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1. Wykaz skrotow

Skrot Rozwiniecie angielskie Rozwiniecie polskie
AC adenylyl cyclase cyklaza adenylanowa
AKAPs PKA-anchoring proteins biatka kotwiczace kinaze biatkowa A
AKT protein kinase B kinaza biatkowa B
APP amyloid precursor protein biatko prekursorowe amyloidu
ATP adenosine triphosphate adenozynotrifosforan
ApB amyloid beta peptides peptydy amyloidu beta
BDNF brain derived neurotrophic czynnik neurotroficzny pochodzenia
factor mozgowego
bZ1iP basic leucine zipper domain domena zasadowa z zamkiem
leucynowym
CaMKs calcium/calmodulin-regulated  kinazy zalezne od
protein kinases wapnia/kalmoduliny
cAMP 3%5"-cyclic cykliczny adenozyno-3’,5’-
adenosine monophosphate monofosforan
CaRF calcium-responsive transcription czynnik transkrypcyjny aktywowany
factor w odpowiedzi na jony wapnia
CAT catalyse katalaza
CDS coding DNA sequence sekwencja kodujgca biatko
cGMP guanosine 3',5'-cyclic cykliczny guanozyno-3’,5’-
monophosphate monofosforan
CNG channels cyclic nucleotide-gated channels kanaly jonowe bramkowane
cyklicznymi nukleotydami
CPE/NF-a1 carboxypeptidase E karboksypeptydaza E
CRAC calcium release-activated kanaly jonowe aktywowane
channels uwalnianiem wapnia
CRE cis-regulatory element element cis-regulacyjny
CREB CcAMP response element binding czynnik transkrypcyjny aktywowany
protein w odpowiedzi na cAMP
DG dentate gyrus zakret zebaty hipokampa
EGF epidermal growth factor czynnik wzrostu nablonka
Epac exchange proteins directly czynnik wymiany nukleotydow
activated by cAMP guaninowych
ER endoplasmic reticulum retikulum endoplazmatyczne
ERKs extracellular signal-regulated kinazy regulowane
kinases zewnatrzkomoérkowo
FGF-2 basic fibroblast growth factor zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastéw
GDP guanosine diphosphate difosforan guanozyny
GPCR G protein-coupled receptor receptory sprzezone z biatkami G
GPx glutathione peroxidase peroksydaza glutationowa
GTP guanosine-5'-triphosphate guanozyno-5’-trifosforan
IFN o/ alpha/beta interferons interferon alfa/beta
IGF insuline-like growth factor insulinopodobny czynnik wzrostu
IgY immunoglobulin Y immunoglobulina Y
IL interleukin interleukina
iNOS inducible nitric oxide synthase indukowalna syntaza tlenku azotu
1P, inositol 1,4,5-trisphosphate 1,4,5-trifosforan inozytolu
JNKs c-Jun N-terminal kinases kinazy bialka c-Jun



LDCVs
LLTP
LTD
LTP

L-VGCC

LvH
LvL
MAP-2
MAPKSs

m-BDNF
MSKs

mTOR
mTORC2

MWM
nAChR
NeuN
NF-xB

NGF
NMDAR
NO
NOR
NRF2

NSCs
NT-3
NT-4

OF
OUN/CNS

p75NTR/LNGFR

PDEs
PDK1

PI3Ks
PIP.

PIP,

PKA
PKC
PKI
PLC
PPi,

kinase-inducible domain
large dense-core vesicles
large lipid transfer protein
long-term depression
long-term potentiation

L-type voltage-gated calcium
channels

heavy chain lipovitellin

light chain lipovitellin
microtubule-associated protein 2
mitogen-activated protein kinase

mature BDNF

mitogen and stress activated
protein kinases

mammalian target of rapamycin
kinase

mammalian target of rapamycin
complex 2

Morris water maze

nicotinic acetylcholine receptor
neuronal nuclear protein
nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B
cells

nerve growth factor
N-methyl-D-aspartate receptor
nitric oxide

novel object recognition
nuclear factor erythrocyte two
related factor

neural stem cells
neurotrophin-3
neurotrophin-4

open field

central nervous system
low-affinity nerve growth factor
receptor

phosphodiesterases
phosphoinositide-dependent
kinase-1

phosphoinositide 3-kinases
phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate
phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate

protein kinase A

protein kinase C

protein kinase inhibitor
phospholipase C
pyrophosphate

domena indukowana kinaza

duze pecherzyki o gestym rdzeniu
duze bialka przenoszace lipidy
dlugotrwale oslabienie synaptyczne
dlugotrwale wzmocnienie
synaptyczne

kanaly wapniowe bramkowane
napieciem

ciezki lancuch lipowiteliny

lekki tancuch lipowiteliny

bialko towarzyszace mikrotubulom 2
kinazy biatkowe aktywowane
mitogenami

dojrzala forma BDNF

kinazy biatkowe aktywowane
mitogenem i stresem

ssaczy cel rapamycyny

biatkowy kompleks 2 mTOR

labirynt wodny Morrisa

receptor nikotynowy acetylocholiny
neuronalne biatko jadrowe
jadrowy czynnik transkrypcyjny
kappa B

czynnik wzrostu nerwow

receptor N-metylo-D-asparaginowy
tlenek azotu

test rozpoznawania nowego obiektu
czynnik transkrypcyjny pochodzenia
erytroidalnego typu 2

neuronalne komorki macierzyste
neurotrofina 3

neurotrofina 4

test otwartego pola

o$rodkowy uklad nerwowy

receptor niskiego powinowactwa dla
czynnika wzrostu nerwow
fosfodiesterazy

kinaza 1 zalezna od
fosfatydyloinozytolu

kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan

(3,4,5)-trifosforan
fosfatydyloinozytolu
kinaza bialkowa A

kinaza biatkowa C
inhibitor kinazy biatkowej
fosfolipaza C

pirofosforan



pre-pro-BDNF/
pro-BDNF
PRP

Pv
ROS
RSKs
RTK
SsAC
SOD
SS
SVZ

TGFp
TNFRs
Trks
TRP

USF-1/2
UTR
VEGF

Vigs
vVwid

YGP4o0

precursor BDNF
proline-rich polypeptide complex

phosvitin

reactive oxygen species
ribosomal s6 kinases
receptor tyrosine kinase
soluble adenylyl cyclase
superoxide dismutase
signal sequence
subventricular zone

transforming growth factor beta
tumor necrosis factor receptors

tropomyosin-related kinase
transient receptor potential

upstream stimulatory factor-1/2
untranslated region

vascular endothelial growth
factor

vitellogenins

von Willebrand factor type D
domain

yolk glycoprotein of 40 kDa

prekursor BDNF

kompleks polipeptydowy bogaty

w proline

foswityna

reaktywne formy tlenu

kinazy rybosomalne s6

receptor kinazy tyrozynowej
rozpuszczalna cyklaza adenylanowa
dysmutaza ponadtlenkowa

peptyd sygnalowy

warstwa podkomorowa komory
bocznej

transformujacy czynnik wzrostu
beta

receptory czynnika martwicy
nowotworu

receptor kinazy zwigzanej z
tropomiozyna

kanaly jonowe z rodziny receptorow
przej$ciowego potencjatu

czynnik stymulujacy-1/2

region niepodlegajacy translacji
czynnik wzrostu $rédblonka naczyn

witellogeniny
domena D czynnika von
Willebranda

40 kDa glikoproteina zo6ttka



2. Streszczenie

Wedlug najnowszych badan udzial populacji starzejacej sie (wiek powyzej 65 r.z.)
w polskim spoleczenstwie wynosi 18,8%. Sytuacja ta wytwarza potrzebe lagodzenia negatywnych
konsekwencji naturalnego i nieodwracalnego procesu, dotykajacego populacje, jakim jest
starzenie sie. Ograniczenie wplywu chorob i niepelnosprawnosci przy jednoczesnym zachowaniu
wysokich funkeji poznawczych, umystowych i fizycznych pozwala na pomy$lniejsze przezycie tego
okresu. W aspekcie zachowania dobrej kondycji psychicznej i fizycznej istotnym organem jest
mozg, ktory wraz z wiekiem zmniejsza swoja objeto$¢, co ma zwigzek nie tylko z obumieraniem
komorek nerwowych, ale rowniez z ich degeneracja, zmniejszeniem liczby rozgatezien oraz kolcow
dendrytycznych. Poniewaz starzejace sie spoleczenstwo stanowi duzy (wciaz rosnacy) odsetek
calej populacji, co raz czeéciej siega sie po naturalne sposoby wsparcia naszego organizmu.
Jednym z dzialan prozdrowotnych jest stosowanie nutraceutykoéw, ktore sa naturalnymi
substancjami biologicznie aktywnymi, pozyskiwanymi m.in. z ro$lin, owoco6w morza, produktéw
pszczelich, siary lub jaj. Nutraceutyki moga korzystnie wplyna¢ na organizm poprzez
modyfikowanie proceséw fizjologicznych lub metabolicznych, a ich stosowanie wplywa
pozytywnie na op6znianie procesoéw starzenia sie organizmu. Jednym z bardzo dobrych zrédel do
pozyskania nutraceutykow sa ptasie jaja, ktore zawieraja wiele cennych substancji, niezbednych
do wzrostu i ochrony rozwijajacego sie zarodka. Dekade temu odkryto, ze IgY wyizolowanej
z zOhka jaja kurzego towarzyszy aktywna immunologicznie frakcja polipeptydowa o masie
czasteczkowej 1-35 kDa, ktéra nazwano yolking. Analiza sekwencji aminokwasowej N-koncowego
fragmentu yolkiny wykazala homologie do C-koncowego fragmentu witellogeniny II. W ciagu
ostatniej dekady, odkad odkryto w zo6ttku kurzych jaj kompleks peptydowy yolkina, udalo sie
wykazac wiele jego wlasciwosci, glownie immunoregulatorowych, majacych korzystny wplyw na
organizm.

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze bialka o wla$ciwo$ciach immunoregulatorowych
moga rowniez odgrywac istotna role w ochronie i regulacji funkcji centralnego uktadu nerwowego.
W badaniach na myszach z eksperymentalnym modelem choroby Alzheimera wykazano, ze myszy
otrzymujgce preparat yolkiny doustnie uzyskaly lepsze wyniki testow behawioralnych,
oceniajacych ich zdolno$¢ do zapamietywania i uczenia sie. Kolejne badania sprawdzajgce wplyw
yolkiny na funkcje poznawcze starzejacych sie szczuréw wykazaly, ze yolkina zwieksza ich
aktywno$¢ lokomotoryczng oraz znaczaco poprawia ich pamie¢ przestrzenna i epizodyczna.
Przeprowadzone dotychczas badania wykazaly korzystny wplyw yolkiny na poprawe funkcji
pamieciowych i poznawczych u zwierzat. Stad, waznym celem kolejnych badan stalo sie
wyjas$nienie molekularnego mechanizmu dzialania yolkiny w regulacji funkcji centralnego ukladu
nerwowego. Wiele badan wskazuje na to, iz neuroprotekcyjne oraz pro-kognitywne wilasciwosci
substancji wspierajacych uklad nerwowy wiagza sie z aktywacja szlakow prowadzacych do
zwiekszonej ekspresji i wydzielania neurotrofin. Jednym z istotnych czynnikéw neurotroficznych,
peligcym istotng role w rozwoju i funkcjonowaniu centralnego ukladu nerwowego, w tym
w procesach uczenia sie i tworzenia pamieci, jest neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego
(BDNF).

Glownym celem niniejszej pracy bylo zbadanie molekularnego mechanizmu dzialania
kompleksu peptydowego yolkina w kontekscie wydzielania biatka BDNF oraz aktywacji szlakow
sygnatowych, prowadzacych do aktywacji czynnika CREB, bedacego glownym regulatorem
ekspresji Bdnf. Kolejnym celem byto rowniez zbadanie aktywnosci przeciwutleniajacej yolkiny, jej
zdolno$ci do regulacji aktywnosci systemu antyoksydacyjnego oraz jej wplywu na agregacje AP1-
42. W badaniach wykorzystano komérki szczurzego guza chromochlonnego nadnerczy PC12-Tet-
On, ktore maja neuroektodermalne pochodzenie oraz zdolno$¢ do fenotypowego réznicowania sie
w kierunku komorek podobnych do neuronéw wspolczulnych w odpowiedzi na czynnik wzrostu
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nerwow (NGF). W celu potwierdzenia specyficznych wlasciwos$ci yolkiny uzyskanych dla komorek
neuropodobnych PC12 wykorzystano linie komé6rkowa H19-7, ktéra stanowia unieSmiertelnione
komoérki prekursorowe hipokampa szczura.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pozwolily na dokladng charakterystyke
kompleksu peptydowego yolkina, ktory po raz pierwszy zostal wyizolowany i scharakteryzowany
dekade temu. Udalo sie wykazaé, ze kompleks peptydowy yolkina stymuluje komorki
neuropodobne linii PC12 oraz unieSmiertelnione komérki hipokampa H19-7 do aktywacji $ciezek
sygnalowych zaleznych od aktywnos$ci PI3K/AKT oraz cAMP-PKA, ktére zaangazowane sa
W procesy proprzezyciowe i ochronne, poprzez aktywacje czynnika CREB oraz zwiekszong
ekspresje Bdnf. Dodatkowo wykazano, ze yolkina mimo, iz nie posiada wlasnej aktywnosci
przeciwutleniajacej aktywuje system obrony antyoksydacyjnej i chroni komorki przed szkodliwym
dzialaniem wolnych rodnikéw tlenowych oraz toksycznym dzialaniem agregatéw biatka AB1-42.
Wykazane ochronne i prokognitywne dzialanie yolkiny sprawia, ze kompleks ten wydaje sie by¢
potencjalnym kandydatem na nutraceutyk, z mozliwo$cia zastosowania w prewencji
i wspomaganiu leczenia zaburzen towarzyszacych procesom starzenia.
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3. Summary

According to the latest research, the share of the aging population (age over 65) in Polish
society is 18.8%. This situation creates the need to mitigate the negative consequences of the
natural and irreversible process affecting the population, which is aging. Reducing the impact of
diseases and disabilities while maintaining high cognitive, mental and physical functions ease the
day-to-day activities of elderly people. The brain is an organ responsible for the preservation of
mental and physical wellbeing but it decreases in size with aging. Brain shrinkage is related not
only to the death of nerve cells, but also to their degeneration, reduction in the number of
branches and dendritic spines. Because the aging population is a major challenge in modern
societies, natural ways to support the human body are attracting more and more attention. One
of the pro-health activities is the use of nutraceuticals, which are natural biologically active
substances, obtained, among others, from plants, seafood, beekeeping products, colostrum or
eggs. Nutraceuticals can have a beneficial effect on the body by modifying physiological or
metabolic processes, and their use has a positive effect on delaying the body's aging processes.
One of the very good sources of nutraceuticals are bird eggs, which contain many valuable
substances necessary for the growth and protection of the developing embryo. A decade ago, it
was discovered that IgY isolated from hen egg yolk is accompanied by an immunologically active
peptide fraction with a molecular weight of 1-35 kDa, which was called yolkin. Analysis of the
amino acid sequence of the N-terminal fragment of yolkin showed homology to the C-terminal
fragment of vitellogenin II. Since the discovery of the yolkin peptide complex in hen egg yolk many
of its properties, mainly immunoregulatory, have been studied, potentially having a beneficial
effect on the body.

Literature reports indicate that proteins with immunoregulatory properties may also play
an important role in the protection and regulation of functions of the central nervous system.
Studies with mice with an experimental model of Alzheimer's disease showed that oral
administration of yolkin in mice performed better on behavioral tests designed for assessment of
their learning abilities and memory formation. Subsequent studies examining the effect of yolkin
on the cognitive functions of aging rats have shown that yolkin increases their locomotor activity
and significantly improves their spatial and episodic memory. The studies conducted so far have
shown the beneficial effect of yolkin on the improvement of memory and cognitive functions in
animals. Hence, an important goal of subsequent research was to explain the molecular
mechanism of the action of yolkin on the nervous system. Many studies indicate that the
neuroprotective and pro-cognitive properties of substances supporting the nervous system are
associated with the activation of pathways that increase neurotrophins’ expression and secretion.
One of the important neurotrophic factors that plays an important role in the development and
functioning of the central nervous system, including the processes of learning and memory
formation, is the brain-derived neurotrophic factor (BDNF).

The main objective of this study was to investigate the molecular mechanism of impact of
the yolkin peptide preparation in the context of BDNF protein secretion and activation of
signaling pathways leading to the activation of the CREB factor, which is the main regulator of
Bdnf expression. Another aim was to investigate the antioxidant activity of yolkin, its ability to
regulate the activity of the antioxidant system and its effect on AB1-42 aggregation. The study
used PC12-Tet-On rat adrenal phaeochromocytoma cells, which have a neuroectodermal origin.
PC12 cells are also reported to differentiate phenotypically into sympathetic neuron-like cells in
response to nerve growth factor (NGF). In order to confirm the specific properties of yolkin
obtained with PC12 neuron-like cells, the cell line H19-7, which is immortalized rat hippocampal
precursor cells, was also used.

The results presented in this dissertation enabled a thorough characterization of the yolkin
peptide complex, which was isolated and characterized for the first time a decade ago. It has been
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shown that the yolkin peptide complex stimulates PC12 neuron-like cells and immortalized H19-
7 hippocampal cells to activate signaling pathways dependent on the activity of PI3K/AKT and
cAMP-PKA, which are involved in pro-survival and protective processes, through the activation
of the CREB factor and increased Bdnf expression. What is more, despite the fact that yolkin does
not have its own antioxidant activity, it is able to activate the antioxidant defense system and to
protect cells against the harmful effects of free oxygen radicals and the toxic impact of AB1-42
protein aggregates. The proven protective and pro-cognitive effect of yolkin creates an
opportunity for the substance to be a potential candidate for a nutraceutical that may be
successfully used in the prevention and treatment of disorders related to the aging processes.
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4. Wstep
4.1. Starzenie si¢ jako naturalny i nieodwracalny proces biologiczny

Starzenie sie jest naturalnym, nieodwracalnym procesem biologicznym, ktéremu
towarzyszy stopniowe pogarszanie sie struktury i funkcji ciala. Srednia dlugoéé zycia roénie,
dlatego zwieksza sie populacja os6b starszych i pojawia sie potrzeba polepszenia jakoSci zycia tzw.
udanego starzenia sie (ang. succesful ageing) czyli zdrowego, produktywnego i dobrego procesu
starzenia sie. Meta-analiza czynnikow zwigzanych z udanym starzeniem sie wykazala kilka
istotnych cech: brak chorob i niepelnosprawnosci, wysokie funkcje poznawcze, umystowe
i fizyczne, aktywne zaangazowanie w zycie oraz dobre przystosowanie psychiczne w pdzniejszym
zyciu [1]. Mozna zatem mowi¢ o dwoch rodzajach starzenia sie: starzenie normalne, zdrowe, gdy
widoczne jest niewielkie pogorszenie funkcji poznawczych, naturalnie wystepujacych ze wzgledu
na uplyw czasu oraz starzenie patologiczne, ktéremu towarzyszy znaczne pogorszenie stanu
zdrowia, otepienie oraz inne schorzenia. Pamie¢ robocza (krotkotrwala), a takze szybko$é
przetwarzania informacji stopniowo slabng przez cale dorosle zycie. Jednak normalng utrate
pamieci zwigzana z wiekiem od patologicznej utraty pamieci odréznia zaréwno stopien
uposledzenia, jak i tempo pogorszenia funkcji poznawczych [2]. Na zmiany molekularne
i komoérkowe, ktore pojawiaja sie podczas normalnego procesu starzenia maja wpltyw dodatkowo
oddzialywania z genami oraz §rodowisko. To wlasnie przebieg tych oddzialywan decyduje o tym,
czy komorki zestarzeja sie w sposob naturalny, czy ulegna degeneracji [3]. Z obserwacji wynika,
ze starzenie sie ciala jest poprzedzone procesami zachodzacymi w mozgu, dlatego prawidlowe
funkcjonowanie tego organu jest prekursorem dobrej kondycji ogdlnej starzejacego sie
organizmu.

4.2.0srodkowy uklad nerwowy (OUN)
4.2.1. Budowa i funkcje osrodkowego ukladu nerwowego

Sktadajacy sie z mozgowia oraz rdzenia kregowego o$rodkowy uklad nerwowy (OUN/CNS,
ang. central nervous system), poprzez analize docierajacych bodZzcow oraz kontrole reakeji, jest
gléwnym koordynatorem pracy narzadow wewnetrznych organizmu. Ponadto sprawuje on
kontrole nad czynno$ciami poznawczymi, takimi jak koncentracja, zapamietywanie czy uczenie
sie [4]. OUN zbudowany jest z dwoch podstawowych tkanek: istoty szarej oraz istoty bialej. Istota
szara sklada sie gléwnie z cial komorek nerwowych, komérek glejowych i naczyn wlosowatych.
Obejmuje obszary moézgu zaangazowane w kontrole pracy mieé$ni, pamie¢ oraz emocje. Istota
szara wystepuje w mézgu, pniu mozgu, mézdzku oraz w rdzeniu kregowym. Rozmieszczona jest
glownie na powierzchni pétkul moézgu i mozdzku, tworzac kore moézgu i kore mozdzku. Natomiast
w rdzeniu kregowym znajduje sie po jego wewnetrznej stronie, w przeciwienstwie do istoty bialej
znajdujacej sie na zewnatrz. W moézgu istota biala znajduje sie pod kora zbudowang z istoty szare;.
Sklada sie glownie z wypustek neuronéw, w tym aksonéw otoczonych oslonka mielinowa
i otaczajacych je komoérek glejowych. Substancja biala odpowiada za przesylanie informacji
w obrebie OUN, odgrywa rowniez wazna role w procesie uczenia sie i zapamietywania [5], [6].

