FTY720 może działać neuroprotekcyjne poprzez wzrost poziomu mRNA dla 

genu kodującego pro-życiowe białko Bcl-2, które jest regulatorem mitochondrialnego szlaku 

apoptozy. 

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy uzupełniają stan wiedzy dotyczący roli 

PARPów, SIRTuin oraz bioaktywnych sfingolipidów w patologii choroby Alzheimera i 

mogą być pomocne w opracowaniu nowych strategii neuroprotekcyjnych. 
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