Mozg sklada sie érednio z okolo 86 miliardow neuronéw i prawie takiej samej liczby
komorek glejowych, ktore tworza gesta sie¢ komunikacyjna [7]. Podstawowa jednostka sieci
neuronowe]j jest neuron, ktory zbudowany jest z ciala komérki oraz dwodch rodzajow wypustek
nerwowych: dendrytéw oraz aksonéw. Neurony tworzgace sieci neuronowe sa ze soba polaczone
poprzez synapsy (elektryczne lub chemiczne), za pomoca ktoérych aksony i dendryty z réznych
neuronéw komunikuja sie wzajemnie [8]. W mozgu dominuja synapsy chemiczne, gdzie
informacje przekazywane sa poprzez uwolnienie neuroprzekaznika z jednego neuronu



i przechwycenie go przez sasiednia komoérke. Natomiast w synapsach elektrycznych cytoplazma
sasiadujacych komorek jest polaczona poprzez kanaly miedzykomorkowe zwane polaczeniami
szczelinowymi, ktére umozliwiaja dwukierunkowy przeplyw jonéw. Dzieki neuroprzekaznikom
mozliwa jest zamiana sygnalu elektrycznego na chemiczny i przekazanie sygnatu do kolejnej
komorki [9]. Szacuje sie, ze istnieje ponad 100 neuroprzekaznikow obejmujacych aminokwasy,
monoaminy, neuropeptydy, puryny oraz gazoprzekazniki. W zalezno$ci od rodzaju wydzielanego
neuroprzekaznika neurony mozna podzieli¢ na neurony dopaminergiczne (uwalniajace
dopamine), noradrenargiczne (uwalniajace noradrenaline), cholinergiczne (uwalniajace
acetylocholine), serotoninergiczne (uwalniajace serotonine) oraz GABA-ergiczne (uwalniajace
GABA) [10].

Druga populacja komoérek budujacych OUN sa komorki glejowe. Obecnie wiadomo, ze nie
pehia jedynie funkeji substancji scalajacej, otaczajacej komorki nerwowe, ale s tez istotne dla
rozwoju i funkcjonowania ukladu nerwowego. Komorki glejowe mozna podzieli¢ na cztery glowne
typy: mikroglej, astrocyty, oligodendrocyty i polidendrocyty (komorki glejowe NG2) [11]. Komorki
te zaangazowane sa miedzy innymi w tworzenie bariery krew-moézg, fagocytoze, przebudowe
macierzy zewnatrzkomorkowej, utrzymanie homeostazy jonowej, synaptogeneze oraz tworzenie
ostonki mielinowej aksonow [12].

4.2.2. Zmiany zachodzace w starzejacym sie mozgu

Moézg rozwija sie intensywnie gléwnie przez pierwsze dwie dekady zycia czlowieka. Okolo
20 roku zycia osigga maksymalng mase, ktéra u kobiet wynosi 1250-1300g, a u mezczyzn 1400g
[13]. Zmiany zwigzane ze starzeniem sie mozgu widoczne sg juz na poziomie makroskopowym
przez zmniejszenie objetosci tkanki mozgu, a zwiekszenie objetoSci komor. Ujawnia sie atrofia
istoty szarej, natomiast w mniejszym stopniu istoty bialej. Po 35 roku zycia mbzgowie czlowieka
traci co roku ok. 0,2% swojej masy. Natomiast po 60 roku zycia wida¢ znaczny wzrost tempa utraty
masy mozgowia o okolo 0,5% na rok [14], [15]. Obecnie wiadomo, ze zmiany te nie sg zwigzane
jedynie z obumieraniem komoérek nerwowych, mimo iz spadek liczby neuronéw jest zauwazalny.
Dodatkowo proces zmniejszenia masy mézgowia ma charakter zréznicowany i nie jest jednakowy
dla wszystkich struktur OUN [16]. Jednym z najbardziej podatnych obszaréw na te zmiany jest
kora przedczolowa, ktéra zaangazowana jest w powstawanie pamieci roboczej, emocje,
planowanie oraz funkcje wykonawcze. Neurony w tym obszarze posiadaja mniejsza liczbe
rozgalezien oraz kolcow dendrytycznych [17], [18]. Kolejnym obszarem wrazliwym na procesy
starzenia jest hipokamp, ktéry rowniez z wiekiem ulega zmniejszeniu. Jego glowne role to
utrwalanie informacji z pamieci krotkotrwalej do pamieci dlugotrwalej i zalezne od kontekstu
uczenie sie przestrzenne, a takze regulacja zachowan emocjonalnych [19], [20].

Iloé¢ czynnikoéw wplywajacych na proces starzenia jest duza i zmienna, obejmuje ona
miedzy innymi: stres oksydacyjny, zaburzenia metabolizmu komérkowego, zaburzenie procesu
autofagii, skracanie telomer6éw, dysfunkcje mitochondrialng, zaburzenie komorkowej
homeostazy wapniowej i ogo6lnoustrojowej modulacji stanu zapalnego [21], [22]. Zmiany
widoczne w procesie starzenia sie mozgu obejmuja spadek ekspresji bialek synaptycznych [23],
regresje dendrytyczng w neuronach piramidalnych [24], akumulacje pigmentow
fluorescencyjnych (lipofuscyn) [25], tworzenie sie zlogow amyloidowych [26], zmiany w poziomie
ekspresji i wydzielania czynnikéw neurotroficznych [27] oraz wzrost reaktywnoS$ci mikrogleju
[28]. W trakcie normalnego procesu starzenia w mézgu dochodzi do sukcesywnego zwiekszania
ilo$ci modyfikowanych zasad DNA, bialek oraz lipidow. Gdy dojdzie do zwiekszonej akumulacji
tych uszkodzonych makroczasteczek, ktérych usuwanie jest zaburzone, normalny proces

15



starzenia sie przeksztalca sie w proces neurodegeneracyjny [29]. Czynniki powodujgce starzenie
sie oraz wynikajace z tego zmiany w mézgu przedstawiono na Rysunku 4.1.
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Rysunek 4.1. Czynniki zaangazowane w proces starzenia oraz wynikajace z tego zmiany w maézgu.
W proces starzenia zaangazowane sa stres oksydacyjny, zaburzenia metabolizmu komérkowego, zaburzenia procesu
autofagii, skracanie telomer6éw, dysfunkcja mitochondrialna, zaburzenie komérkowej homeostazy wapniowej oraz
ogo6lnoustrojowej modulacji stanu zapalnego. Skutkiem tego sa zmiany w mézgu dotyczace spadku ekspresji bialek
synaptycznych, regresji dendrytycznej w neuronach piramidalnych, akumulacji lipofuscyn, tworzenia sie zlogow
amyloidowych, zmiany w poziomie ekspresji i wydzielania czynnikdéw neurotroficznych oraz wzrostu reaktywnoéci
mikrogleju.

4.2.3. Rola stresu oksydacyjnego w procesie starzenia mozgu

Tlen (O.) jest kluczowa czasteczka dla organizmoéow tlenowych i shuzy jako koncowy
akceptor elektrondéw w procesie pozyskiwania energii metabolicznej na drodze szeregu reakcji
redoks zachodzacych w komoérkach. Formy posrednie powstajace w procesie redukcji O,
nazywane sa reaktywnymi formami tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species). ROS mozna
podzieli¢c na dwie grupy, pierwsza stanowia czasteczki nierodnikowe, do ktorych zaliczamy
nadtlenek wodoru (H:0-), wodorotlenki organiczne (ROOH), tlen singletowy (*O.), wzbudzony
karbonyl (RCO), ozon (Os), a takze kwas podchlorawy (HOCI) oraz podbromowy (HOBr). Druga
grupa obejmuje wolne rodniki (z co najmniej jednym wolnym elektronem). Zaliczamy do nich
anion ponadtlenkowy (O.e-), rodnik hydroksylowy (OHe), rodnik nadtlenkowy (ROOs) oraz
rodnik alkoksylowy (RO-) [30]. ROS s3 jednymi z najwazniejszych czynnikéw bioracych udzial
w regulacji procesow fizjologicznych w komoérkach eukariotycznych. Pelnia one miedzy innymi
role mediatoro6w w procesach wzrostu, dojrzewania i apoptozy komorek, reguluja poziom energii
w komorkach, moduluja ekspresje gendw, kontroluja przebieg reakcji zapalnej oraz procesy
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sygnalizacji komorkowej [31]. ROS sa rowniez waznymi neuroprzekaznikami wtérnymi, istotnymi
dla wielu proceséw neurologicznych m.in. plastycznoSci synaptycznej [32].

W sytuacji, gdy proces generowania reaktywnych form tlenu w komorce istotnie
przekracza zdolno$¢ ich neutralizacji dochodzi do przesuniecia réwnowagi w kierunku reakcji
utleniania i rozwoju stresu oksydacyjnego [33]. Prowadzi to do powaznych zaburzen sprawnie
dzialajacych mechanizméw naprawczych, co moze prowadzi¢c do utleniania komponentow
komorkowych takich jak lipidy, bialka czy DNA, upo$ledzajac prawidlowe funkcjonowanie
komorki. Stres oksydacyjny jest zatem jednym z elementarnych przyczyn rozwoju wielu choréb
(w tym neurodegeneracyjnych) oraz odgrywa wazna role w przyspieszeniu procesoOw starzenia
[34].

Dzialanie ROS w organizmie réwnowazone jest przez przeciwutleniacze, ktérych gtowna
rola jest hamowanie utleniania oraz przeksztalcenie ROS w ich nieaktywne pochodne. Do tego
celu komorki wykorzystuja dwa systemy antyoksydacyjne: enzymatyczny i nieenzymatyczny.
System nieenzymatyczny skupia przeciwutleniacze niskoczasteczkowe, ktére stanowia
zabezpieczenie komorek przed reakcjami wolnorodnikowymi. Sa to substancje ochronne, ktore
przekazuja wolnym rodnikom swoje elektrony, dzieki czemu traca one zdolno$¢ utleniania innych
skladnikow. Zalicza sie do nich miedzy innymi: witaminy (A, C, E, K), mineraly (cynk, selen),
kofaktory (koenzym Q10), peptydy (glutation) oraz polifenole (flawonoidy, kwas fenolowy) [35].
Natomiast do grupy antyoksydantow enzymatycznych zalicza sie dysmutaze ponadtlenkowa
(SOD, ang. superoxide dismutase; EC 1.15.1.1), peroksydaze glutationowa (GPx, ang. glutathione
peroxidase; EC 1.11.1.9) oraz katalaze (CAT, catalyse; 1.11.1.6) [31]. Enzymy te sg specyficzne dla
danego regionu komorki. Pierwsza linie obrony w repertuarze enzyméw antyoksydacyjnych
stanowi dysmutaza ponadtlenkowa. U czlowieka, zidentyfikowano trzy izoformy SOD: cytozolowa
(Cu/ZnSOD, SOD1), mitochondrialng (MnSOD, SOD2) oraz zewngtrzkomoérkowa (EcSOD,
SOD3), ktore katalizuja dysmutacje O.- do O. 1 H.0.[36]. Podstawowym mechanizmem usuwania
H.0.1inadtlenkéw lipidow w cytozolu i mitochondrium jest reakcja katalizowana przez GPx, ktora
wykorzystuje glutation do redukeji H.O. i wodoronadtlenkéw [37]. Natomiast CAT zlokalizowana
jest gldwnie w peroksysomach i odpowiedzialna jest za rozklad H.O. do czasteczek H.O i O [38].

W 1956 roku Denham Harman opisal potencjalny zwigzek miedzy produkcja wolnych
rodnikéw tlenowych i ich szkodliwym wplywem na organizm, wskazujac starzenie jako proces
spowodowany przez wolne rodniki [39]. Wraz z wiekiem, w wyniku dzialania wolnych rodnikow
wzrasta liczba uszkodzonych makroczasteczek, ktore wplywaja na pogorszenie funkcjonowania
organizmu. Zatem rola stresu oksydacyjnego w procesie starzenia wydaje sie bardzo istotna. Mo6zg
jest bardzo wrazliwym organem na stres oksydacyjny ze wzgledu na intensywny metabolizm
tlenowy, duza zawarto$¢ lipidow, wysokie zapotrzebowanie na energie, slaba aktywno$c
antyoksydacyjna, obecno$¢ metali aktywnych w reakcjach redoks (miedz i zelazo) oraz wysoki
poziom utlenialnych wielonienasyconych kwaséw tluszczowych [40]. Mechanizmy, za
posrednictwem ktorych ROS powoduja uszkodzenia tkanki mézgowej, prowadza do zwiekszenia
przepuszczalnosci bariery krew-mozg oraz do zmian morfologii mézgu. Uszkodzenia te powoduja
indukcje reakeji zapalnej, co prowadzi w ostatecznosci do $§mierci neuronow. Szczego6lnie wrazliwe
na uszkodzenia sg neurony hipokampa oraz komorki ziarniste w mézdzku [41], [42]. ROS
uszkadzaja réwniez kanaly wapniowe, a takze ostonki mielinowe aksonoéw, co prowadzi do
degeneracji neuronéow [43]. Wplyw reaktywnych form tlenu na osrodkowy uklad nerwowy
przedstawiono na Rysunku 4.2.

Oslabienie aktywnosci systemow antyoksydacyjnych stoi za wzrostem wskaznika
uszkodzen oksydacyjnych obserwowanym wraz z wiekiem, i jest jednym z gléwnych katalizatorow
proceséw starzenia. Stad, mozliwo$§¢ usprawnienia dzialania systeméw naprawczych
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i antyoksydacyjnych organizmu np. poprzez odpowiednia diete, suplementacje czy aktywnosc
fizyczna, wydaje sie kluczowa dla utrzymania lepszej kondycji psychicznej oraz fizycznej [43].

Udziat w
procesie
wzrostu i
dojrzewania
komaorek

Regulacja
Udziat w ekspresji wielu
plastycznosci genow oraz
synaptycznej szlakow
sygnatowych

Utlenianie
DNA, biatek,
lipidow

Degeneracja
neuronow

Zwiekszenie

przepuszczal-
nosci bariery
krew-mozg

Rysunek 4.2. Funkcje reaktywnych form tlenu w os§rodkowym ukladzie nerwowym. W Srodkowe;j czeSci
schematu (pole w kolorze niebieskim) wymieniono przyklady rodnikowych i nierodnikowych reaktywnych form tlenu.
Pola w kolorze zielonym zawieraja opis pozytywnego wplywu ROS na dzialanie OUN, natomiast ich negatywny wplyw
opisany zostal w polach pomaranczowych.

4.2.4. Peptydy amyloidu beta jako czynnik patologiczny w mézgu

Peptydy amyloidu beta (AP, ang. amyloid beta peptides) zawieraja od 39-43 aminokwasow
i powstaja z bialka prekursorowego amyloidu (APP, ang. amyloid precursor protein) [44]. APP
jest integralnym bialkiem membranowym ulegajacym ekspresji w wielu typach komorek,
natomiast jego najwieksza ekspresja zostala potwierdzona w synapsach neuronalnych. APP skltada
sie z pojedynczej domeny transblonowej, duzego zewnatrzkomorkowego N-konca i krétszego
cytoplazmatycznego C-konca. W komorce, APP produkowany jest w kilku izoformach o wielko$ci
od 695 do 770 aminokwasow. Izoforma APP695 produkowana jest gldwnie przez neurony
w mozgu [45]. W procesowaniu APP do AP biora udziat a-, B- i y-sekretazy, ktore powoduja
uwalnianie peptydow amyloidu beta do przestrzeni pozakomoérkowej. Droga degradacji APP
z udzialem - i y-sekretazy, zachodzaca w endosomach, nazywana jest droga amyloidogenna
i prowadzi do powstawania 40- i 42- aminokwasowych fragmentéw posiadajacych najwieksza
zdolno$¢ do agregacji i charakteryzujacych sie wysoka toksycznoécia [46], [47]. Przetwarzanie
bialka APP z udzialem a- i y-sekretazy zachodzi droga nieamyloidogenna, w wyniku ktorej
powstaja peptydy nietoksyczne, nie posiadajace zdolnoSci formowania zlogéw amyloidowych
[48].

Uwalniane w warunkach fizjologicznych monomery AP1-42 nie wykazuja dzialania
toksycznego, a ich niskie stezenie dziala korzystnie na regulacje procesu plastycznosci
synaptycznej oraz procesy zwigzane z pamiecig [49]. W warunkach patologicznych produkcja A
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wzrasta, a efektywno$¢ jego usuwania spada, co prowadzi do jego nadmiernej akumulacji
i tworzenia toksycznych i nierozpuszczalnych agregatow Af, ktore gromadza sie w roznych
regionach mozgu i stanowia kluczowy czynnik patologiczny prowadzacy do degeneracji komorek
nerwowych [50]. Podstawy toksycznego dzialania AP dotycza aktywacji proceséow zapalnych
poprzez bezposrednia interakcje z blong, indukcje stresu oksydacyjnego poprzez tworzenie
kompleksu metal-Af, zaklécenie funkcjonowania receptoréw blonowych, zmiane aktywacji
szlakdw sygnalowych, tworzenie poréw blonowych lub zaburzenie homeostazy jonowej
w komorce [51]. Dane literaturowe pokazuja, iz proces tworzenia fibryli przebiega poprzez
stadium oligomerow, charakteryzujacych sie znacznie wyzsza toksycznoScia niz formy
monomeryczne i fibryle. To wladnie rozpuszczalne oligomery amyloidu beta przyczyniaja sie
w najwiekszym stopniu do powstawania zmian patologicznych [50], [51].

4.2.5. Neurogeneza wieku doroslego

Neurogeneza to proces tworzenia w peli funkcjonalnych komérek nerwowych. Przez
dlugi czas uwazano, ze oSrodkowy uklad nerwowy nie ma zdolnoSci regeneracyjnych i pojecie
neurogenezy wieku doroslego nie istnialo. W 1998 roku dzieki pracy Erikssona i jego
wspolpracownikow, udalo sie potwierdzié, ze proces ten zachodzi rowniez w moézgu doroslego
czlowieka [52]. Dwa najlepiej poznane obszary, w ktorych zachodzi neurogeneza, dzieki obecnosci
neuronalnych komérek macierzystych (NSCs, ang. neural stem cells), to zakret zebaty hipokampa
(DG, ang. dentate gyrus) oraz warstwa podkomorowa komory bocznej (SVZ, ang. subventricular
zone), skad nowe komoérki moga migrowa¢ do opuszki wechowej (OB, ang. olfactory bulb) [53].
Przypuszcza sie rOwniez, ze pozostale obszary, w ktérych moga powstawaé nowe neurony to kora
nowa, prazkowie, cialo migdalowate, podwzgorze, istota czarna, pien mdzgu, guzek wechowy oraz
kora gruszkowata [54]. Wykazano, ze nowe zintegrowane neurony moga aktywnie wplywac¢ na
funkcje hipokampa, w tym uczenie sie, pamie¢ oraz sprawno$¢ ruchowo-przestrzenna [55].
Neuronalne komorki macierzyste maja zdolno$¢ do samoodnowy (symetryczny podzial komorek)
i réznicowania sie w wyspecjalizowane typy komoérek OUN takie jak: neurony, astrocyty lub
oligodendrocyty [56].

Neurogeneza to zlozony i wysoce regulowany proces rozpoczynajacy sie faza
proliferacyjna, gdzie komérki progenitorowe zdolne sa do proliferacji oraz multipotencjalnego
réznicowania, ale nie sg jeszcze zdolne do samoodnowy. Kolejnym etapem jest faza r6znicowania,
podczas ktorej komoérki wychodza z cyklu komoérkowego i sg zaangazowane w tworzenie linii
neuronalnej. Nastepnie niedojrzale neurony wchodza w faze migracji, aby dotrze¢ do miejsca
docelowego, gdzie rozpoczyna sie wzrost ich aksonow oraz dendrytéw. Ostatni etap to integracja
synaptyczna, podczas ktorej nowo powstale neurony zaczynaja tworzy¢ polaczenia z wezesniej
istniejacymi polaczeniami (synaptogeneza) [56]. Neurony zawieraja szereg specyficznych bialek,
ktorych pojawienie sie w komorkach post-mitotycznych wskazuje na ich fenotyp neuronalny.
W celu identyfikacji dojrzalych neuron6w oznacza sie poziom ekspresji markeréw biatkowych,
takich jak neuronalne bialko jadrowe (NeuN, ang. neuronal nuclear protein) [57] oraz bialko
towarzyszace mikrotubulom 2 (MAP-2, ang. microtubule-associated protein 2) [58]. Natomiast
bialkami pozwalajacymi na Sledzenie zmian zwigzanych z synaptogeneza s3 miedzy innymi
synapsyny, ktore zlokalizowane sa w blonie presynaptycznej. Synapsyny wystepuja w trzech
izoformach: I, II oraz III. W komorkach nerwowych to wlasnie synapsyna I zwigzana jest
z wydhuzeniem aksonow, tworzeniem synaps i regulacja fuzji pecherzykow synaptycznych [59].

Na proces neurogenezy w dorostlym moézgu ma wplyw wiele czynnikow egzogennych
i endogennych, ktore determinuja proliferacje, réznicowanie i przezycie nowo powstaltych
komorek. Ich dzialanie aktywuje lub hamuje poszczegolne fazy neurogenezy. Bardzo wazna role
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W procesie neurogenezy odgrywaja czynniki wzrostowe i neurotrofiny. Najwazniejsze
z nich to czynnik wzrostu nablonka (EGF, ang. epidermal growth factor), zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastow (bFGF/FGF-2, ang. basic fibroblast growth factor), czynnik wzrostu
Srédblonka naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), czynnik neurotroficzny
pochodzenia mozgowego (BDNF, ang. brain derived neurotrophic factor), insulinopodobny
czynnik wzrostu (IGF, ang. insuline-like growth factor) oraz czynnik wzrostu nerwow (NGF, ang.
nerve growth factor) [60]. Oprocz czynnikow neurotroficznych wazna role pelnia réowniez
hormony, neuropeptydy oraz bialka adhezyjne. Dostepno$¢ tych czynnikéw jest zwiazana
z mikro$rodowiskiem, w jakim znajduja sie NSC, zwanym nisza. Komorki niszy oddzialuja na NSC
poprzez aktywacje lub hamowanie specyficznych genéw. W dorostym mézgu w sklad takiej niszy,
oprocz NSC, wchodza komoérki wysciotki, komorki $rdédblonka naczyn, astrocyty oraz komorki
mikrogleju [61], [62].

4.2.6. Neurotrofiny i ich rola w OUN

Neurotrofiny stanowig grupe bialek nalezacych do rodziny czynnikéw neurotroficznych.
Odgrywaja kluczowa role w regulacji funkeji centralnego i obwodowego ukladu nerwowego [63].
Neurotrofiny produkowane sg przez komorki nerwowe (mozgu, rdzenia kregowego, obwodowego
ukladu nerwowego) oraz komorki nieneuronalne, takie jak komoérki nablonkowe, fibroblasty,
komoérki mie$ni gladkich czy komorki ukladu immunologicznego [64]. Do grupy ssaczych
neurotrofin naleza: BDNF, NGF, neurotrofina 3 (NT-3, ang. neurotrophin-3) oraz neurotrofina 4
(NT 4, ang. neurotrophin-4) [65]. Struktury czwartorzedowe neurotrofin sg bardzo podobne,
mimo, iz bialka te sa kodowane przez rézne geny. Zbudowane s3 one z 200-300 reszt
aminokwasowych oraz posiadaja 50% podobienstwo sekwencji aminokwasowej. Ich wspoélna
cecha jest rowniez to, iz syntetyzowane sg jako biatka prekursorowe, ktore w efekcie procesowania
przez proteazy uzyskuja aktywno$¢ biologiczna. Ponadto, w swojej budowie posiadaja trzy mostki
dwusiarczkowe budujace wezel cysteinowy, ktory sprawia, ze sg one bardzo stabilne w $rodowisku
zewnatrzkomoérkowym [64], [66]. Neurotrofiny wystepuja najczeéciej w formie niekowalencyjnie
zwigzanych homodimeréw, moga réowniez tworzy¢ struktury heterodimeryczne [67]. W OUN
neurotrofiny biorg udzial w kontroli wielu proceséw takich jak neurogeneza, dojrzewanie,
roznicowanie i przezywalno$¢ komoérek nerwowych. Ponadto odgrywaja one istotng role
w regulacji plastycznoS$ci synaptycznej, synaptogenezy oraz wzrostu aksonow i dendrytéow [63].

Kazda z wymienionych wyzej neurotrofin aktywuje jeden lub wiecej receptoréw kinazy
zwigzanej z tropomiozyng (Trks, ang. tropomyosin-related kinase) nalezacych do rodziny
receptorébw kinazy tyrozynowej (RTK, ang. receptor tyrosine kinase). NGF wigze sie
preferencyjnie z receptorem TrkA, BDNF i NT-4 posiadaja najwyzsze powinowactwo do receptora
TrkB, a NT-3 ma najwyzsze powinowactwo do receptora TrkC, a nizsze do receptorow TrkA i TrkB
[65]. Ponadto, w okreslonych warunkach neurotrofiny sa zdolne do wigzania sie z receptorem
niskiego powinowactwa dla czynnika wzrostu nerwow (p75NTR/LNGFR, ang. low-affinity nerve
growth factor receptor), ktéry moze pehié¢ zar6wno funkcje ko-receptora dla receptora Trk lub
indukowaé niezalezny od niego szlak sygnalowy [68]. Zwigzanie neurotrofiny z receptorem
z rodziny Trk aktywuje szlaki sygnalowe zaangazowane w neurogeneze, plastyczno$¢ synaptyczna
czy przezycie komorek. Natomiast zwigzanie neurotrofiny z receptorem p75NTR moze prowadzié
zaréowno do przezycia, jak i do $mierci komoérki, w zalezno$ci od obecnoéci jego ko-receptora.
Biologiczne wlasciwo$ci neurotrofin zaleza od ich stezenia, formy (prekursor lub forma dojrzata)
oraz powinowactwa do receptorow [68], [69].

20



4.3.Czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego - BDNF
4.3.1. Ekspresja

Czynnik neurotroficzny pochodzenia m6zgowego (BDNF, ang. brain-derived neurotrophic
factor) jest neurotrofing, ktora zostala wyizolowana po raz pierwszy z mézgu $wini w 1982 roku
przez Barde i wsp. [70]. Ludzki gen Bdnf, zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 11p13-
14, odkryto w 1991 roku [71], [72]. Jest on zbudowany z 11 ekson6ow i obejmuje ok. 70 kpz, ale tylko
jeden - ekson IX, zawiera sekwencje kodujaca bialko (CDS, ang. coding DNA sequence). Pozostale
eksony koduja sekwencje promotorowe, ktére moga regulowac ekspresje Bdnf w roznych typach
komoérek w odpowiedzi na czynniki aktywujace (Rysunek 4.3) [73]. Kazdy ekson na konicu 5'
transkryptu Bdnf moze generowac, poprzez alternatywny splicing, specyficzny transkrypt o réznej
dlugosci, ktoéry charakteryzuje sie obecnosécia wspolnego regionu CDS na koncu 3'. Dodatkowo
ilo$¢ transkryptoéw Bdnf zwieksza sie z uwagi na istnienie dwoch miejsc poliadenylacji w regionie
niepodlegajacym translacji 3° (3'UTR, ang. 3’untranslated region) eksonu IX. Generuje to dwa
rodzaje transkryptéw: z regionem krétkim 3’UTR o dlugosci ok. 0,35kb i regionem dlugim 3’UTR
o dlugosci ok. 2,85kb [74]. Badania wykazaly, ze transkrypt z regionem kroétkim 3’UTR pozostaje
w ciele komorki, gdzie ulega translacji i pozwala na utrzymanie odpowiedniego stezenia biatka
BDNF w neuronie spoczynkowym. Translacja tych transkryptow zwieksza fosforylacje TrkB, co
prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego aktywowanego w odpowiedzi na cAMP (CREB,
ang. cAMP response element binding protein) oraz innych biatek prowadzacych do zwiekszonej
plastyczno$ci synaptycznej. Natomiast transkrypt z regionem dlugim 3’UTR jest transportowany
do dendrytow, gdzie odgrywa kluczowa role w procesie dojrzewania kolcow dendrytycznych oraz
w procesach indukcji dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (LTP, ang. long-term
potentiation). Wykazano, ze w neuronach aktywowanych transkrypt z regionem dlugim 3’UTR
odpowiada za szybka i silng aktywacje translacji [75]. W zwigzku z tym, poprzez zastosowanie
alternatywnych promotoré6w i mechanizméw splicingu, mozna generowaé rézne transkrypty
BDNF, z ktorych wszystkie koduja ten sam produkt biatkowy.

Analiza ludzkiego genu Bdnf ujawnila istnienie dziewieciu sekwencji, ktore znajduja sie
pod kontrolg czynnikéw transkrypcyjnych, w tym czynnika transkrypcyjnego aktywowanego
w odpowiedzi na jony wapnia (CaRF, ang. calcium-responsive transcription factor), czynnika
CREB oraz czynnika stymulujacego-1/2 (USF-1/2, ang. upstream stimulatory factor-1/2) [76].
Czynniki te ulegaja aktywacji w wyniku naptywu jon6w wapnia do komorki nerwowej lub poprzez
substancje stymulujace, takie jak neurotransmitery, hormony lub czynniki wzrostu, co prowadzi
do ekspresji bialka BDNF. W kaskadzie aktywacyjnej biorg udzial miedzy innymi receptory Trk,
receptory sprzezone z bialkami G (GPCR, ang. G protein-coupled receptor), kanaly wapniowe
bramkowane napieciem (L-VGCC, ang. L-type voltage-gated calcium channels) oraz receptor
N-metylo-D-asparaginowy (NMDAR, ang. N-methyl-D-aspartate receptor) [76], [77]. Najwyzsza
ekspresja biatka BDNF u ssakéw zachodzi w mozgu, zwlaszcza w hipokampie oraz korze mozgowe;j
(cze$¢ podstawna przodomozgowia), czyli w obszarach odpowiedzialnych za pamieé, uczenie sie
oraz procesy poznawcze. Oprocz moézgu, ekspresja BDNF zachodzi réwniez w watrobie, §ledzionie,
grasicy, przewodzie pokarmowym, ptucach, sercu, skoérze czy tez w tkance mie$niowej gladkiej
naczyn krwiono$nych [78], [79].

4.3.2. Synteza i uwalnianie

Synteza bialka BDNF rozpoczyna sie od powstania w retikulum endoplazmatycznym
formy pre-pro-BDNF (ang. precursor BDNF), gdzie dochodzi do jej faldowania oraz przylaczenia
reszt cukrowych poprzez wigzanie N-glikozydowe [72], [80]. Z retikulum endoplazmatycznego
pre-pro-BDNF transportowany jest do aparatu Golgiego, gdzie wewnatrzkomorkowe proteazy
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usuwaja peptyd sygnalowy (SS, ang. signal sequence) o dlugosci 18 reszt aminokwasowych, dzieki
czemu powstaje forma pro-BDNF (ang. precursor BDNF) o masie 28-32 kDa. Forma ta zawiera
111 aminokwaséw w N-koncowej pro-domenie oraz 118 aminokwaséw w C-konicowej domenie
dojrzalej [80], [81] (Rysunek 4.3). W sieci trans aparatu Golgiego pro-BDNF moze zostac
przeksztalcony do dojrzalej formy BDNF (m-BDNF, ang. mature BDNF) o masie 14 kDa. Zmiana
ta zachodzi poprzez usuniecie pro-domeny przez proteaze (furyne), uwalniang w komorce
w sposOb konstytutywny, lub przez konwertazy obecne w pecherzykach sekrecyjnych [82], [83].
W rezultacie, bialko BDNF wydzielane jest przez komoérki nerwowe w postaci dojrzalej lub
niedojrzalej. W drugim przypadku, metaloproteinazy oraz plazmina, zawarte w macierzy
miedzykomorkowej, moga przeksztalca¢ bialko pro-BDNF do formy dojrzatej m-BDNF [84], [85].

Nowo powstaly BDNF pakowany jest do pecherzykow sekrecyjnych, ktére transportowane
sa anterogradowo, od ciala komorki nerwowej do jej zakonczen (aksonéw lub dendrytow).
Pecherzyki sekrecyjne po oddzieleniu od sieci trans aparatu Golgiego kieruja sie w strone blony
komoérkowej, gdzie ulegaja fuzji, a ich zawarto§¢ uwalniana jest do macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Bialko BDNF wydzielane jest przez komorki nerwowe na drodze
regulowanej lub konstytutywnej [86]. Sciezka wydzielania konstytutywnego obejmuje pakowanie
biatka BDNF do pecherzykéw malej wielko$ci (50-100 nm), ktore uwalniajg BDNF niezaleznie od
zmian wewnatrzkomorkowego stezenia jon6w wapnia [Ca2*]. Wiekszo§¢ biatka BDNF wydzielana
jest jednak w odpowiedzi na zmiany [Ca2*] w komoérkach nerwowych, na $ciezce regulowanego
wydzielania, w pecherzykach, ktore moga tworzy¢ tzw. duze pecherzyki o gestym rdzeniu (LDCVs,
ang. large dense-core vesicles) o §rednicy 100-300nm.

Dla regulowanego wydzielania biatlka BDNF przez komdérke nerwowa istotne sa dwa biatka
sortujace — sortilina oraz karboksypeptydaza E (CPE, ang. carboxypeptidase E), ktore oddziatuja
z aminokwasami w lanicuchu polipeptydowym BDNF. Sortilina jest receptorem sortujacym, ktory
moze znajdowac sie na powierzchni komorki nerwowej lub wewnatrz, gdzie transportuje biatka
miedzy siecig trans aparatu Golgiego, lizosomami, endosomami, a pecherzykami sekrecyjnymi
i blong komdérkowa Wigzanie formy pro-BDNF z sortiling mozliwe jest dzieki interakcji reszt
aminokwasowych 44-102, zawartych w prodomenie biatlka BNDF [87] [88]. CPE zawiera w swoim
C-konicu amfifilowa domene zbudowana z 6-aminokwasowego ogona, ktory umozliwia jej
oddzialywanie z membranami sieci trans aparatu Golgiego. Lou i wsp. [89] wykazali obecno$¢
motywu I Eig Ios Dios W obrebie domeny dojrzatej BDNF, ktorego prawidlowe rozpoznanie przez
CPE jest istotne dla wydzielania BDNF na Sciezce regulowanej. Brak obecno$ci motywu
sortujacego lub zle faldowanie domeny dojrzalej powoduje wydzielanie biatlka BDNF na drodze
konstytutywnej [9o]. Wla$ciwe sortowanie i wydzielanie bialka BDNF ma kluczowe znaczenie dla
utrzymania plastycznoS$ci synaptycznej, przezycia neuronéw i homeostazy OUN. Nieprawidlowa
sekrecja i alokacja biatka BDNF w obrebie OUN przyczynia sie do wystepowania choréb o podlozu
neurodegeneracyjnym i neuropsychiatrycznym. Zaburzenia w transporcie BDNF moga
wystepowa¢ na skutek zaburzen w funkcjonowaniu sortiliny oraz CPE, a takze na skutek
wystgpienia polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w genie kodujacym Bdnf [87]. Zamiana
reszty waliny na reszte metioniny w kodonie 66 (Val66Met) zaburza transport BDNF do
dendrytow. Wiaze sie to ze zmianami strukturalnymi moézgu (zmniejszenie objetoSci hipokampa,
ciala migdalowatego i kory przedczolowej) oraz ze zmianami w funkcjonowaniu (oslabienie
procesow plastyczno$ci synaptycznej, uposSledzenie pamieci epizodycznej) [86].

22



11 IVV Vh VI Vi Vi Vilih 1IX

| 1l
5’ {""'\Q 18 kp/uz }:’T‘ 25 kpz 14 kpz ’Mﬂf? \ -
CHHFARHH-AA-AU N
V Y -,

poliA  poliA

pre-pro-BDNF

Rysunek 4.3. Struktura ludzkiego genu Bdnf oraz powstajacych izoform tego bialka. Gen Bdnf sklada sie
z 11 eksondéw o dlugoéci okolo 70 kpz, z ktéorych jedynie ekson IX zawiera sekwencje kodujaca biatko (CDS).
W regionie 3'UTR eksonu IX znajduja sie dwa miejsca poliadenylacji (poliA), ktére pozwalaja na tworzenie wiekszej
iloéci transkryptow. W wyniku translacji powstaje prekursor BDNF (pre-pro-BDNF), ktéry zawiera sekwencje
sygnatowa (SS) o dlugoséci 18 reszt aminokwasowych, pro-domene (18-129aa) oraz domene dojrzalg (129-247aa). W
wyniku dzialania proteaz sekwencja sygnalowa zostaje odcieta, powstaje forma pro-BDNF, ktéra dalej moze zostaé
przeksztalcona do formy dojrzalej m-BDNF. Na podstawie [74], [81].

4.3.3. Funkcje BDNF zwiazane z aktywacja specyficznych receptorow

BDNF zostal po raz pierwszy opisany jako bialko kontrolujace przezycie neuronow
czuciowych, a takze wzrost wlokien nerwowych [70]. Podobnie jak pozostale neurotrofiny,
zaangazowany jest w roznicowanie, wzrost oraz przezycie komorek nerwowych o$rodkowego
i obwodowego ukladu nerwowego. Sposrdod innych neurotrofin BDNF wyréznia udzial
w procesach zwigzanych z plastyczno$cia synaptyczng (LTP) oraz tworzeniem pamieci
dlugotrwalej [91]. Transport retrogradowy, czyli z zakonczen aksonéw do ciala komorki, jest
istotny dla przekazywania sygnaléw przez czynniki neurotroficzne, ktére wigza sie
z odpowiednimi receptorami. Kontrola duzej liczby procesow w ukladzie nerwowym, w tym
zaréwno przezycia jak i apoptozy, jest mozliwa dzieki wigzaniu izoform BDNF do odpowiednich
receptorbw na powierzchni komorki nerwowej [92]. Forma pro-BDNF moze zwigzaé sie
z receptorem p75NTR, nalezagcym do rodziny receptoréw czynnika martwicy nowotworu (TNFRs,
ang. tumor necrosis factor receptors). Funkcje p75NTR zalezg w duzej mierze od jego interakeji
z innymi receptorami, poniewaz on sam nie posiada domeny katalitycznej [93]. Powstanie
kompleksu pro-BDNF/p75NTR/sortilina moze prowadzi¢ do aktywacji kinaz biatka c-Jun (JNKs,
ang. c-Jun N-terminal kinases), oraz indukcji apoptozy, moze tez aktywowac biatko Rho-A, co
prowadzi do zatrzymania wzrostu neurytéow. Z drugiej strony zwigzanie m-BDNF z p75NTR
prowadzi do inaktywacji bialka RhoA i uruchomienia procesu neurytogenezy [68], [94], [95].
Kompleks bialkowy pro-BDNF/p75NTR/sortilina odpowiada roéwniez za aktywacje jadrowego
czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-kB, ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells), co prowadzi do zwiekszonego przezycia neuronow [68]. Ponadto, zwigzanie
pro-BDNF z p75NTR w neuronach hipokampalnych jest istotne dla dlugotrwalego oslabienia
synaptycznego (LTD, ang. long-term depression), ktére jest mechanizmem przeciwnym do LTP
i powoduje zmniejszenie skuteczno$ci przekazywania sygnatlu przez synapsy [96].
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Receptorem kluczowym i odpowiedzialnym za wiekszo$¢ wlasciwosci m-BNDF
wspierajacych uklad nerwowy jest TrkB. Jest to receptor blonowy, zbudowany z kilku domen:
domeny kinazy bialkowej, domeny transmembranowej, domen immunoglobulino-podobnych
oraz zewnatrzkomoérkowych domen zawierajacych duza ilo$¢ reszt cysteinowych oraz
leucynowych. Ludzki wariant TrkB posiada cztery izoformy: receptor o pelnej dtugosci (TrkB-FL),
receptor posiadajacy nieaktywng domene katalityczng (TrkB-T-TK) oraz dwie formy skrocone
receptora, nie posiadajace domeny kinazy biatkowej (TrkB-T1, TrkB-Shc) [92], [97]. Przylaczenie
dojrzalej formy BDNF do TrkB-FL inicjuje powstanie dimeru i autofosforylacje receptora, co
skutkuje aktywacja wielu szlakdéw sygnalowych, w tym szlakéw zaleznych od kinaz bialkowych
aktywowanych mitogenami (MAPKs, ang. mitogen-activated protein kinases), Kkinaz
3-fosfatydyloinozytolu (PI3Ks, ang. phosphoinositide 3-kinases), kinazy bialkowej B (AKT, ang.
protein kinase B), fosfolipazy C (PLC, ang. phospholipase C) oraz GTPaz z rodziny bialek Rho.
Dzieki aktywacji tych szlakoéw kompleks m-BDNF/TrkB kontroluje procesy neurogenezy [98],
neurytogenezy [99], synaptogenezy [100], procesy antyapoptotyczne i odpowiedzialne za
przezycie [101], plastyczno$c¢ synaptyczng (LTP) [102] oraz wzrost dendrytow i ich rozgalezienie
[103]. Receptor TrkB-FL moze tworzy¢ heterodimer z receptorem p75NTR, co zwieksza
powinowactwo wigzania m-BDNF i wzmacnia aktywacje TrkB i dalszych $ciezek sygnalowych
[78], [97]. Na Rysunku 4.4 przedstawiono szlaki sygnalowe aktywowane w komorce nerwowej
w odpowiedzi na pro-BDNF lub m-BDNF.

pro-BDNF m-BDNF

S
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—

Wzmocnienie
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Rysunek 4.4. Szlaki sygnalowe aktywowane w komorce nerwowej w odpowiedzi na pro-BDNF lub
m-BDNF. Pro-BDNF wiazac sie z heterodimerem p75NTR/sortilina aktywuje szlaki zalezne od JNK prowadzac do
apoptozy komorki, aktywuje bialko Rho-A, przez co nastepuje zahamowanie wzrostu neurytéw lub prowadzi do
dlugotrwalego oslabienia synaptycznego. Pro-BDNF/sortilina/p75NTR moze rowniez aktywowaé czynnik NF-xB, ktory
odpowiada za przezycie neuronéw. Natomiast zwigzanie bialka m-BDNF z kompleksem p75NTR/sortilina inaktywuje
bialko RhoA i stymuluje wzrost neurytéw. m-BDNF wiazac sie z TrkB-FL aktywuje szlaki zalezne od PI3K/Akt, MAPK,
PLC lub GTPaz. Aktywacja tych szlakoéw prowadzi do indukcji proceséw neurogenezy, neurytogenezy, synaptogenezy,
wzrostu dendrytéw i ich rozgalezienia, promuje przezycie komoérek oraz bierze udzial w kontroli plastyczno$ci
synaptycznej. Efekt dzialania i zwigzania sie m-BDNF z receptorem TrkB-FL moze by¢ wzmocniony przez przylaczenie
sie do nich receptora p75NTR.
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4.3.4. Strategie uzupelniania niedoboréw bialka BDNF w zaburzeniach zwiazanych
z OUN

Starzenie sie jest jedna z istotnych przyczyn rozwoju zaburzen poznawczych. Funkcje
poznawcze stopniowo slabna wraz z wiekiem, w wyniku zmian komérkowych
i metabolicznych, ktére prowadza do redukcji plastyczno$ci synaptycznej w regionach moézgu
istotnych dla proceséw kognitywnych. Najbardziej wrazliwym regionem jest hipokamp, ktory
odpowiada za tworzenie pamieci dlugotrwalej oraz orientacji przestrzennej. Badania wykazaly
zmiany w hipokampalnym LTP u starzejacych sie zwierzat obejmujace problemy z indukcja oraz
trwaloScig LTP [104]. Jednym z najczestszych deficytow zwigzanych z plastycznoScia synaptyczng
i procesami starzenia sie jest oslabienie sygnalizacji neurotroficznej. Wykazano, ze w starzejacym
sie hipokampie obserwuje sie utrudniona stabilizacje LTP, ktéra moze zostaé¢ przywrdocona przez
leki stymulujace receptor glutaminianowy AMPA, ktory indukuje ekspresje BDNF [105].
Udowodniono, ze procesom starzenia towarzyszy znaczacy spadek ekspresji BDNF w niektérych
regionach médzgu, zwlaszcza w hipokampie. Obnizony poziom biatka BDNF zaobserwowano
w hipokampie starszych szczur6w, natomiast wywolanie stanu zapalnego lub infekeji powodowato
dodatkowy spadek poziomu tej neurotrofiny [106], [107]. Analiza poziomu BDNF w probkach
ludzkiej surowicy wykazala zredukowany poziom bialka wraz ze wzrostem wieku, co wigzalo sie
z wystapieniem lagodnych zaburzen poznawczych [108]. P6zniejsza analiza ekspresji genow
w obszarze kory przedczolowej, w probkach zebranych post-mortem od ludzi, wykazala spadek
ekspresji Bdnf zwigzany ze wzrostem wieku [109]. Obnizony poziom BDNF moze wynikaé nie
tylko z jego obnizonej transkrypcji, translacji i transportu wewnatrz neuronéw, ale réwniez ze
spadku ekspresji lub aktywacji jego gléwnego receptora - TrkB. Ponadto zmianom moze
towarzyszy¢ podwyzszony poziom pro-BDNF i jego receptora - p75NTR, ktére razem
odpowiedzialne sa miedzy innymi za apoptoze komdérek nerwowych [110].

BDNF ze wzgledu na swoje znaczenie w rozwoju i funkcjonowaniu OUN zaangazowany
jest rowniez w patofizjologie chorob zwigzanych z tym ukladem. Sg to miedzy innymi: choroba
Alzheimera [111], choroba Huntingtona [112], choroba Parkinsona [113], depresja [114] oraz
schizofrenia [115]. W przypadku wielu z nich obserwuje sie obnizony poziom mRNA lub biatka
BDNF, ktore czesto peli dla tych choréb funkcje biomarkera. Obecnie, jednym z celow
terapeutycznych chorob, w ktorych obserwuje sie spadek ekspresji BDNF jest przywro6cenie
wlasciwego poziomu bialka w obszarach mézgu objetych jednostka chorobowa [77]. Mozliwe jest
to poprzez dzialanie bezposrednie (iniekcja BDNF, terapia genowa) lub posrednie, z uzyciem
substancji lub komorek zwiekszajacych ekspresje Bdnf lub aktywujacych jego gléwny receptor -
TrkB. W badaniach Schabitz’a i wsp. [116] zastosowano terapie z dozylnym podaniem biatka
BDNF szczurom, u ktorych wywolano wezesniej miejscowe niedokrwienie moézgu. Dostarczenie
bialka skutkowalo zmniejszeniem obszaru niedokrwienia, spadkiem poziomu biatka
proapoptotycznego Bax (ang. Bcl-2-like protein 4) oraz wzrostem poziomu bialka
antyapoptotycznego Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2), w poréwnaniu z probg kontrolna. Zala i wsp.
[117] wykazali, ze w przypadku szczurzych neuronow pierwotnych ekspresjonujacych zmutowana
forme huntingtyny zastosowanie wektorow lentiwirusowych kodujacych Bdnf ochronilo te
komorki przed apoptoza.

Kolejng metodg terapii jest przeszczep komorek, ktére zdolne sg do ekspresji i wydzielania
BDNF. Badania z wykorzystaniem mysich mezenchymalnych komérek macierzystych wykazaly,
ze komorki wstrzykniete do prazkowia myszy, z eksperymentalnym modelem choroby
Huntingtona (YAC128), produkowaly BDNF, co wplynelo na zwiekszong przezywalnos¢
neuronow w prazkowiu oraz poprawito aktywnos¢ motoryczng zwierzat [118], [119]. Natomiast
zastosowanie czasteczek, ktére sa agonistami [120], [121], przeciwcialami agonistycznymi
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wzgledem TrkB [122], [123] lub peptydomimetykami [124], [125], zdolnymi do aktywacji TrkB,
spowodowalo aktywacje szlakow sygnalowych aktywowanych normalnie przez kompleks
m-BDNF/TrkB. Obiecujaca strategie stanowig substancje pochodzenia naturalnego, ktore
wykazuja wlaSciwoSci neuroprotekcyjne m.in. dzieki pobudzaniu komoérek do zwiekszonej
produkcji BDNF. Szczury z eksperymentalnym modelem depresji po otrzymaniu kurkuminy,
polifenolu pochodzacego z Ostryzu dlugiego (Curcuma longa), wykazaly zmniejszone skutki
chronicznego stresu dzieki przywroceniu aktywacji czynnika CREB oraz zwiekszonej ekspresji
Bdnf[126]. W innych badaniach odnotowano poprawe funkeji odzyskiwania pamieci u szczuréw,
ktorym wezeéniej wstrzyknieto do kory przedczolowej toksyczne biatka amyloidu beta. Poprawa
nastapila po podaniu rutyny, flawonoidu pochodzacego z Gryki zwyczajnej (Fagopyrum
esculentum), ktory zwiekszyt poziom BDNF i spowodowal aktywacje szlaku MAPK [127].
Wykorzystanie kwasu rozmarynowego, uzyskiwanego m.in. z Rozmarynu lekarskiego
(Rosmarinus officinalis), na zwierzecym modelu z niedokrwieniem mozgu, wywolalo efekt
neuroprotekcyjny zapobiegajac deficytom pamieci. Zwigzek ten zahamowal apoptoze neuronow
oraz wplynat korzystnie na wzrost ekspresji Bdnf oraz synaptofizyny [128].

4.4.Czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi na cAMP — CREB

Czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi na cAMP (CREB, ang. cAMP response
element binding protein) nalezy do nadrodziny czynnikéw transkrypeyjnych zawierajacych
domene zasadowq z zamkiem leucynowym (bZIP, ang. basic leucine zipper domain). CREB jest
rozpuszczalnym bialkiem o wielko$ci 43 kDa, zlokalizowanym w jadrze komorkowym,
wystepujacym w trzech izoformach: a, B, A, ktorych ekspresja jest konstytutywna i zachodzi
w wiekszoSci komorek [129], [130]. W swojej budowie posiada C-koncowa, zasadowg domene,
ktora bierze udzial w wigzaniu DNA oraz domene zamka leucynowego, warunkujacg powstanie
hetero- lub homodimeréw poprzez polaczenie dwoch a-helis [131]. Oproécz tego posiada domene
indukowang kinaza (KID, ang. kinase-inducible domain), w obrebie ktorej znajduja sie reszty
seryny, ktoére moga by¢ fosforylowane przez kinazy, co prowadzi do aktywacji czynnika CREB. Po
dwdch stronach KID znajduja sie domeny bogate w reszty glutaminy: domena Qi, ktora
odpowiada za podstawowa aktywno$¢ transkrypcyjna wigzac sie do kasety TATA oraz domena Q2,
ktora razem z domeng KID odpowiada na czynniki stymulujace, co prowadzi do ekspresji genow
zaleznych od CREB [132]. Domena Q2 odpowiada roéwniez za rozpoznanie i zwigzanie elementu
cis-regulacyjnego (CRE, ang. cis-regulatory element), ktory zawiera sekwencje palindromowa 5’-
TGACGTCA-3’ w genie docelowym. Do nadrodziny CREB nalezy rowniez bialko ATF-1 (ang.
activating transcription factor 1) oraz biatko CREM (ang. cAMP response element modulator).
Czynniki z nadrodziny CREB charakteryzuja sie wysokim stopniem podobienstwa swojej budowy,
zwlaszcza w obrebie domeny bZIP oraz mozliwos$cia wiazania do sekwencji CRE [131].

W odpowiedzi na czynniki aktywujace, takie jak neuroprzekazniki, ligandy lub czynniki
wzrostu, w komérce nerwowej uruchamiane sa mechanizmy prowadzace do aktywacji kinaz PI3K
oraz ERK przez RTKs, wzrostu wewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw wapnia (Ca2*) przez
kanaly jonowe lub bramkowane ligandem oraz wzrostu stezenia cyklicznego adenozyno-3’,5’-
monofosforanu (cAMP, ang. 3',5'-cyclic adenosine monophosphate) zaleznego od aktywacji
GPCR, co prowadzi do aktywacji PKA lub czynnika wymiany nukleotydéw guaninowych (Epac,
ang. exchange proteins directly activated by cAMP) aktywujacego ERK [133]. Aktywacji ulegaja
szlaki sygnalowe, ktore pobudzaja kinazy bezposrednio fosforylujace czynnik CREB, takie jak
kinazy zalezne od wapnia/kalmoduliny (CaMKs, ang. calcium/calmodulin-regulated protein
kinases), kinaza bialkowa A (PKA, ang. protein kinase A), kinazy bialkowe aktywowane
mitogenem i stresem (MSKs, ang. mitogen and stress activated protein kinases), kinazy
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rybosomalne s6 (RSKs, ang. ribosomal s6 kinases) oraz AKT [129]. Kluczowym etapem aktywacji
czynnika CREB jest fosforylacja reszt serynowych, zwlaszcza seryny w pozycji 133 (Ser133)
tancucha polipeptydowego, znajdujacej sie w domenie KID. Po fosforylacji Ser133, dwie domeny
bZIP kazdego monomeru CREB lacza sie, tworzac aktywny homodimer poprzez motyw zamka
leucynowego. Powstaly homodimer oddzialuje z koaktywatorami: bialkiem wigzacym CREB
(CBP, ang. CREB-binding protein), acetylotransferaza histonowa p300 (ang. histone
acetyltransferase p300) lub koaktywatorami transkrypcji regulowanymi przez cAMP (CRTC, ang.
cAMP-regulated transcriptional co-activator,) i wiaza sie do miejsca CRE promotora genow
docelowych. Koaktywatory te moga stanowi¢ alternatywne $ciezki indukcji genu docelowego
w odpowiedzi na rozne bodzce w roznych typach komoérek [132], [134]. Klasyczne $ciezki
sygnatowe prowadzace do aktywacji czynnika CREB w komorce nerwowej przedstawiono na
Rysunku 4.5.

CREB zostal po raz pierwszy opisany w 1987 roku jako czynnik transkrypcyjny regulujacy
gen somatostatyny w komorkach szczurzego guza chromochtonnego PCi12 [135]. Od tamtej pory
wykazano szereg jego funkcji, ktore stanowig podstawe dla prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Badania przesiewowe calego genomu [136] pod katem miejsc wigzacych CREB (geny
zawierajace region CRE) wykazaly, ze CREB moze kontrolowa¢ ekspresja ponad 4000 genow,
w tym genow kodujacych bialka zaangazowane w metabolizm (cytochrom c), transkrypcje (ATF-
3, c-fos), przezycie komorek (Bcl-2), cykl komoérkowy (cyklina D1, cyklina A) oraz wzrost komorek
(BDNF, FGF) [129]. Wyniki badan ostatnich lat uzyskane na ssakach, glownie szczurach
i myszach, wykazaly kluczowy wplyw bialka CREB na prawidlowe funkcjonowanie mozgu.
W oérodkowym ukladzie nerwowym biatko CREB odgrywa kluczowa role w kontroli procesow
takich jak neurogeneza, synaptogeneza [137], przezywalno$¢ neuronéw oraz ich réznicowanie
[138], kontrola plastycznos$ci synaptycznej i tworzenie pamieci [139], [140]. Najnowsze badania
wykazaly, ze znaczaca role dla funkcjonowania CREB ma fosforylacja Ser133, ktora jest niezbedna
dla transmisji synaptycznej, LTP oraz przestrzennej elastyczno$ci poznawczej [141].
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Rysunek 4.5. Szlaki sygnalowe aktywujace czynnik transkrypcyjny CREB. Neuroprzekazniki, ligandy,
czynniki wzrostu i induktory stresu powoduja wzrost wewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw wapnia przez kanaly
jonowe lub bramkowane ligandem, wzrost cAMP poprzez aktywacje receptoréw GPC lub aktywacje receptoréw RTK.
Aktywowane szlaki sygnalowe prowadza do bezpoéredniej fosforylacji czynnika CREB przez AKT, RSK, MSK, PKA,
CaMKII lub CaMKIV, co aktywuje szereg procesOw w komorce. Na podstawie [129], [142].
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4.5.Szlaki sygnalowe aktywujace czynnik CREB
4.5.1. CcAMP-PKA

W przekazywaniu sygnalu pomiedzy komérkami biora udzial substancje pochodzace
z zewnatrz komorki tzw. przekazniki pierwszego rzedu lub przekazniki pierwotne (ang. first
messengers). Sygnaly te sg bardzo réznorodne, poczawszy od czynnikéow $rodowiskowych
(temperatura, $wiatlo), poprzez jony i czasteczki (Caz+, Na+*, O,, CO,), metabolity (nukleotydy,
aminokwasy), hormony (steroidy), po wieksze polipeptydy (czynniki wzrostu, chemokiny,
kolagen, proteoglikan) [143]. Utworzenie kompleksu receptor-przekaznik na powierzchni
komoérki nerwowej uruchamia kaskade reakcji prowadzacych do syntezy i uwalniania tzw.
przekaznikow wtornych (ang. second messengers). Naleza do nich miedzy innymi jony wapnia,
cAMP, cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan (cGMP, ang. guanosine 3',5'-cyclic
monophosphate), 1,4,5-trifosforan inozytolu (IP;, ang. inositol 1,4,5-trisphosphate),
diacyloglicerol, (3,4,5)-trifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP3, ang. phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate) oraz tlenek azotu (NO, ang. nitric oxide) [144], [145].

cAMP to cykliczna pochodna adenozyno-5-monofosforanu (AMP, ang. adenosine
monophospate), ktdra jest nukleotydem zbudowanym z adeniny, rybozy i fosforanu. Jest to wazny
wewnatrzkomorkowy przekaznik wtorny uczestniczacy w regulacji wielu proceséw regulowanych
przez hormony (hormon przytarczyc, hormon tyreotropowy, glukagon) oraz neuroprzekazniki
(dopamina, adrenalina, noradrenalina) [146]. Wéréd tych proces6w mozna wymienié przezycie
komorek [147], wzrost i r6znicowanie [148], neurytogeneze [149], metabolizm komérkowy [146].
Synteza cAMP moze zachodzi¢ na drodze zaleznej lub niezaleznej od biatka G (Rysunek 4.6).
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W $ciezce sygnalowej zaleznej od bialka G, po zwigzaniu zewnatrzkomérkowego liganda do GPCR,
podjednostka Ga odlacza sie od podjednostek Gf oraz Gy i aktywuje cyklaze adenylanowa (AC,
ang. adenylyl cyclase) zwigzang z blona komorkows, ktora przeksztalca adenozynotrifosforan
(ATP, ang. adenosine triphosphate) w czasteczke cAMP i pirofosforan (PP;, ang. pyrophosphate)
[142]. W $ciezce sygnalowej niezaleznej od biatka G synteza cAMP zachodzi poprzez aktywacje
rozpuszczalnej AC (sAC, ang. soluble adenylyl cyclase) przez wodoroweglan (HCO3-) i jony wapnia
[150]. Za hydrolize cAMP odpowiadaja fosfodiesterazy (PDEs, ang. phosphodiesterases), ktore
hydrolizuja wigzanie estrowe w cAMP do adenozyno 5-monofosforanu (5’AMP, ang. adenosine
monophosphate). Stezenie wewnatrzkomorkowego poziomu cAMP jest mocno regulowane przez
rownowage miedzy jego synteza przez cyklazy adenylanowe, a jego hydroliza przez fosfodiesterazy
[151]. W OUN ssakéw wystepuje dziewie¢ izoform transmembranowych AC i jedna izoforma
rozpuszczalna. Wszystkie transmembranowe AC majg taka sama strukture, ale rézne dlugosci
tancuchow polipeptydowych (1080-1353 aa). Skladaja sie z dwodch oddzielnych domen
membranowych, pojedynczej N-koncowej domeny i dwoch domen cytoplazmatycznych, ktore
zawieraja po dwa miejsca katalityczne [152]. W przypadku PDE u ludzi zidentyfikowano 11
roznych rodzin, a kazda z nich zawiera wiele genow i wariantow splicingowych, co daje ponad 100
unikalnych izoform PDE, hydrolizujacych cAMP i/lub cGMP. W mézgu, najwieksza grupe stanowi
rodzina PDE4, ktéra odpowiada tylko za hydrolize cAMP, w mniejszej ilo$ci obecne sa réwniez
PDE4, 2, 3,7, 8110 [153].

W komodrece istnieja trzy gtowne bialka efektorowe dla cAMP: czynnik Epac, kanaly jonowe
bramkowane cyklicznymi nukleotydami (CNG channels, ang. cyclic nucleotide-gated channels)
oraz kinaza PKA [154]. U kregowcéw wystepuja dwie izoformy Epac (Epac 1 oraz Epac2), z czego
w OUN najbardziej powszechna jest izoforma Epac2. Zwigzanie cAMP przez Epac powoduje
odstoniecie domeny czynnika wymiany nukleotydow guaninowych (GEF, ang. guanine nucleotide
exchange factors), do ktérej moga zwigzaé sie male GTPazy Rap, Rapi
i Rap2. Enzymy te hydrolizuja guanozyno-5’-trifosforan (GTP, ang. guanosine-5'-triphosphate)
do difosforanu guanozyny (GDP, ang. guanosine diphosphate), co aktywuje dalsze szlaki
sygnalowe [155]. W OUN bialka Epac zaangazowane s3 w wiele funkcji, w tym w neurytogeneze,
roznicowanie i przezycie neurondéw, wydzielanie neurotransmiteréw oraz plastyczno$é
synaptyczng [156]. Kolejnym, mniej poznanym efektorem cAMP sg kanaly jonowe CNG. Obecne
sa one w mozgu, nerkach, tkankach endokrynnych i plemnikach, jednak do tej pory nie
wyjasniono w pehi ich roli. Zwigzanie cAMP z kanalami CNG moduluje ich funkcje, w tym
nieselektywny przeplyw jondéw wapnia, potasu i sodu, co wplywa na potencjat blony komorkowej
lub przekazywanie sygnalu w neuronach. Kanaly jonowe CNG pelnig wazne funkcje w transdukeji
sygnaléw sensorycznych w fotoreceptorach siatkéwki i w neuronach receptora wechowego
(ORNs, ang. olfactory receptor neurons) [157], [158].

Glowng czasteczka efektorowa dla cAMP jest PKA. Enzym ten, w postaci nieaktywnej jest
tetramerem zbudowanym z dwoch podjednostek regulatorowych (R) oraz dwoch podjednostek
katalitycznych (C). Wystepuje on w dwdch izoformach: PKA typu I (RIa2C2, RI32C2) oraz PKA
typu II (RITa2C2, RIIB2C2) [159]. U ssakow wystepuja cztery rodzaje podjednostki regulatorowe;j.
Podjednostki Rla i RIIa ulegaja ekspresji w calym organizmie ludzkim, RIf wystepuje gléwnie
w mozgu, jadrach oraz limfocytach B, natomiast podjednostka RIIf ekspresjonowana jest
w mozgu, komodrkach thuszczowych i tkankach wydzielniczych. Wzrost stezenia cAMP w komoérce
uruchamia proces aktywacji PKA. Zachodzi on poprzez zwigzanie sie czasteczek cAMP w dwoch
miejscach wigzacych cAMP zlokalizowanych na kazdej z dwoch podjednostek regulatorowych, co
powoduje oddysocjowanie podjednostek katalitycznych i aktywacje enzymu. Aktywna kinaza PKA
moze fosforylowaé reszty seryny i treoniny obecne w biatkach posiadajacych motyw arginina-
arginina/lizyna-X-seryna/treonina, gdzie X jest aminokwasem hydrofobowym [142], [160].
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Aktywno$¢ podjednostki katalitycznej moze by¢ zahamowana przez inhibitor kinazy bialkowej
(PKI, ang. protein kinase inhibitor), ktéry moze kierowa¢ podjednostke C do jadra, co blokuje
dalsze funkcje PKA. Specyficznos¢ w transdukcji sygnalu cAMP zapewniaja biatka kotwiczace
kinaze biatkowa A (AKAPs, ang. PKA-anchoring proteins), ktore kontrolujg umiejscowienie PKA
w poblizu docelowych efektorow i substratow [154]. Jedna z kluczowych funkeji PKA jest udzial
w regulacji transkrypcji genéw poprzez fosforylacje czynnikéw transkrypceyjnych takich jak np.
CREB, CREM, ATF1, NF-kB lub SOX9 (ang. SRY-Box Transcription Factor 9) [154]. PKA odgrywa
kluczowa role w OUN poprzez regulacje wzrostu dendrytow, regeneracji aksonow, aktywnosci
kanaléw wapniowych, biosyntezy dopaminy. Dodatkowo jest zaangazowana w procesy LTP, LTD
oraz plastyczno$ci strukturalnej, co zwigzane jest z tworzeniem pamieci dlugotrwalej [161].
Jednym z wazniejszych czynnikow aktywowanych przez PKA jest CREB, ktory reguluje ekspresje
gendw kodujacych bialka zaangazowane w kontrole proceséw przezyciowych komorek, cyklu
komoérkowego, metabolizmu oraz ekspresje czynnikéw wzrostu [129].
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Rysunek 4.6. Szlak sygnalowy czasteczki cAMP. Powstawanie cAMP regulowane jest poprzez Sciezke zalezng od
aktywacji bialka G, gdzie podjednostka Ga odlacza sie od podjednostek Gf oraz Gy i aktywuje AC, ktora przeksztalca
ATP w czasteczke cAMP i PPi. Sciezka druga, niezalezna od aktywacji GPCR, obejmuje synteze cAMP poprzez aktywacje
SAC przez HCO;" i Ca2*. Za degradacje cAMP odpowiada PDE, ktora hydrolizuje wiazanie estrowe w cAMP, co prowadzi
do powstania 5’AMP. Nagromadzony w komorce cAMP moze regulowac wiele $ciezek sygnalowych poprzez aktywacje
kanaléw CNG, czynnika Epac lub PKA w komoérce. Aktywacja PKA polega na zwigzaniu cAMP z dwoma miejscami na
kazdej z dwoch podjednostek R, co powoduje ich oddzielenie od podjednostek C, ktére nastepnie fosforyluja reszty
seryny i treoniny w substratach biatkowych. Na podstawie [142].

4.5.2. Szlaki sygnalowe zalezne od wewnatrzkomorkowego poziomu jonéw wapnia

Jony wapnia sa bardzo waznymi przekaznikami wtérnymi, ktore odgrywaja istotna role
dla rozwoju i fizjologii centralnego ukladu nerwowego [130]. Wewnatrzkomoérkowy wzrost
poziomu jonow wapnia moze zosta¢ osiggniety poprzez wnikniecie do komorki nerwowej jonow
wapnia przez kanaly bramkowane ligandem takie jak NMDAR lub receptor nikotynowy
acetylocholiny (nAChR, ang. nicotinic acetylcholine receptor), kanaly VGCCs, kanaly jonowe
z rodziny receptorow przej$ciowego potencjalu (TRP, ang. transient receptor potential) oraz
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kanaly jonowe aktywowane uwalnianiem wapnia (CRAC, ang. calcium release-activated
channels). Poziom jonéw w cytoplazmie moze réwniez wzrosnaé poprzez uwolnienie jonow
wapnia z wewnatrzkomorkowego magazynu - retikulum endoplazmatycznego (ER, ang.
endoplasmic reticulum), ktére dzieki obecnoéci na swojej powierzchni wielu kanaléw jonowych
oraz receptoréw utrzymuje odpowiednie stezenie Ca2* (Rysunek 4.7) [162].

Jony wapnia sg kluczowymi czgsteczkami dla wielu wewnatrzkomoérkowych oraz
zewnatrzkomoérkowych proceséw komoérkowych. Wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu jonow
wapnia w neuronach powoduje aktywacje kinaz istotnych dla prawidlowego funkcjonowania
OUN. S3 to kinazy: CaMKII, CaMKIV, cAMP/PKA, MAPK/ERK oraz kinaza biatkowa C (PKC,
ang. protein kinase C) [163], [164]. Jednym z wazniejszych czynnikow transkrypcyjnych
aktywowanych w kaskadzie indukowanej jonami wapnia jest czynnik CREB. Fosforylacja Ser133
w czynniku CREB, przez kinazy aktywowane wapniem, prowadzi do indukcji ekspresji bialek
odpowiedzialnych za kontrole neurogenezy oraz neurytogenezy. Wykazano, ze w procesy te moze
by¢ réwniez zaangazowany BDNF, ktorego ekspresja wzrasta po aktywacji czynnika CREB
w odpowiedzi na wzrost stezenia jonéw wapnia w komorce [165]. Szlaki te zaangazowane sa
rowniez w kontrole aktywnosSci synaptycznej oraz mechanizmy zwigzane z uczeniem sie
i zapamietywaniem, ktore sa jednymi z wazniejszych funkcji jonow Ca2*w komorkach nerwowych.
Kontrola homeostazy wapniowej warunkuje prawidlowe funkcjonowanie centralnego ukladu
nerwowego, pozwala na utrzymanie integralnosci neuronéw oraz ich dlugoterminowe przezycie.
Zaburzenie tej rownowagi moze przyczynia¢ sie do aktywacji proceséw neurodegeneracyjnych
[163].

Zmiany w wewnatrzkomorkowym poziomie jonéw wapnia sa istotne roéwniez dla
regulowanego wydzielania pecherzykow sekrecyjnych zawierajacych neurotransmitery, hormony,
bialka oraz mniejsze czasteczki. Ich zawarto$¢ uwalniana jest pod wplywem wzrostu
wewnatrzkomoérkowego stezenia jonow wapnia, co prowadzi do fuzji pecherzyka z blonag
komoérkowa i uwolnienia jego zawarto$ci poza komorke [166]. Szczegélnie wazne dla
funkcjonowania ukladu nerwowego jest uwalnianie neurotransmiterow z pecherzykow
synaptycznych z zakonczen presynaptycznych do szczeliny synaptycznej. Neurotransmitery
dyfunduja przez szczeline synaptyczng i wigza sie ze specyficznymi receptorami komorki
postsynaptycznej, przekazujac sygnal dalej [167]. W wyniku Ca2+-zaleznej egzocytozy do
przestrzeni pozakomoérkowej wydzielany jest réwniez BDNF, ktory pod wplywem bodzcow
zewnetrznych uwalniany jest z pecherzyka sekrecyjnego, na $ciezce regulowanego wydzielania.
Dzieje sie tak na skutek naplywu jonéw wapnia z zewnatrz poprzez kanaly VGCC lub NMDAR lub
poprzez uwolnienie Ca2*z wewnatrzkomoérkowych magazynéw na skutek aktywacji receptorow
GPC lub Trk [168].
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Rysunek 4.7. Szlaki prowadzace do wzrostu wewnatrzkomérkowego poziomu Ca2+* w komdrce.
Wewngtrzkomérkowy poziom jondéw wapnia moze wzrosngé poprzez wnikniecie Ca2*+ przez kanaly VGCCs, CRAC,
NMDA, nAChR, TRP lub poprzez uwolnienie jonéw wapnia z retikulum endoplazmatycznego. Wzrost stezenia Ca2*
powoduje dalsza aktywacje kinaz: CaMKII, CaMKIV, PKA, MAPK oraz PKC, ktére aktywujq wiele proceséw w komoéree
(wymieniono na Rysunku).

4.5.3. Szlak PI3K/AKT

Kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3Ks, ang. phosphoinositide 3-kinases) nalezg do rodziny
wewnatrzkomorkowych kinaz lipidowych. Ze wzgledu na strukture oraz selektywno$c
substratowa dzielg sie na trzy klasy: I, II, III [169]. Zwigzanie sie czynnika aktywujacego komorke
(cytokiny, czynniki wzrostu lub hormony) do jednego 2z docelowych receptorow,
w tym RTK lub GPCR, powoduje ich aktywacje, co prowadzi do rekrutacji PI3K do blony
komoérkowej (Rysunek 4.8) [170]. Aktywna PI3K Kkatalizuje reakcje fosforylacji
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP., ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) do
(3,4,5)-trifosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP;, ang. phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate).
Nastepnie, zwiekszona produkcja PIP; rekrutuje do blony komérkowej AKT oraz kinaze 1 zalezng
od fosfatydyloinozytolu (PDK1, ang. phosphoinositide-dependent kinase-1), ktéra fosforyluje
AKT. PI3K nalezace do klasy I zaangazowane sg w kontrole proliferacji i przezycia komorek [171],
regulacje plastycznoSci neuronalnej w moézgu (metabolizm insuliny) [172], funkcje
immunologiczne [173] oraz stan zapalny [174]. PI3K klasy II zaangazowane sa w regulacje
transportu pecherzykéw blonowych [175], natomiast kinazy klasy III reguluja autofagie oraz
metabolizm mitochondrialny [176].

AKT jest glownym efektorem PI3K w komoérkach nerwowych. AKT jest kinazg serynowo-
treoninowg, ktéra wystepuje w postaci trzech izoform: AKT1, AKT2 oraz AKT3. Izoforma AKT1
u ludzi ulega ekspresji we wszystkich tkankach ciala, natomiast AKT2 obecna jest w komorkach
miesni szkieletowych oraz w komorkach tkanki tluszczowej. Ekspresja AKT3 zachodzi w mozgu,
jadrach, sercu, nerkach, plucach i mieéniach szkieletowych [177]. Kazda z izoform posiada
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w swojej strukturze trzy domeny: N-konicowa domene PH (ang. pleckstrin homology domain),
domene centralng oraz C-konncowa domene regulatorowa. Domena PH warunkuje translokacje
enzymu do blony komorkowej, warunkujaca jego aktywacje. Struktura domeny katalitycznej
zawiera miejsce wigzania ATP oraz reszte treoniny (AKT1 — Thr3o08, AKT2 — Thr3o09, AKT3 —
Thr308), ktora jest fosforylowana przed PDK1 [178]. Do pelnej aktywacji AKT potrzebna jest
jeszcze fosforylacja reszty seryny znajdujacej sie w domenie regulatorowej (AKT1 — Ser473, AKT2
— Ser474, AKT3 — Ser472), co moze zachodzi¢ dzieki biatkowemu kompleksowi mTORC2 (ang.
mammalian target of rapamycin complex 2), kinazie bialkowej zaleznej od DNA (DNA-PK, ang.
DNA-dependent protein kinases) lub kinazom zwiazanym z integrynami (ILK, ang. integrin-
linked kinase) [179]—[181].

AKT jest centralnym mediatorem Sciezki aktywowanej przez PI3K i przekazuje sygnat do
kolejnych substratow biatkowych, ktore wplywaja na kluczowe procesy komoérkowe. Kinaza
reguluje wiele procesow dzieki aktywacji czynnikow transkrypeyjnych kontrolujacych ekspresje
wielu genéw. Wsrdéd nich wyréznia sie jadrowy czynnik transkrypeyjny pochodzenia
erytroidalnego typu 2 (NRF2, ang. nuclear factor erythrocyte two related factor), NF-xB oraz
CREB [182]-[184]. W nastepstwie ekspresji ulega biatko zwigzane z kontrolag LTP i wzrostu
komorek, takie jak ssaczy cel rapamycyny (mTOR, ang. mammalian target of rapamycin kinase)
[185], [186], a takze bialka zaangazowane w cykl komérkowy, w tym czynnik transkrypcyjny c-
Myec oraz cyklina D1 [187]. AKT hamuje ekspresje bialek pro-apoptotycznych BAD (ang. BCL2
associated agonist of cell death) i BIM (ang. Bcl-2-like protein 11), aktywno$¢ kaspazy 9 (ang.
caspase-9) oraz degraduje komoérkowy antygen nowotworowy p53 (p53, ang. cellular tumor
antigen p53), dzieki czemu promuje przezycie komoérek [188]. AKT blokuje rowniez aktywnos$é
kinazy syntazy glikogenu-3 (GSK3, ang. glycogen synthase kinase-3 beta), co wplywa na
metabolizm glukozy, przezycie komorek oraz wzrost aksonow [189], [190].

Sciezka sygnalowa zalezna od aktywacji kinaz PI3K/AKT odgrywa bardzo wazna role
w regulacji funkcji osrodkowego ukladu nerwowego. Szlak ten jest zaangazowany w kontrole
przezywalno$ci komorek, autofagie, neurogeneze, proliferacje komoérek oraz plastycznosé
synaptyczna. Wyniki badan ostatnich lat wykazaly, ze wiele produktéw pochodzenia naturalnego,
takich jak kurkumina oraz ginsenozydy, ktérych dzialanie oparte jest na aktywacji szlaku
sygnalowego zaleznego od kinaz PI3K/AKT, chroni neurony dopaminergiczne, neurony
hipokampa oraz neurony korowe przed skutkami stresu oksydacyjnego i neurotoksycznosSci
wywolanej AB. Ich dzialanie neuroprotekcyjne wiazalo sie z aktywacja szlaku PI3K/AKT/CREB,
co powodowalo zwiekszong ekspresje Bdnf [177].
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Rysunek 4.8. Aktywacja szlaku zaleznego od PI3K. Aktywacja kinaz PI3K zachodzi w odpowiedzi na cytokiny,
czynniki wzrostu lub hormony. Prowadzi to do rekrutacji do blony komoérkowej PI3K, ktora dalej katalizuje reakcje
fosforylacji PIP» do PIP;. Zwiekszona produkcja PIP; rekrutuje do blony komérkowej PDK1, ktora wraz z kompleksem
biatkowym mTORC2 fosforyluje kinaze AKT. Fosforylacja AKT prowadzi do aktywacji czynnikéw transkrypeyjnych,
w tym czynnika NRF2, NF-kB oraz CREB, kontrolujacych ekspresje genéw kodujacych biatka kluczowe dla
funkcjonowania komoérek nerwowych.

4.5.4. Szlak zwiazany z kinazami MAP

Kinazy bialkowe aktywowane mitogenami (MAPKs, ang. mitogen-activated protein
kinase) sg to kinazy serynowo-treoninowe (Ser/Thr), ktére odgrywaja kluczowg role
w odpowiedzi komorki na sygnaly zewnatrzkomoérkowe, takie jak czynniki wzrostu, mitogeny,
cytokiny prozapalne, ligandy receptora GPC oraz stres komorkowy. Kinazy MAP posiadaja motyw
Thr-X-Tyr, ktorego fosforylacja w obrebie jego domeny kinazowej warunkuje ich aktywacje [191],
[192]. Kinazy MAP mozna podzieli¢ na dwie grupy: grupe kinaz klasycznych (konwencjonalnych),
ktorych budowa oraz schemat dzialania jest taki sam oraz grupe niespecyficznych kinaz
nieklasycznych. W grupie kinaz klasycznych wyro6znia sie: rodzine kinaz regulowanych
zewnatrzkomoérkowo 1/2 oraz 5 (ERK1/2, ERK5 ang. extracellular signal-regulated kinase 1/2, 5)
posiadajacych motyw Thr-Glu-Tyr, rodzine kinaz p38 (a, B, y, 6) posiadajacych motyw Thr-Gly-
Tyr oraz kinazy aktywowane stresem 1/2/3 (JNK1/2/3, ang. c-Jun N-terminal kinase
family/stress-activated protein kinase 1/2/3) posiadajace motyw Thr-Pro-Tyr. Kinazy
nieklasyczne to ERK3/4, ERK7 oraz kinaza podobna do nemo (NLK, ang. nemo-like kinase) [193],
[194]. Kaskada sygnalowa klasycznych kinaz MAP zbudowana jest z co najmniej trzech
sekwencyjnie dzialajacych kinaz: MAP3K, MAP2K oraz MAPK. Aktywacja MAP3K przez czynniki
zewnetrzne prowadzi do aktywacji MAP2K poprzez fosforylacje jej reszt seryny i treoniny, ktora
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nastepnie stymuluje aktywno$¢ MAPK poprzez podwojna fosforylacje reszt treoniny (Thr)
i tyrozyny (Tyr) w konserwatywnym motywie Thr-X-Tyr. Nastepnie aktywowane MAPK
przekazuja sygnaly do roznych czasteczek efektorowych (Rysunek 4.9) [195].

Kinazy p38 oraz JNK aktywowane sa w wyniku sytuacji stresowych takich jak infekcje,
stany zapalne, stres oksydacyjny lub osmotyczny, uszkodzenie DNA, a takze czynniki wzrostowe.
Receptorami tych sygnalow sa zazwyczaj receptory Wnt, receptor TGF-f, receptor TNF, receptory
toll-podobne (TLR, ang. toll-like receptor), receptor GPC oraz RTK [196], [197]. Substratami dla
kinazy JNK s3: czynnik transkrypcyjny ATF2, czynnik transkrypcyjny Mye, czynnik
transkrypcyjny Sp1 oraz podjednostka czynnika transkrypcyjnego AP-1 (c-JUN, ang. transcription
factor AP-1 subunit Jun) [198]. Aktywacja szlakow zaleznych od kinazy JNK bierze udzial
w procesach degradacji bialek, apoptozie oraz nekrozie, ale takze w rozwoju komorek ukladu
odporno$ciowego, tworzeniu neurytéow i plastycznos$ci synaptycznej oraz regeneracji neuronow
[199], [200]. Natomiast substratami dla p38 sg czynniki transkrypcyjne takie jak ATF1/2, c-Myc,
ELK1 oraz CREB. Dzieki aktywacji tych czynnikow p38 reguluje rézne funkcje komérki, w tym
metabolizm, ro6znicowanie, migracje komorek, sekrecje neurotransmiteréw, regeneracje
aksonow, a takze apoptoze [201], [202].

ERK1 oraz ERK2 to najlepiej poznane kinazy z rodziny ERK, nalezace do grupy kinaz
klasycznych. Posiadaja one sekwencje aminokwasowe zgodne w 84% i dziela wiele wsp6lnych
fizjologicznych oraz biologicznych funkcji, w komorce aktywowane sa rownocze$nie. Kaskade
kinaz ERK1/2 moze aktywowaé szeroka gama bodzcéw zewnatrzkomoédrkowych. Moga to byé
czynniki wzrostu (NGF, EGF, BDNF), hormony (insulina, bradykinina), a takze cytokiny (IL-6,
IL-17, IL-1B, TNF-a) czy stres osmotyczny, ktore aktywuja receptory z rodziny RTK, GPC, TLR lub
receptor TNFa [191], [203]. W konsekwencji aktywacji ulegajg kinazy biatkowe MEK1/2 (MAP2K)
ktore bezposérednio fosforyluja i aktywuja ERK1/2 [204]. Po aktywacji fosfo-ERK1/2 moga
przemieszczac¢ sie do jadra komoérkowego, aby aktywowaé szereg czynnikow transkrypcyjnych,
w tym ELK1, c-Myc, c-Fos czy CREB. Moga tez pozosta¢ w cytoplazmie, gdzie reguluja szereg
innych proceséw [203].

ERK1/2 biorg udzial w regulacji wielu proceséw takich, jak adhezja komoérek, migracja,
przezycie, roznicowanie, proliferacja oraz metabolizm [205]. Kinazy te wystepuja w mozgu
w duzych iloéciach, dlatego ich aktywacja jest bardzo istotna dla rozwoju OUN, kontroli procesow
pamieci i uczenia sie oraz plastyczno$ci synaptycznej [204].

35



cytokiny hormony

mitogeny czynniki stresowe

czynniki wzrostu

l

l
|

J-3
Adhezja komoérek Réznicowanie
Migracja Migracja
Przezycie Apoptoza
Réznicowanie Sekrecja neurotransmiteréw
Proliferacja Regeneracja aksonéw
v

Plastycznosc synaptyczna
Apoptoza i nekroza
Tworzenie neurytéow
Regeneracja neuronéw
Plastycznos¢ synaptyczna
Rozwéj komorek
uktadu odpornosciowego

Rysunek 4.9. Szlak sygnalowy kinaz MAP. Cytokiny, mitogeny, czynniki wzrostu, czynniki stresowe oraz
hormony aktywuja kaskade sygnatowa klasycznych kinaz MAP, ktéra zbudowana jest z co najmniej trzech sekwencyjnie
dzialajacych kinaz: MAP3K, MAP2K oraz MAPK. Do grupy klasycznych i najpopularniejszych kinaz MAP naleza
ERK1/2, JNK oraz p38, ktére aktywuja szlaki zaangazowane w procesy zwiazane z przezyciem jak i émiercia komorki.

4.6.Nutraceutyki

Profilaktyka zdrowotna jest bardzo waznym elementem ochrony zdrowia, pomaga
w zapobieganiu chorobom i uczestniczy w obronie naszego organizmu przed potencjalnie
szkodliwymi czynnikami oraz substancjami. Wazng role peli tutaj zywno$¢ funkcjonalna oraz
nutraceutyki. Zywnoéé funkcjonalna jest to zZywno$é prozdrowotna, ktéra posiada
udokumentowany, pozytywny wplyw na poprawe naszego zdrowia lub obniza ryzyko wystapienia
danej choroby [206]. Nutraceutyki to pojecie wprowadzone przez doktora Stephena DeFelice,
powstale z polaczenia slow: ,nutrition” (odzywianie) oraz ,farmaceutical” (farmaceutyczny)
[207]. Sa to biologicznie aktywne substancje, ktore moga wystepowaé w zywnosci funkcjonalnej
lub osobno (w postaci tabletek, odzywek, dodatkéw zywno$ciowych, syropéw, proszkow) oraz
posiadaja udowodniony korzystny wplyw na zdrowie poprzez wzmacnianie, modyfikowanie lub
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oslabianie funkcji fizjologicznych i metabolicznych organizmu. Wazna cecha nutraceutykow jest
ich naturalne pochodzenie np. zwierzece, roélinne lub mikrobiologiczne. Najcze$ciej nutraceutyki
pozyskuje sie z zi6l, ekstraktow roslinnych, owocéw, produktdéw pszczelich, siary oraz jaj [206],
[208].

Z surowcOow ro§linnych otrzymuje sie witaminy, mineraly, barwniki oraz nienasycone
kwasy thuszczowe. Istotng grupe stanowia przeciwutleniacze, ktére maja ogromne znaczenie dla
procesoOw starzenia organizmu, w tym ukladu nerwowego, poprzez niszczenie wolnych rodnikow
[208]. Bogatym zrodlem nutraceutykow pochodzenia zwierzecego sa owoce morza, z ktorych
pozyskuje sie przede wszystkim wielonienasycone kwasy tluszczowe, karotenoidy, polisacharydy
i ich pochodne (chityna, glukozamina), witaminy oraz mineraly. Zwiazki te wykazuja wiele
wlasciwos$ci przeciwutleniajacych, przeciwzapalnych, przeciwalergicznych oraz hamujacych
otylos¢ [209]. Nutraceutykami sa rowniez bakterie probiotyczne np. bakterie kwasu mlekowego.
Sa one istotne dla poprawy funkcjonowania ukladu pokarmowego, ulatwiaja absorbcje wielu
cennych skladnikoéw z pokarmu i tym samym redukuja objawy wielu choréb jak np. cukrzyca czy
otylosé, ktore negatywnie wplywaja na procesy starzenia organizmu [210].

Zainteresowanie zywnoscia funkcjonalng oraz nutraceutykami bardzo wzrosto na
przestrzeni ostatnich lat. Nutraceutyki polecane sa szczeg6lnie w diecie osoéb z ograniczong
zdolno$cig do przyswajania cennych substancji z produktéw spozywezych. Jednak wyniki badan
z ostatnich lat sugeruja, ze stosowanie nutraceutykow moze przynie$¢ korzys$ci kazdemu,
poniewaz skutkuje to obnizeniem ryzyka rozwoju nowotworéow, choréb ukladu krazenia w tym
zawalu serca, zapalenia stawOw, za¢my czy moze op0zni¢ procesy starzenia sie organizmu [208],
[211].

4.7. Kompleks peptydowy wyizolowany z zoltka jaja kurzego — yolkina

Wryniki wieloletnich badan nad ptasimi jajami pokazaly, ze sa one bardzo dobrym
surowcem dla pozyskiwania nutraceutykéw. Jaja sg komoérkami rozrodczymi, z ktérych powstaje
w pelni wyksztalcone piskle. Z tego wzgledu w swoim skladzie posiadaja wszystkie niezbedne
substancje do jego wzrostu i ochrony. Jaja sa tanim i latwo dostepnym materialem, bedacym
rezerwuarem wielu waznych substancji o rozmaitych wlasciwoséciach. Skorupa z blong
podskorupowa zawiera latwo dostepny wapn w postaci weglanu wapnia, a takze wiele innych
mikroelementéw. Bialko jaj to charakterystyczny uklad koloidalny, ktory nie posiada lipidow,
a sklada sie glownie z wody (ok. 88%) oraz bialek. Najwazniejszymi proteinami biatka jaja sa:
owoalbumina, owotransferyna, lizozym, cystatyna, oraz awidyna. Zoéttko stanowi kluczowy
material budulcowy i odzywczy dla rozwijajacego sie zarodka. Jest ono przede wszystkim zrédlem
lipidow (glownie fosfolipidéw) oraz bialek (apolipoproteiny B, witellogeniny, owalbuminy,
owotransferyny), a takze weglowodanéw, soli mineralnych oraz witamin. Skladniki te sa
rozmieszczone w nierozpuszczalnych agregatach bialkowych zwanych granulami oraz
w zOktym plynie zwanym plazma. Udowodniono, ze substancje zawarte w jajach posiadaja
wlaSciwo$ci immunomodulacyjne, przeciwbakteryjne, przeciwutleniajace, antynowotworowe
oraz neuroprotekcyjne [206], [212], [213].

Sposrdod wielu cennych nutraceutykoéw zawartych w jajach mozna wyréznié choline, ktéra
wystepuje w postaci fosfatydylocholiny. Mimo, iz mozemy ja pozyskiwa¢ na drodze syntezy
endogennej, nie wystarcza to do zaspokojenia potrzeb naszego organizmu i musimy dostarczac ja
wraz z pozywieniem. Jaja s jednym z jej glownych zrodel, w zoltku jej stezenie wynosi
68omg/100g [213]. Cholina pelni wazna role w funkcjonowaniu oraz wzroécie komorek. Jest
niezbedna w metabolizmie grup metylowych istotnych dla regulacji ekspresji genow, syntezie
neuroprzekaznikdéw oraz blon i w transporcie lipidow. Ze wzgledu na swoje cenne wlasciwosci
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Rada ds. Zywnoéci i Zywienia Amerykanskiego Instytutu Medycyny uznala choline za jeden
z najbardziej niezbednych skladnikéw odzywezych zalecanych w diecie od 1998 roku [214], [215].

Innym istotnym nutraceutykiem-bialkiem jest immunoglobulina Y (IgY, ang.
immunoglobulin Y), ktéra jest kluczowa dla ochrony rozwijajacego sie w jaju zarodka. Glowna
rola IgY jest wywolanie biernej odpowiedzi immunologicznej oraz utrzymanie tej odpowiedzi do
momentu nabycia przez zarodek zdolnosci do wytwarzania przeciwcial. U ptakéw matczyne IgY
pochodza z krwi i wbudowane sa w z6ttko dojrzewajacych oocytow, a nastepnie przenoszone sa
do krazenia embrionalnego przez blone woreczka zéttkowego [216]. Jedna kura jest w stanie
wyprodukowa¢ od 20 do 40 g IgY rocznie, wiec jest dobra alternatywna dla produkeji przeciwcial
z wykorzystaniem innych zwierzat np. krolikow. Produkcja ptasich przeciwciat z zottek jaj kurzych
w prosty i wydajny sposéb dostarcza doskonalego narzedzia wykorzystywanego w wielu
dziedzinach immunologii i nie tylko. IgY sa z sukcesem stosowane w immunohistochemii,
immunocytochemii oraz w testach immunoenzymatycznych lub immunochromatograficznych
[217]. Stanowia dobra alternatywe dla standardowych terapii antybiotykowych
i przeciwwirusowych ze wzgledu na swoje wlasciwosci. Dodatkowo wykazano, ze IgY posiadaja
aktywno$¢ przeciwgrzybicza, przeciwpasozytnicza oraz antyalergiczng, a takze maja dzialanie
odtruwajace i przeciwnowotworowe [218].

Dekade temu odkryto, ze IgY wyizolowanej z zoltka jaja kurzego towarzyszy aktywna
immunologicznie frakcja polipeptydowa, ktéra nazwano yolking [219], [220]. Analiza
elektroforetyczna yolkiny wykazala obecno$¢ peptydéw o masie czasteczkowej rzedu 1-35 kDa,
ktore bogate s3 w aminokwasy kwasowe Asp/Asn oraz Glu/Gln, i ubogie w metionine. Analiza
sekwencji aminokwasowej N-koncowego fragmentu yolkiny wykazala homologie do C-konicowego
fragmentu bialka witellogeniny II (VtgII, ang. vitellogenin II). Wykazano, ze peptydy yolkiny
o masie wiekszej niz 16 kDa sa glikoproteinami, a ich sekwencja aminokwasowa odpowiada
sekwencji witellogeniny II, rozpoczynajac od pozycji alaniny 1572. Natomiast mniejsze peptydy
o masie od 4 do 12 kDa nie posiadaja reszt cukrowych, a ich N-koniec odpowiada pozycji
metioniny 1732 w witellogeninie II [220].

Witellogeniny (Vtgs, ang. vitellogenins) sa multidomenowymi apolipoproteinami, ktore
naleza do nadrodziny duzych bialek przenoszacych lipidy (LLTP, ang. large lipid transfer protein).
U kregowcow, witellogenina zbudowana jest z sygnatu peptydowego (piroglutaminian), ciezkiego
tancucha lipowiteliny (LvH, ang. heavy chain lipovitellin), foswityny (Pv, ang. phosvitin), lekkiego
tancucha lipowiteliny (LvL, ang. light chain lipovitellin) oraz z dwoch region6w bogatych w reszty
cystein (B’ i CT), ktore sa homologiczne do domeny D czynnika von Willebranda u ssakow (Vwifd,
ang. von Willebrand factor type D domain) [221]. W przypadku drobiu, C-koncowy region
homologiczny do Vwfd nie ulega trawieniu do podjednostek 8’ i CT, lecz pozostaje nietkniety jako
40 kDa glikoproteina zottka (YGP40, ang. yolk glycoprotein of 40 kDa), ktéra zostaje uwolniona
dzieki dzialaniu katepsyny D. Vitgs sa prekursorami wiekszosci bialek w zoltku jaj kregowcow
i bezkregowcow. Ich synteza zachodzi w watrobie u osobnikéw plci zenskiej w wyniku
skoordynowanej kaskady endokryn, ktora angazuje moézg, jajniki, watrobe oraz krazenie
systemowe. Produkcja witellogeniny u osobnikéw plci meskiej jest mozliwa w wyniku stymulacji
estrogenami. Wyrdznia sie trzy rodzaje kurzych witellogenin (Vtgl, Vtgll, VtgIII), ktore r6znig sie
miedzy sobg sekwencja, masa oraz wlasciwo$ciami immunologicznymi [222]. Vitgl (210,6 kDa)
oraz VitgII (204,8 kDa) wystepuja w najwiekszej ilosci w zottku jaj oraz sa duzo wieksze od VtgIII
(38,1 kDa), ktora sklada sie glownie z foswityny [223]. Gléwnie dzieki aktywno$ci enzymatycznej
katepsyny D witellogenina staje sie Zrodlem wielu bialek obecnych w zo6ttku jaja, w mniejszym
stopniu odpowiada za to katepsyna B oraz katepsyna L [224]. Schematyczny rysunek budowy
witellogeniny oraz pochodzacej z niej yolkiny przedstawiono na Rysunku 4.10.
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Rysunek 4.10. Witellogenina II jako Zrodlo kompleksu peptydowego yolkina. U kregowcow, witellogenina
II zbudowana jest z sygnalu peptydowego (piroglutaminian), ciezkiego lancucha lipowiteliny (LvH), foswityny (Pv),
lekkiego lanicucha lipowitelliny (LvL) oraz domeny YGP40. Gléwnie dzieki aktywno$ci enzymatycznej katepsyny D
witellogenina II staje sie Zrédlem wielu protein z6ttkowych, prawdopodobnie réwniez yolkiny. C-koniec witellogeniny
jest zrodlem peptyddw yolkiny, ktorych N-koniec odpowiada pozycji 1572aa lub 1732aa w lancuchu polipeptydowym
witellogeniny II. Peptydy yolkiny o wielkoSci 16-35 kDa to glikoproteiny, natomiast te o wielko$ci 4-12 kDa sg wolne od
reszt cukrowych. Schemat budowy witellogeniny II opracowano na podstawie [222].

4.7.1. Wlasciwosci immunoregulatorowe yolkiny

Ptasie immunoglobuliny Y uwazane sga za ewolucyjnego prekursora immunoglobulin G
i E, swoistych dla ukladu immunologicznego ssakow. Wyniki wczesniejszych badan wykazaly
obecno$¢ w siarze owiec kompleksu polipeptydowego bogatego w proline (PRP, ang. proline-rich
polypeptide complex), wystepujacego jako frakcja towarzyszaca immunoglobulinom IgG. [225].
Kompleks PRP wykazywal wladciwoéci immunoregulatorowe, neuroprotekcyjne oraz
prokognitywne [226], [227]. Podczas oczyszczania kurzej IgY rowniez uzyskano frakcje (nazwang
po6zniej yolking) wykazujaca obecnosé peptyddow o masie czasteczkowej od 1 do 35 kDa. Badania
wstepne przeprowadzone na modelu komoérek pelnej krwi ludzkiej ex vivo wykazaly, ze aktywno$éc
biologiczna nieoczyszczonej frakeji IgY silniej stymulowala komorki pelnej krwi do wydzielania
czynnika martwicy nowotworu (TNF-q, ang. tumor necrosis factor) oraz interleukiny 1 (IL-1[3,
ang. interleukin-1f) niz IgY oczyszczone technika chromatografii zelowej, pozbawione
dodatkowej frakcji peptydowej [219], [220]. Kolejne badania skupialy sie nad ulepszaniem
metody izolacji i oczyszczania kompleksu oraz pozwolily na dalsza charakterystyke nowo
odkrytego kompleksu peptydowego yolkina.

Wykazano, ze komoérki pelnej krwi ludzkiej stymulowane yolking wydzielaly cytokiny
prozapalne (TNFa, IL-13, IL-6) oraz antyzapalng interleukine 10 (IL-10, ang. interleukin 10).
Yolkina pobudzala rowniez makrofagi mysiej linii J774.2 do produkcji NO [219], [220], [228].
Kolejne badania wykazaly, ze obecno$¢ reszt cukrowych nie wplywa na immunoregulatorowa
aktywnos¢ yolkiny. Ponadto, deglikozylowana yolkina wykazywala lepsza zdolnos¢ do indukcji
tlenku azotu w komérkach BMDM [229].
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Starzeniu towarzysza zmiany w funkcjonowaniu ukladu odporno$ciowego. Zwieksza sie
podatno$¢ na przewlekle infekcje, ktore maja negatywny wplyw na jako$¢ zycia osob starszych.
Biorac pod uwage, ze makrofagi odgrywaja kluczowa role w regulacji procesow odpowiedzi
wrodzonej przeprowadzono badania oceniajace wplyw yolkiny na dojrzewanie oraz funkcje
mysich makrofagdw pochodzenia szpikowego linii BMDM. Wykazano, ze yolkina ma znaczacy
wplyw na regulacje ukladu immunologicznego oraz pobudza mysie makrofagi do wydzielania
czynnikéw dzialajacych przeciwwirusowo. W odpowiedzi na yolkine obserwowano zwiekszona
ekspresje markerow powierzchniowych CD80 oraz CD86, ktére odgrywaja istotna role
w poczatkowej odpowiedzi zapalnej na patogeny. Wzrastala tez ekspresja oraz poziom
wydzielanych cytokin pro- i antyzapalnych: TNFa, interferonéw a/f (IFN a/f3, ang. alpha/beta
interferons), IL-6, IL-10 oraz transformujacego czynnika wzrostu beta (TGFf, ang. transforming
growth factor beta). Ekspresja cytokin zalezna byla od aktywacji kinaz ERK1/2, JNK oraz
PI3K/AKT przez yolkine. Ponadto, yolkina pobudzata komoérki BMDM do produkcji i wydzielania
tlenku azotu w odpowiedzi na indukcje ekspresji indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS, ang.
inducible nitric oxide synthase) [230], [231].

Kolejne badania przeprowadzone na myszach wykazaly, ze yolkina moze wplywaé na
rozw0j odpowiedzi immunologicznej oraz na fenotyp komérek w narzadach limfatycznych.
Zaobserwowano wzrost rekrutacji dojrzalych limfocytbw B w szpiku kostnym oraz
w §ledzionie, natomiast w grasicy obserwowano wzrost proliferacji limfocytow T CD4+ oraz
CD8+. Zwiekszona proliferacja mogla wigza¢ sie ze zwiekszona ekspresja kinaz ERK1/2, JNK1,2,3
oraz p38, obserwowana po stymulacji yolking w komoérkach ludzkiej linii limfocytéw T (Jurkat)
[232]. Wykazano rowniez, ze frakcji IgY wyizolowanej z zotek jaj innych gatunkéw ptakow, takich
jak ges, golab, kaczka oraz przepiorka, towarzyszyl kompleks peptydowy bedgcy odpowiednikiem
kurzej yolkiny. Analiza elektroforetyczna wykazala, ze uzyskane preparaty yolkinowe, pomimo
roznic w swoim skladzie peptydowym, posiadaly zdolno$¢ do stymulacji ludzkich komérek pelnej
krwi do wydzielania cytokin pro-zapalnych (TNF-a, IL-6, IL-8) oraz anty-zapalnej IL-10 [233].

4.7.2. Wlasciwosci pro-kognitywne yolkiny

Badania wskazuja, ze niektore bialka o wilasciwo$ciach immunoregulatorowych moga
odgrywad istotng role w ochronie i regulacji funkeji centralnego uktadu nerwowego [234]-[236].
W zwiazku z tym zbadano wplyw yolkiny na funkcje poznawcze zwierzat. Pierwsze wyniki badan
wykazaly, ze myszy z eksperymentalnym modelem choroby Alzheimera, ktore otrzymywaly
preparat yolkiny doustnie uzyskaly lepsze wyniki testobw behawioralnych, oceniajacych zdolnosé
uczenia sie i zapamietywania. Preparat yolkiny (20 pg yolkiny w 0,1% wodnym roztworze
albuminy) podawano od 4 do 10 miesigca zycia myszy, nastepnie oceniano ich funkcje poznawcze
za pomoca testu z labiryntem wodnym Morrisa (MWM, ang. Morris water maze). Myszy
otrzymujace preparat yolkiny wypadly lepiej w te$cie behawioralnym w poréwnaniu do myszy
otrzymujacych placebo. Nieco slabszy i nieistotny statystycznie efekt obserwowano u myszy, gdzie
yolkina podawana byla dootrzewnowo w dawce 100 pg/mysz przez okres jednego miesigca [237].
Kolejne badania oceniajace wplyw yolkiny na funkcje poznawcze szczurow wykazaly, ze yolkina
zwiekszala ich aktywno$¢ lokomotoryczng oraz poprawiala ich zdolno$¢ uczenia sie oraz
zapamietywania [238]. Preparat yolkina podawano szczurom dootrzewnowo lub doustnie
w dawkach 10 pg oraz 100 pg na kilogram masy ciala szczura przez 17 dni. Do oceny zmian
poznawczych wykorzystano test otwartego pola (OF, ang. open field), labirynt wodny Morrisa oraz
test rozpoznawania nowego obiektu (NOR, ang. novel object recognition). Wyniki badan
wykazaly, ze yolkina znaczaco poprawila pamieé przestrzenna i epizodyczna u starszych szczuréw.
Zauwazono u nich wzrost czasu eksploracji nowego obiektu w poréwnaniu z obiektem starym (test
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NOR) oraz wyzsza skuteczno$¢ w lokalizacji strefy docelowej w teécie z uzyciem labiryntu
wodnego Morrisa. Dodatkowo lepsze efekty uzyskano w przypadku, gdy yolkine podawano
dootrzewnowo.

Przeprowadzone dotychczas badania potwierdzaja korzystny wplyw preparatu yolkina na
poprawe funkcji pamieciowych i poznawczych u zwierzat. Stad, waznym celem kolejnych badan
stalo sie wyja$nienie molekularnego mechanizmu jej dzialania. Wykazanie wielokierunkowego,
neuroprotekcyjnego dzialania yolkiny, skutkujacego m. in. istotna poprawa funkcji pamieciowych
i poznawczych, stanowi¢ bedzie istotny aspekt dla rozwoju dalszych badan majacych na celu
zastosowanie yolkiny, jako nutraceutyku o dzialaniu m.in. nootropowym.
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5. Cel pracy

Starzenie sie jest zlozonym, wieloczynnikowym oraz naturalnym procesem, ktory
charakteryzuje sie spadkiem czynnosci fizjologicznych i zdolno$ci behawioralnych. Jest to proces
nieodwracalny, a rosngca Srednia dlugos¢ zycia sprawia, ze starzejace sie spoleczenstwo stanowi
duzy, wciaz rosnacy odsetek calej populacji. Jednym z dzialan prozdrowotnych jest stosowanie
nutraceutykow, ktore sa naturalnymi substancjami biologicznie aktywnymi. Bardzo dobrym ich
zrodlem sa ptasie jaja, ktore zawieraja wiele cennych substancji, niezbednych do wzrostu
i ochrony rozwijajacego sie zarodka. Dekade temu odkryto, ze IgY wyizolowanej z zoltka jaja
kurzego towarzyszy yolkina - aktywna immunologicznie frakcja peptydowa o masie czasteczkowe;j
1-35 kDa. Wyniki badan oceniajacych wplyw yolkiny na funkcje poznawcze u myszy
z eksperymentalnym modelem choroby Alzheimera oraz u starzejacych sie szczurow wykazaly, ze
yolkina poprawila zdolno$¢ uczenia sie i zapamietywania u tych zwierzat. Do tej pory nie poznano
dokltadnego mechanizmu dzialania yolkiny w regulacji funkeji centralnego ukladu nerwowego,
ktory wyjasnilby jej wlaSciwoSci obserwowane w badaniach na zwierzetach, dlatego celem
niniejszej pracy byto:

e scharakteryzowanie preparatu peptydowego yolkina

e zbadanie wplywu yolkiny na wydzielanie bialka BDNF przez komorki neuropodobne linii
PC12 oraz unie$miertelnione komorki hipokampa H19-7

e zbadanie wplywu yolkiny na aktywacje szlakéw sygnalowych, ktére moga prowadzi¢ do
aktywacji czynnika CREB i ekspresji Bdnf w komorkach PC12 oraz H19-7

e zbadanie wplywu yolkiny na morfologie komérek PC12 oraz H19-7

e zbadanie aktywnoSci przeciwutleniajacej yolkiny oraz jej wplywu na regulacje systemu
antyoksydacyjnego

e zbadanie dzialania yolkiny w obecnoSci agregatéw A
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6. Materialy i metody
6.1. Odczynniki chemiczne i reagenty

1,1,1,3,3,3-heksafluoropropanol (HFIP)
2,4,6-tripirydylo-S-triazyna (TPTZ)
3,3',5,5'-Tetrametylobenzydyna (TMB)
acetonitryl

adenozyna

aldehyd glutarowy

bezwodnik octowy

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2-5-
difenylotetrazoliowy (MTT)
bufor fosforanowo-cytrynianowy pH 5,0

bufor obcigzajacy Laemmli, 4X

buforowana fosforanem sél fizjologiczna
(PBS)
chlorek blekitu nitrotetrazoliowego (NBT)

chlorek potasu (KCl)

chlorek sodu (NaCl)

chlorek wapnia (CacCl.)
chlorek zelaza (IT)

chlorek zelaza (II1)
chloroform

coomasie brilliant blue R-250

cykliczny adenozymo-3',5'-monofosforan
(cAMP)
czynnik wzrostu nerwéow (NGF)

deoksycholan
deoksynukleotydy (dANTP)
dimetylosulfotlenek (DMSO)

dioctan 2',7'-dichlorofluoresceiny (DCFH-DA)

ditiotreitol (DTT)
diwodorofosforan potasu (KH.PO,)
DMEM medium

dodecylosiarczan sodu (SDS)
etanol

ferrozyna

fluorek sodu (NaF)

fosforan 5-bromo-4-chloro-3-indolilu (BCIP)

genetycyna (G-418)
glicyna
glukoza
HEPES

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Fluka, Buchs, Szwajcaria

Serva, Heidelberg, Niemcy
Merck, Darmstadt, Niemcy
Sigma, Steinheim, Niemcy

Roth, Karlsruhe, Niemcy

POCh, Gliwice, Polska

Sigma, Saint Louis, USA

IITD PAN, Wroclaw, Polska
Bio-Rad, Hercules, USA
IITD PAN, Wroclaw, Polska

Roth, Karlsruhe, Niemcy

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Abcam, Cambridge, Wielka Brytania
Sigma, Steinheim, Niemcy

Promega, Madison, USA
Roth, Karlsruhe, Niemcy
Promega, Madison, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sigma, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Chempur, Piekary Slaskie, Polska
IITD PAN, Wroclaw, Polska
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Niemcy
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
POCh, Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
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inhibitor fosfataz PhosSTOP

izopropanol

jodoacetamid

jonomycyna

kazeina

koktajl inhibitorow proteaz cOmplete

kwas mréwkowy

kwas octowy

kwas siarkowy

kwas solny

kwas wersenowy (EDTA)
L-glutamina

losowe startery (Random primers)

marker Page Ruler™ Plus Prestained Protein
Ladder 10-250 kDa
medium DMEM

medium DMEM/GlutaMAX

medium Opti-MEM/Glutamax

metanol

mieszanina deoksynukleotydéw (dNTP)
mleko odtluszczone w proszku

N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina
(TEMED)
nadsiarczan amonu (APS)

nadtlenek wodoru (H202)

octan urylu

odwrotna transkryptaza (M-MLV Reverse
Transcriptase, Rnase H Minus)
penicylina+streptomycyna

peptyd amyloidu 3 1-42 (AB1-42)

plodowa surowica bydleca

poli-L-lizyna

rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowy
(DPPH)
roztwor blekitu trypanu

siarczan amonu

siarczan magnezu (MgSO,)

siarczan zelaza (II)

sol fizjologiczna buforowana Tris (TBS), 10x
suplement N2

surowica konska od dawcy

surowicza albumina wolowa (FBS)

szczurzy amyloid beta 1-42

Roche Diagnostics GmbH, Manheim,
Niemcy
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
BDH Chemicals, Hull, Wielka Brytania

Roche Diagnostics GmbH, Manheim,
Niemcy
Sigma, Steinheim, Niemcy

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

Roth, Karlsruhe, Niemcy
Biowest, Nuaille, France
Promega, Madison, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA

IITD PAN, Wroclaw, Polska
Gibco, Waltham, USA

Gibco, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Promega, Madison, USA

Mlekovita, Wysokie Mazowieckie, Polska

Sigma, Saint Louis, USA

Fluka, Bachs, Szwajcaria
Sigma, Saint Louis, USA
MicroShop, Piaseczno, Polska
Promega, Madison, USA

Sigma, Steinheim, Niemcy
Tocris, Bristol, Wielka Brytania
Biowest, Nuaille, France
Sigma, Steinheim, Niemcy
Sigma, Saint Louis, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska

Bio-Rad, Hercules, USA

Gibco, Waltham, USA

Biowest, Nuaille, France
Biowest, Nuaille, France

Tocris, Bristol, Wielka Brytania
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szczurzy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF)
tioflawina T (ThT)

TRI Reagent
trietyloamina
Tris-(hydroksymetylo)-aminometan (TRIS)
TRIS-HCI

Triton X-100

Trolox

trypsyna

Tween 20

tyreoglobulina

wegiel aktywny

weglan sodu

woda Mili-Q

woda wolna od RNAz
wodny roztwor amoniaku
wodorotlenek sodu
wodoroweglan amonu
wodoroweglan sodu
zloze Sephacryl 100-S HR
pB-merkaptoetanol

6.2.Zestawy gotowe

R&D Systems, Minneapolis, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Chempur, Piekary Slaskie, Polska
Roth, Karlsruhe, Niemcy
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
IITD PAN, Wroclaw, Polska
Serva, Heidelberg, Niemcy

IITD PAN, Wroclaw, Polska
Chempur, Piekary Slaskie, Polska
POCh, Gliwice, Polska

IITD PAN, Wroclaw, Polska
Promega, Madison, USA

POCh, Gliwice, Polska

POCh, Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
POCh, Gliwice, Polska
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Zestaw do przygotowania zeli poliakrylamidowych

TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit, 12%
Zestaw do oznaczania ilo$ci bialka
Pierce BCA Protein Assay Kit
Zestaw ELISA do detekcji bialka BDNF
BDNF Emax ImmunoAssay Systems
Zestaw do reakcji real-time PCR
GoTaq® qPCR Master Mix
Zestaw do degradacji genomowego DNA
DNase I Solution (1 unit/uL), RNase-free

Bio-Rad, Hercules, USA
Thermo Scientific, USA

Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA

Thermo Scientific, USA

45



6.3.Przeciwciala

Tabela 6.1. Przeciwciala uzyte w eksperymentach, wraz z ich rozcienczeniem lub stezeniem.

Przeciwcialo

Rozcienczenie
lub stezenie

Firma

Przeciwciala krélicze skierowane

IITD PAN, Wroclaw,

A10760)

przeciwko cAMP 1:100 Polska

Koniugat tyreoglobuliny i cAMP (TYR- 1 IITD PAN, Wroclaw,
cAMP) 0,51g/m Polska

Koniugat przeciwcial skierowanych Promega, Madison, USA
przeciwko IgG krolika z peroksydaza 1:20000

chrzanowa

Koniugat przeciwcial skierowanych Promega, Madison, USA
przeciwko lanncuchowi ciezkiemu IgG 1:7500

kroélika z fosfataza alkaliczna

Przeciwciala kroélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko ufosforylowanym na Thr2o2 19000 Danvers, USA

oraz Tyr204 bialkom ERK1/2 (Cat. No. ’

4370)

Przeciwciala krélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko bialkom ERK1/2 (Cat. No. 1:2000 Danvers, USA

4695)

Przeciwciala krélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko ufosforylowanemu na Ser133 1:1000 Danvers, USA

bialku CREB (Cat. No. 9198)

Przeciwciala kroélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko bialku CREB (Cat. No. 9197) 1:1000 Danvers, USA
Przeciwciala kroélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko Synapsynie I (Cat. No. 5297) 1:1000 Danvers, USA
Przeciwciala krélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko B-aktynie (Cat. No. 4970) 1:1000 Danvers, USA
Przeciwciala krolicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko ufosforylowanemu na 1:1000 Danvers, USA

Ser473 bialku AKT (Cat. No. 4060)

Przeciwciala krélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko bialku AKT (Cat. No. 4691) 1:1000 Danvers, USA
Przeciwciala krélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko bialku PKA C-a (Cat. No. 1:1000 Danvers, USA

4782)

Przeciwciala krélicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko ufosforylowanemu na 1:1000 Danvers, USA

Thr197 bialku PKA C (Cat. No. 4781)

Przeciwciala krolicze skierowane Abcam, Cambridge,
przeciwko bialku NeuN (Cat. No. 1:3750 Wielka Brytania
ab177487)

Przeciwciala krolicze skierowane Cell Signaling Technology,
przeciwko bialku MAP-2 (Cat. No. 8707) 1:1000 Danvers, USA
Przeciwciala krélicze skierowane ABclonal, Woburn, USA
przeciwko bialku BDNF (Cat. No. 1:1000
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6.4.Sekwencje oligonukleotydow

Tabela 6.2. Startery uzyte w eksperymentach wraz z ich sekwencja i temperatura topnienia (Tm).

Gen Sekwencja Tm [°C]
F: 5’-AACAGCAACTCCCATTCTTC-3’ 56.4
Gapdh R: 5'- TGGTCCAGGGTTTCTTACTC-3’ 58.4
F: 5'-GGAAGCCATCAAACGTGACT-3' 67.2
Mn-SOD R: 5-CCTTGCAGTGGATCCTGATT-3' 63.9
F: 5'AGGGCATCATCAATTTCGAGC-3' 64.0
Cu/Zn-SOD | R: 5'ACATTGCCCAAGTCTCCAAC-3' 64.0

6.5.Aparatura i akcesoria

Aparat do chromatografii cieczowej Easy-nLLC Thermo Scientific, Waltham, USA
1000

Aparat do transferu EBX-700 C.B.S. Scientific, San Diego, USA

Czytnik plytek CLARIOstar Plus BMG LABTECH, Ortenberg, Niemcy

Czytnik plytek Dynatech MR 5000 Dynatech Laboratories, Chantilly,
USA

Czytnik plytek EnSPire 2300 PerkinElmer, Waltham, USA

Czytnik plytek Synergy H4 Hybrid Reader BioTek, Winooski, USA

Inkubator do hodowli komérkowych (33°C) Heal Force, Szanghaj, Chiny
HF90

Inkubator do hodowli komérkowych (37°C) Binder, Tuttlingen, Niemcy
Ci50

Komora laminarna NU440-400E NuAire, Plymouth, USA
Laznia wodna WB-4MS Biosan Biogenet, J6zefow, Polska
Mikroskop swietlny odwrocony Leica DM Leica Microsystems, Wetzlar,
IRE2 Niemcy

Mikroskop swietlny odwrocony Leica DMIL Leica Microsystems, Wetzlar,
LEDFL Niemcy

Mini-PROTEAN Tetra Cell do SDS-PAGE BioRad, Hercules, USA

Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging BioRad, Hercules, USA
System

Nanofotometr (NanoPhotometer P360) IMPLEN, Monachium, Niemcy

pH-metr model 420A Orion Thermo Scientific, Waltham, USA

Platforma Prometeus NT.48 NanoTemper Technologies GmbH,
Monachium, Niemcy

Sonikator Branson 3800 EMERSON, St. Louis, USA

Spektrofotometr UviLine 9400 SI Analytics GmbH, Mainz, Niemcy

Spektrometr mas LTQ Orbitrap Elite ETD Thermo Scientific, Waltham, USA

Termocykler BioRad Thermal Cycler T100 BioRad, Hercules, USA

Termocykler CFX Connect Real-Time PCR BioRad, Hercules, USA

System

Blok grzejno-chlodzacy z wytrzasaniem Eppendorf, Hamburg, Niemcy

(TermoMixer compact)
Transmisyjny mikroskop elektronowy JEOL  JEOL, Tokio, Japonia
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Wirowka model 1K15 Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz, Niemcy

Wirowka model 5804R Eppendorf, Hamburg, Niemcy

6.6.Linie komorkowe

e Linia komoérkowa PC12-Tet-On - komorki szczurzego guza chromochlonnego nadnerczy
(Clontech, Heidelberg, Niemcy)
Ze wzgledu na ich neuroektodermalne pochodzenie oraz zdolnosé do fenotypowego réznicowania
sie w kierunku komoérek podobnych do neuronéw wspolczulnych w odpowiedzi na NGF jest to
linia rutynowo stosowana do badania molekularnych mechanizméw neuroprotekcji,
neurosekrecji, synaptogenezy oraz neurotoksycznos$ci. Komoérki PC12 nie posiadajg receptora
TrkB [239], [240].
e Linia komérkowa H19-7 — unieSmiertelnione komorki prekursorowe hipokampa szczura
(ATCC, Manassas, USA)
Linie komoérkowa H19-7 wyprowadzono z hipokampa 17-dniowych zarodkéw szczura Holtzman,
i unie$miertelniono przez transdukcje termowrazliwego antygenu T mutanta wirusa tsA58 SV4o0.
W obecnosci czynnika bFGF komorki H19-7 roéznicuja sie do fenotypu neuronalnego
w temperaturze 37-39°C. Komo6rki H19-7 posiadaja receptor TrkB [239].
Obie linie komérkowe otrzymano z Laboratorium Bialek Sygnalowych IITD PAN we
Wroclawiu dzieki uprzejmoéci dr hab. Janusza Matuszyka.

6.7.Programy komputerowe

MS Office Mcrosoft, Redmond, USA

GraphPad Prism 9.1.0 GraphPad Software, San Diego, USA

Image Lab Software Bio-Rad, Hercules, USA

PR.Therm Control NanoTemper Technologies GmbH, Monachium, Niemcy
PR.Stability Analysis NanoTemper Technologies GmbH, Monachium, Niemcy
ProteinScape 3.0 Bruker, Billerica, USA

Bio-Rad CFW Maestro Bio-Rad, Hercules, USA

6.8. Izolacjai oczyszczanie kompleksu peptydowego yolkina z zoltek jaj kurzych

Izolacje i oczyszczanie yolkiny wykonano zgodnie z procedura opracowana przez
Polanowskiego i wsp. [220]. Schemat izolacji yolkiny przedstawiono na Rysunku 6.1.
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Kurze jaja

Biatko Zbotko
10xrozcienczenie, homogenizacja, regulacja pH do wartosci 5,0
(1M HCl), zamrozenie w -20°C, o/n, powolne rozmrazanie w temp.
4°C

Odwirowanie
5000xg, 30 min, 4°C

Osad Supernatant

(Granule) (Plazma)
regulacja pH do wartosci 4,0 (1M HCD),
dodatek wegla aktywnego (0,01%),
mieszanie (30 min, temp.pokojowa),
wirowanie (30 min, 5000xg, 4°C)

Supernatant
filtracja (bibuta Whatman 1), alkalizacja (pH 9,0)

wysalanie do nasycenia 0,4 (staty (NH,).SO,, o/n)

wirowanie (3omin,
5000xg, 4°C)

Osad Supernatant
rozpuszczenie w wodzie, dializa
do wody 2x, dializa do buforu
fosforanowego (0,1M pH 7,2),
zageszczanie na filtrze Amicon
(punkt odciecia 1,0 kDa)

IgY+yolkina
filtracja zelowa - Sephacryl S-100
HR, bufor fosforanowy
(0,1M pH 7,2)

IgY Yolkina

Rys. 6.1. Schemat izolacji yolkiny z jaj kurzych.

Z jaj oddzielono zoéltka, ktére nastepnie homogenizowano i rozcieniczono dziewiecioma
objetosciami zimnej (4°C) wody destylowanej, nastepnie pH zawiesiny doprowadzono do wartoSci
5,0 (1M HCI) i pozostawiono w temperaturze -20°C przez 24 godziny. Po powolnym rozmrozeniu
zawiesine odwirowano (5000xg, 30 min, temp. 4°C), i do otrzymanego supernatantu dodano
0,01% wegiel aktywny, nastepnie pH doprowadzono do wartosci 4,0 (1M HCI), mieszanine przez
30 min mieszano bardzo powoli i ponownie odwirowano (5000xg, 30 min, temp. 4°C).
Supernatant przefiltrowano przez bibule Whatman, pH przesaczu doprowadzono do wartos$ci 9,0
(1M NaOH). Bialka wysalano stalym siarczanem amonu do poziomu nasycenia réwnego 0,4 (12
godzin, temp. 4°C). Po tym czasie mieszanine wirowano (5000xg, 30 min, temp. 4°C). Osad
rozpuszczano w niewielkiej objeto$ci wody, nastepnie dializowano dwukrotnie do wody
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(24 godziny, temp. 4°C) i kolejno do buforu fosforanowego (0,1 M KH.PO,, 0,1 M K.HPO,, pH
7,2) przez 24 godziny w temperaturze 4 °C.

Tak otrzymany preparat IgY+yolkina zageszczano na membranie z regenerowanej
cellulozy Amicon (punkt odciecia 1,0 kDa). Koncentrat poddano saczeniu molekularnemu na
zlozu Sephacryl S-100 HR (kolumna 2,5 cm x 70 cm), zréwnowazonym 0,1 M buforem
fosforanowym (pH 7,2). Rozdzial prowadzono przy przeplywie 0,5 ml/min. Frakcje eluowane
miedzy 260, a 400 minutg rozdzialu zawieraly yolkine. Frakcje zawierajace yolkine polaczono,
a nastepnie poddano dializie do wody. Odsolony preparat zliofilizowano.

6.9.0cena czystoS$ci i stabilnosci preparatu yolkina

1 mg liofilizatu yolkiny rozpuszczono w 1 ml sterylnego PBS. W tak przygotowanej probie
oznaczono stezenie bialka metoda BCA. Czysto$¢ preparatu yolkiny oznaczono za pomoca
rozdziatlu elektroforetycznego w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Ponadto
oznaczono stopien zanieczyszczenia endotoksynami bakteryjnymi.

6.9.1. Oznaczanie bialka metoda BCA

Stezenie bialka w badanej probie oznaczono metoda BCA przy uzyciu Pierce™ BCA Protein
Assay Kit. W tym celu na dotki plytki 96-dotkowej naniesiono 1 pl badanej préby, 9 ul wody miliQ
oraz 200 pl odezynnika BCA (kwas bicynchoninowy: 4% siarczan miedzi w stosunku v/v 4:1).
Plytke inkubowano 30 minut w 37°C, nastepnie odczytano absorbancje przy A=562 nm za pomoca
czytnika plytek EnSPire 2300 (PerkinElmer). Stezenie biatka wyznaczono w oparciu o krzywa
kalibracyjna, do przygotowania ktérej uzyto wzorcowe roztwory BSA o stezeniu od 62,5 do 1000

pg/ml.

6.9.2. Rozdzial elektroforetyczny bialek w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Czysto$¢ preparatu yolkina oznaczono za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Zel poliakrylamidowy (zel zageszczajacy 4%
oraz zel rozdzielajacy 12%) przygotowano wykorzystujac gotowy zestaw do wylewania zeli TGX™
FastCast™ Acrylamide Kit, 12%, (Bio-Rad) zgodnie z zaleceniami producenta. Do badanej probki
dodano bufor obcigzajgcy Laemmli (4x) oraz [B-merkaptoetanol (stezenie koncowe 5%),
a nastepnie denaturowano przez 5 minut w 99°C. Do studzienek Zelu nanoszono prébki yolkiny
(20 pg) oraz bialkowy standard masy (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo-Scientific).
Rozdzial elektroforetyczny prowadzono w warunkach denaturujacych z uzyciem buforu do
elektroforezy (25 mM Tris-HCI, pH 8.3, 192 mM glicyna, 0,1% SDS), w aparacie do elektroforezy
Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad), przy napieciu 80 V (15 minut) dla zelu zageszczajacego,
nastepnie 200 V (30 minut) dla zelu rozdzielajacego. Po zakonczonym rozdziale, zel inkubowano
z barwnikiem Coomasie Brilliant blue R-250 przez 1 godzine, w celu wizualizacji peptydow. Po
tym czasie zel odbarwiano w roztworze woda:metanol:kwas octowy (50:40:10, v:v:v) przez 1
godzine, zmieniajac go co 20 minut. Zdjecie zelu wykonano w aparacie Molecular Imager
ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-Rad).
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6.9.3. Oznaczanie czystosci mikrobiologicznej preparatu yolkina

Czysto$¢ mikrobiologiczna preparatu yolkina zostala oznaczona przy pomocy komercyjnie
dostepnego zestawu Endozyme (bioMeriuex; Marcy-1'Etoile, France) dzieki uprzejmosci Dr
Pauliny Miernikiewicz z Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagow w IITD PAN.

6.10. Ocena stabilnosci przechowalniczej yolkiny

W celu zbadania stabilno$ci przechowalniczej yolkiny, preparat (liofilizat) rozpuszczono
w sterylnym PBS (1 mg/ml) i przechowywano przez okres dwoch tygodni w temperaturze
chlodniczej 4°C i zamrazalniczej -20°C. Dodatkowo, yolkine przechowywano w warunkach
zamrazalniczych przez okres 18 miesiecy. Kontrole odno$nikowa stanowil liofilizat yolkiny
rozpuszczony w PBS bezpos$rednio przed wykonaniem analizy. Rozdzial elektroforetyczny
w warunkach denaturujacych prowadzono zgodnie z opisem zawartym w punkcie 6.9.2. Profil
peptydowy uzyskany dla poszczegblnych preparatéw poddano analizie jako$ciowe;j.

6.11. Ocena stabilnosci termicznej yolkiny

Analize stabilno$ci termicznej preparatoréw yolkiny, uzyskanych z czterech kolejnych
izolacji, przeprowadzono z wykorzystaniem platformy Prometheus NT.48 (NanoTemper
Technologies GmbH). Wlasciwoéci fluorescencyjne reszt tryptofanu i tyrozyny w bialku silnie
zalezg od jego bliskiego otoczenia. Sledzac zmiany w ich fluorescencji, mozna oceni¢ stabilnoéé
termiczna bialka, bez stosowania znacznikow fluorescencyjnych. Pomiaru stabilnosci yolkiny
dokonano w kapilarach, do ktérych wprowadzono 10 pl roztworu yolkiny w PBS (1 mg/ml).
W celu okreSlenia optymalnej mocy wzbudzenia LED, poczatkowy pomiar fluorescencji
przeprowadzono w temperaturze 20°C przy dlugoséci fali 330nm/350nm. Proces rozfaldowania
termicznego biatka badano stosujgc liniowy wzrost temperatury 1°C/min w zakresie od 20°C do
90°C. Stabilno$¢ termiczng preparatéw yolkiny okreslono poprzez wyznaczenie temperatury
topnienia, w ktorej 50% biatka uleglo rozfaldowaniu. Analize danych przeprowadzono przy uzyciu
programo6w PR.Therm Control i PR.Stability Analysis (NanoTemper Technologies GmbH).

Badania wykonano we wspélpracy z Panem Pawlem Kanig (NanoTemper).

6.12. Identyfikacja yolkiny metoda spektrometrii mas (MS)
6.12.1. Przygotowanie probek

Kompleks peptydowy yolkina rozdzielono za pomoca elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych zgodnie z opisem w punkcie 6.9.2. Nastepnie
z zelu wycieto pozadane prazki i pocieto je na fragmenty o wymiarze ok. 1 x 1 mm, ktére poddano
odbarwianiu z nadmiaru barwnika Coomassie z wykorzystaniem mieszaniny 100 mM
NH,HCOj:acetonitryl (1:1, v:v). Nastepnie fragmenty zelu odwodniono przez ich dwukrotng
inkubacje w acetonitrylu, krotkie zwirowanie fragmentoéw zelu (short spin) i usuniecie plynu.
Redukcje mostkow dwusiarczkowych utworzonych przez lancuchy boczne cystein
przeprowadzono poprzez dodanie 10 mM roztworu ditiotreitolu w 100 nM NH,HCO;
i inkubacje przez 30 minut w 56°C. Nastepnie fragmenty zelu ponownie odwodniono przez ich
dwukrotna inkubacje w acetonitrylu, krotkie zwirowanie fragmentow zelu (short spin)
i usuniecie plynu. Alkilacje grup sulfhydrylowych cystein przeprowadzono przez dodanie do
fragmentow zelu 55 mM roztworu jodoacetamidu w 100 mM NH,HCO; i inkubacje przez 20
minut w ciemno$ci w temperaturze pokojowej. Trawienie preparatu w zelu przeprowadzono
roztworem trypsyny o stezeniu 13 ng/ul w 10 mM NH,HCO; z dodatkiem 10% acetonitrylu
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w temperaturze 37°C przez noc. Po nocnej inkubacji probki krotko zwirowano (short spin)
i zebrano supernatanty. W celu ekstrakeji peptydéw fragmenty zelu poddano dodatkowej
ekstrakcji 70% acetonitrylem w temperaturze pokojowej, po czym probki krotko odwirowano
(short spin), a uzyskane supernatanty polaczono. Do przygotowania roztworéw roboczych uzyto
odczynnikow o klasie czystosci LC-MS i wody MiliQ.

6.12.2. Chromatografia cieczowa ze spektrometria mas (LC-MS)

Rozdziat probek przeprowadzono za pomocg chromatografii cieczowej w aparacie Easy
nLC 1000 (Thermo Scientific) oraz poddano analizie MS w aparacie LTQ Orbitrap Elite ETD
(Thermo Scientific). Do rozdzialu wykorzystano nastepujace odczynniki i parametry: prekolumna
nano Acclaim PepMap 100 C18 (Thermo Scientific); kolumna Acclaim PepMap, 75 um x 50 cm
(Thermo Scientific); eluent A: woda, 0,1% kwas mréwkowy (SIGMA); eluent B: acetonitryl:woda
(90:10), 0,1% kwas mréwkowy (SIGMA); gradient: 5-55% eluentu B, czas: 150 minut; przeplyw
eluentu: 300 nl/min, nastrzyk 15 ul. Do przygotowania eluentéw uzyto rozpuszczalnikow o klasie
czystoséci LC-MS i wody MiliQ. Widma mas zbierano w trybie joné6w dodatnich (110-2000 m/z).
Analize danych oraz identyfikacje przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania
ProteinScape 3.0 (Bruker) z silnikiem wyszukiwania MASCOT (Matrix Science, 2.5.0) w bazie
SwissProt (kryteria wyszukiwania: taksonomia: vertebrates; tolerancja masy: 10 ppm;
modyfikacje stale: karbamidometylacja (C); modyfikacje zmienne: oksydacja (M), acetylacja (N-
koniec).

Badania wykonano we wspélpracy z Dr Katarzyna Kapczynska z Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej w IITD PAN we Wroclawiu.

6.13. Hodowle komorkowe

Linie komoérkowa PCi12-Tet-On (nazywana dalej PCi2) hodowano w medium
DMEM/GlutaMAX wzbogaconym w 4,5 g glukozy, 10% plodowa surowice bydleca, 5% surowice
konska oraz antybiotyki (100 U/ml penicyliny oraz 0,1 mg/ml streptomycyny). Hodowle
prowadzono w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO.. Komorki pasazowano 1-2 razy w tygodniu.
Proces réznicowania komérek PCi2 w kierunku fenotypu neuronalnego przeprowadzano
w medium DMEM/GlutaMAX wzbogaconym w 1% FBS oraz NGF (100 ng/ml) w temperaturze
37°C i atmosferze 5% CO..

Komorki linii H19-7 hodowano w medium DMEM/GlutaMAX wzbogaconym w 4,5 g
glukozy, z dodatkiem 10% FBS, L-glutaminy oraz antybiotykow: genetycyny (G418, 500ug/ml),
penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (0,1 mg/ml). Hodowle prowadzono w temperaturze 33°C
i atmosferze 5% CO.. Komorki pasazowano 1-2 razy w tygodniu. Proces roéznicowania komorek
H19-7 w kierunku dojrzalych neuronéw przeprowadzano w medium DMEM/GlutaMAX
wzbogaconym w zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF) (10 ng/ml) oraz suplement N2
(1%) w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO..

6.14. Przygotowanie amyloidu beta 1-42 (Ap1-42)
6.14.1. Monomeryzacja Af31-42

Szczurzy APi1-42 (Tocris) rozpuszczono w 1,1,1,3,3,3-heksafluoropropanolu (HFIP)
i mieszano na wytrzasarce worteks przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie roztwor
poddano sonikacji przez 15 minut w lazni lodowej, po czym pozostawiono w temperaturze
pokojowej w celu odparowania rozpuszczalnika. Otrzymany liofilizat rozpuszczono w 0,1%
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wodnym roztworze amoniaku (koncowe stezenie AB1-42 wynosito 250 uM) i poddano dzialaniu
ultradzwiekow przez 5 min w lazni lodowej. Probe rozporcjowano i przechowywano w -80°C.

6.14.2. Agregacja AB1-42

W celu uzyskania oligomerow AP1-42, amyloid przygotowany zgodnie z procedura opisang
w punkcie 6.14.1. rozpuszczono w sterylnym PBS do konicowego stezenia 250 uM, po czym probke
inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Tak przygotowany preparat wykorzystano do
dalszych badan.

6.15. Ocena przezywalnos$ci komorek testem MTT

Wplyw yolkiny na przezywalno$§¢ komorek PC12 oraz H19-7 oznaczano testem MTT [241].
Test MTT jest testem kolorymetrycznym i jest oparty na zdolnosci enzymu dehydrogenazy
mitochondrialnej do przeksztalcenia rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5-
dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy) o zabarwieniu z6ltym do nierozpuszczalnego
w wodzie formazanu o zabarwieniu fioletowym. Krysztaly formazanu sa rozpuszczalne w DMSO
dajgc barwny roztwor, ktérego intensywnos§¢ mierzona jest przy dlugoéci fali 570 nm. Ilosé
barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalna do $éredniej aktywno$ci metabolicznej
populacji komoérek, co przektada sie na liczbe zywych komorek w badanej probie.

a) komorki PC12 (1x104 komorek/100 pl pelnego medium) wysiewano do dotkéw plytki
96-dotkowej oplaszczonej poli-L-lizyng i inkubowano 24 godziny w 37°C, 5% CO.. Nastepnego
dnia komoérki stymulowano yolking (10, 100 i 150 pg/ml) i inkubowano przez 24 godziny w 37°C,
5% CO.. Kontrole negatywna stanowily komérki niestymulowane.

b) komoérki PC12 (1x104 komoérek/100 pl pelnego medium) wysiewano do dotkéow plytki
96-dotkowej oplaszczonej poli-L-lizyng i inkubowano 24 godziny w 37°C, 5% CO.. Nastepnego
dnia komorki stymulowano yolking (100 lub 150 pug/ml) w obecnoéci lub nieobecnosci AB42 (20
uM), przygotowanego zgodnie z punktem 6.14.2, i inkubowano przez 24 godziny w 37°C, 5% CO..
Kontrole negatywna stanowily komorki niestymulowane. Probe odno$nikowa stanowily komérki
inkubowane z samym AP1-42.

¢) komoérki H19-7 (1x104 komérek/100 pl pelnego medium) wysiewano do dotkéw plytki
96-dotkowej i inkubowano 24 godziny w 33°C, 5% CO.. Nastepnego dnia komorki stymulowano
yolking (10 lub 100 pg/ml) przez 24 godziny i inkubowano w 33°C, 5% CO.. Kontrole negatywna
stanowily komorki niestymulowane.

Po uplywie czasu inkubacji medium na plytkach wymieniono na $wieze medium z MTT (5
mg/ml) i inkubowano przez kolejne 4 godziny. Nastepnie usunieto medium, a komorki
rozpuszczono dodajac sterylny DMSO (100 pl/dotek). Po 30 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej zmierzono absorbancje przy dlugosci 570 nm przy uzyciu czytnika ptytek EnSPire 2300
(PerkinElmer). Kontrole negatywna stanowily komorki niestymulowane.

6.16. Ocena zmian w morfologii komoérek technika mikroskopii swietlnej

A. Komorki PC12
e wysiewano do dotkéw plytki 12-dotkowej, w gestoSci 1x105 komérek/dolek/500 pl
pelnego medium. Nastepnego dnia medium hodowlane wymieniono na medium
roznicujace zawierajace 1% FBS oraz NGF (100 ng/ml) lub 1% FBS oraz yolkine
(100 pg/ml). Komorki réznicowano w kierunku neuronéw przez okres 7 dni
obserwujac tworzenie wypustek nerwowych. Zmiany w morfologii komoérek
obserwowano w mikroskopie $wietlnym (Leica DM IRE2) z kontrastem fazowym.
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Sporzadzono dokumentacje fotograficzna. Kontrole negatywna stanowily komorki
niestymulowane (NS).

e wysiewano do dotkéw szkietka o§miokomorowego typu chamber slide (Nunc™
Lab-Tek™ II Chamber Slide™; Themo Scientific) oplaszczonych poli-L-lizyna,
w gestosci 1x104 komorek/dolek/300 pl pelnego medium. Nastepnego dnia
medium hodowlane wymieniono na medium réznicujace zawierajace 1% FBS oraz
NGF (100 ng/ml). Komérki r6znicowano w kierunku neuronow przez okres 5 dni
obserwujac tworzenie wypustek nerwowych. Zr6znicowane komorki PCi2
inkubowano nastepnie z agregowanym Af1-42 (20 pM) przygotowanym zgodnie
z punktem 6.14.2, w obecnoSci lub nieobecnosci yolkiny (150 pg/ml), przez 23
godziny w 37°C, 5% CO.. Zmiany w morfologii komoérek obserwowano
w mikroskopie §wietlnym (Leica DM IRE2) z kontrastem fazowym. Sporzadzono
dokumentacje fotograficzna.

B. Komoérki H19-7

e wysiewano do dotkéw plytki 12-dotkowej, w gestosci 1x105 komérek/dolek/500 pl
pelnego medium i inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 33°C. Nastepnego
dnia medium hodowlane wymieniono na medium r6znicujace DMEM/GlutaMAX
zawierajace suplement N2. Komorki inkubowano z yolking (100 pug/ml) przez 48
godzin w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO.. Kontrole pozytywna stanowily
komorki traktowane bFGF (10 ng/ml). Zmiany w morfologii komorek
obserwowano w mikroskopie §wietlnym (Leica DM IRE2) z kontrastem fazowym.
Sporzadzono dokumentacje fotograficzng.

6.17. Analiza poziomu ekspresji genow
6.17.1. Stymulacja komorek

Zawiesine komorek PC12 (1x10° komorek/ml/dolek) wysiewano do dotkéw 6-dotkowej
plytki w medium Opti-MEM ze zredukowanym stezeniem surowicy. Nastepnego dnia komorki
potraktowano yolking (100 pg/ml) i inkubowano w 37°C przy 5% nasyceniu CO.. W celu zbadania
ekspresji genow kodujacych bialka systemu antyoksydacyjnego (Mn-SOD, Cu/Zn-SOD) komorki
PC12 stymulowano: yolking (100 ug/ml), H.O. (775 uM) oraz yolking (100 ug/ml) i H.O. (75 uM)
podanymi jednocze$nie i inkubowanymi z komoérkami przez 60 minut. Kontrole negatywna
stanowily komoérki niestymulowane.

6.17.2. Izolacja RNA

Calkowite RNA izolowano z komérek w warunkach sterylnych stosujac zmodyfikowana
metode Chomczynskiego i Sacchi [242] z wykorzystaniem odczynnika TRI Reagent (Merck).

Po uplywie czasu stymulacji, komorki wraz z medium zebrano do probowek wirowkowych
typu Eppendorf 1,5 ml i odwirowano przy 300xg przez 5 minut. Supernatant odrzucono, a osad
komoérek zawieszono w 1 ml odczynnika TRI Reagent. Nastepnie dodano 200 pl chloroformu,
wytrzasano przez chwile i pozostawiono na minimum 7 minut w temperaturze pokojowej. Probki
nastepnie wirowano przez 15 min przy 12 000xg w 4°C. Po rozdziale faz, do sterylnych probéwek
wiréwkowych typu Eppendorf odebrano goérna faze wodna (ok. 400 ul) zawierajaca calkowite
RNA. W celu stracenia RNA, w kolejnym kroku dodano alkohol izopropylowy (400 pl). Prébke
wytrzasano, nastepnie inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej i odwirowano
(12 000xg, 10 min, 4°C). W kolejnym kroku supernatant odrzucono, a osad przemyto 500 ul 75%
etanolu i ponownie odwirowano (7500xg, 5 min, 4°C). Supernatant odrzucono, a uzyskany osad
suszono na powietrzu i nastepnie zawieszono w wodzie wolnej od RNAz, w objetosci 30 pl. Dla
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zwiekszenia wydajno$ci procesu, RNA inkubowano nastepnie przez 10 minut w 55°C w bloku
grzejno-chlodzacym z wytrzasaniem (ThermoMixer, Eppendorf). Stezenie wyizolowanego RNA
oznaczono spektrofotometrycznie, z uzyciem czytnika NanoPhotometer® P360 (Implen).
Czysto$¢ preparatu oceniono na podstawie stosunku absorbancji zmierzonych przy dtugosci fali
A=260 nm i A=280 nm. Dla uzyskanych roztworéw RNA warto$¢ stosunku dwoch absorbancji
A260/A280 miescila sie w zakresie 1,9-2,0, co Swiadczy o duzej czystosci preparatu. Wyizolowane
RNA przechowywano w temperaturze -80°C.

6.17.3. Degradacja genomowego DNA

W celu pozbycia sie genomowego DNA z wyizolowanego materialu, 1 ng RNA poddano
trawieniu deoksyrybonukleaza I korzystajac z zestawu do degradacji genomowego DNA (DNase I
Solution, RNase-free, Thermo Fisher) zgodnie z zaleceniami producenta. Objeto§é mieszaniny
reakcyjnej zawierajacej 1 ug RNA, 1 ul buforu z MgCl.,, 1 ul (1 U) DNAzy I uzupelniono woda wolna
od RNAz do objetoéci 10 pl i inkubowano przez 30 minut w 37°C. Reakcje przerwano poprzez
dodanie 50 mM EDTA (1 pl) i inkubacje mieszaniny przez 10 minut w 65°C.

6.17.4. Odwrotna transkrypcja na matrycy RNA

Material RNA (1 pg), pozbawiony genomowego DNA, wykorzystano do reakcji odwrotnej
transkrypcji. W tym celu dodano do niego 0,5 pg (1 ul) losowych starteréw (Random primers,
Promega) oraz 5,7 ul wody wolnej od RNAz i inkubowano w temperaturze 70°C przez 5 minut.
Nastepnie do probek dodano 5 pl buforu dla odwrotnej transkryptazy (M-MLV Reverse
Transcriptase 5X Reaction Buffer, Promega), 1,3 ul 10 mM mieszaniny deoksynukleotydow
(dNTP, Promega) oraz 200U odwrotnej transkryptazy (M-MLV Reverse Transcriptase, Promega).
Objeto$¢ koncowa probek wynosila 25 pl. Reakcje odwrotnej transkrypceji przeprowadzono
w termocyklerze (Thermal Cycler T100, BioRad) w cyklu: 40 minut w 37°C, 40 minut w 42°C, 10
minut w 70°C. Po zakonczeniu reakcji, cDNA rozcieniczono woda wolna do RNAz do objetosSci 125
ul i przechowywano w temperaturze -20°C.

6.17.5. Reakcja lancuchowa polimerazy w  czasie rzeczywistym
(real-time PCR)

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono w termocyklerze gradientowym (CFX
Connect Real-Time PCR Detection System;Bio-Rad) z wykorzystaniem zestawu do reakcji real-
time PCR GoTaq® qPCR Master Mix (Promega). Mieszanina reakcyjna zawierala 5 ul buforu
MasterMix (barwnik fluorescencyjny GreenSYBR, polimeraza GoTaq Hot Start, MgCl,, dNTP), 2,5
ul matrycy cDNA oraz 1,25 ul swoistego startera przedniego (4 uM) i 1,25 ul swoistego startera
wstecznego (4 uM) (sekwencje starterow podano w Tabeli 6.2). Koficowa objeto$¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosila 25 ul. Kontrole negatywna dla kazdej reakcji PCR stanowila mieszanina
reakcyjna z matryca RNA, ktora nie byta poddana odwrotnej transkrypcji (NRT) oraz mieszanina
reakcyjna zawierajaca wszystkie skladniki oprocz wlasciwej matrycy RNA (NTC).

Kolejne etapy reakcji PCR (1 cykl):
aktywacja polimerazy — 10 minut w 95°C
denaturacja matrycy — 15 sekund w 95°C
przylaczenie starterow — 30 sekund w 60°C ) 39x
elongacja — 15 sekund w 72°C
Reakcje prowadzono w iloSci 40 cyKli.
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Analize ekspresji badanych genéw prowadzono z zastosowaniem metody 2-(AACT)
wzgledem genu referencyjnego — dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) (gen
o konstytutywnej ekspresji). Gen referencyjny zostal wybrany na podstawie danych
literaturowych, a warunki prowadzenia reakcji zostaly zoptymalizowane. Kontrole specyficznosci
stosowanych starter6w oceniano na podstawie krzywych topnienia produktéw. Uzyskane wyniki
analizowano z uzyciem programu Bio-Rad CFW Maestro.

6.18. Western Blotting
6.18.1. Stymulacja komérek PC12

Zawiesine komorek PC12 (1x10°komoérek/ml/dotek) wysiano do dotkéw plytki 6-dotkowe;,
oplaszczonej poli-L-lizyna, w medium ze zredukowanym stezeniem surowicy (Opti/MEM lub
DMEM z 2% FBS). Nastepnego dnia komérki potraktowano yolking (100 pg/ml) lub NGF (100
ng/ml) — kontrola pozytywna i inkubowano odpowiedni czas w 37°C przy 5% nasyceniu CO-
(Tabela 6.3). Kontrole negatywna stanowily komorki niestymulowane.

Tabela 6.3. Czasy stymulacji komoérek yolkinag (100 pg/ml) lub NGF (100 ng/ml) w zalezno$ci od
badanego bialka w komoérkach PCi2.

Stymulacja yolkina .
Ii:ilgﬁ;e Stymulacja k.r(')tkotrwala Stymulacja dlugotrwala Stylgllgll;lc_]a
[min] [godz.]
p-ERK1/2 15, 30, 45, 60, 90 2,6,12, 24 90 min
ERK1/2 15, 30, 45, 60, 90 2,6,12, 24 90 min
p-CREB 15, 30, 60, 90 2,6,12, 24 90 min
CREB 15, 30, 60, 90 2, 6,12, 24 90 min
p-AKT 15, 30, 45, 60, 90 2, 6,12, 24 90 min
AKT 15, 30, 45, 60, 90 2,6,12, 24 90 min
p-PKA C-a 15, 30, 60, 90, 120 120 min
PKAC 15, 30, 60, 90, 120 120 min
BDNF 1, 3,6
Synapsyna I 24, 48, 72
NeuN 24, 48, 72
MAP-2 24, 48, 72
6.18.2. Stymulacja komoérek H19-7

Zawiesine komorek H19-7 (1x10° komdérek/ml/dotek) wysiano do dotkéw plytki 6-
dotkowej oplaszczonej poli-L-lizyna, w pelnym medium hodowlanym. Nastepnego dnia medium
zmieniono na medium ze zredukowanym stezeniem surowicy (2% FBS) i stymulowano komérki
yolking (100 pg/ml) przez okreslony czas w 33°C przy 5% nasyceniu CO. (Tabela 6.4). Badajac
wplyw yolkiny na zmiany w ekspresji bialek NeuN, MAP2, Synapsyny I komérki zawieszono
w medium réznicujagcym DMEM/GlutaMAX wzbogaconym w suplement N2 (1%) i stymulowano
yolking (100 pg/ml) przez okreslony czas w 37°C przy 5% nasyceniu CO. (Tabela 6.4). Kontrole
negatywng stanowily komorki niestymulowane.
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Tabela 6.4. Czasy stymulacji komoérek yolking (100 pg/ml) w zaleznosci od badanego bialka
w komoérkach H19-7.

Badane Stymulacja yolking

bialko Stymulacja kréotkotrwala [min] | Stymulacja dlugotrwala [godz.]
p-ERK1/2 15, 30, 60, 90 2, 6,24
ERK1/2 15, 30, 60, 90 2,6,24
p-CREB 15, 30, 60, 90 2, 6,24
CREB 15, 30, 60, 90 2,6, 24
p-AKT 15, 30, 60, 90 2,6, 24
AKT 15, 30, 60, 90 2,6, 24
NeulN 24, 48
MAP-2 24, 48
Synapsyna I 24, 48
6.18.3. Przygotowanie lizatéw komoérkowych

Lize komorek przeprowadzano na plytce 6-doltkowej, po odpipetowaniu medium
z dolka, dodano 70 pul buforu do lizy RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5mM EDTA,
1% Triton X-100, 0,1% SDS, 0,5% deoksycholan) z dodatkiem NaF (10mM) oraz mieszaniny
inhibitoréw proteaz (cOmplete EDTA-free Roche, 100x) oraz fosfataz (100x) (Roche). Lizaty
inkubowano 30 minut w lodzie, nastepnie wirowano 10 minut w 4°C przy 12 000Xxg.
W probkach oznaczono stezenie biatka metoda BCA wedlug procedury opisanej w rozdziale
Materialy i metody, punkt 6.9.1. Probki przechowywano w -20°C.

6.18.4. SDS-PAGE

Bialka lizatow komorkowych rozdzielano w zelu poliakrylamidowym zgodnie z procedura
opisana w rozdziale Materialy i metody, punkt 6.9.2. Do studzienek zelu nanoszono lizaty
komorkowe zawierajace od 30 do 50ug biatka (w zaleznoéci od rodzaju badanego biatka). Po
zakonczonym rozdziale przeprowadzono elektrotransfer bialek z zelu na membrane
nitrocelulozowa.

6.18.5. Elektrotransfer bialek

Po rozdziale elektroforetycznym bialka przenoszono na membrane nitrocelulozowa (0,45
um). Elektrotransfer bialek prowadzono przez 1,5 godziny w aparacie EBX-700 (C. B. S. Scientific)
przy natezeniu 200 mA w buforze do transferu zawierajacym 25 mM Tris-HCl pH, 192 mM glicyne
(pH 8.3) oraz 20% metanol, na lodzie.

6.18.6. Immunodetekcja bialek

Po transferze membrane nitrocelulozowa z immobilizowanymi bialkami inkubowano
przez 1 godzine w 5% odtluszczonym mleku w buforze TBST (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM
NaCl, 0,05% Tween20) w temperaturze pokojowej, w celu zablokowania miejsc oddzialywan
nieswoistych. Po tym czasie membrane plukano trzykrotnie buforem TBST, a nastepnie
inkubowano przez noc w 4°C z przeciwcialem pierwszorzedowym skierowanym przeciwko
badanemu bialku, rozpuszczonym wcze$niej w 5% BSA w TBST (rozcienczenia przeciwcial
pierwszorzedowych podano w Tabeli 6.1). Nastepnie membrane plukano trzykrotnie buforem
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TBST aby pozby¢ sie niezwigzanych przeciwcial. W kolejnym etapie membrane inkubowano
z roztworem przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z alkaiczng fosfataza (1:7500)
w 5% mleku w TBST przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Membrany ponownie ptukano
(3x10 min w TBST), a nastepnie inkubowano z mieszaning barwnych substratow dla fosfatazy
alkalicznej (v/v, 9:7) - NBT (76mg/ml w 70% DMF) oraz BCIP (50mg/ml w DMF),
w buforze TBS-Mg (100 mM NaCl, 20 mM MgCl,*6H,0, 100 mM Tris, pH 9.5) przez 5-10 minut
w temperaturze pokojowej. Reakcje przerwano poprzez ptukanie membrany w wodzie. Membrany
skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-rad),
nastepnie poddano analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2.
Wyniki przedstawiano jako krotno$§é sygnalu uzyskanego dla préby kontrolnej (komorki
niestymulowane).

6.19. Oznaczanie poziomu BDNF testem ELISA
6.19.1.Stymulacja komoérek

A) Zawiesine komorek PC12 (0,5x10°komorek/dotek w 0,5 ml medium DMEM do hodowli)
wysiewano do dotkow plytki 12-dotkowej oplaszczonej poli-L-lizyng. Nastepnego dnia medium
hodowlane zmieniono na DMEM bez surowicy. W celu zbadania wplywu yolkiny na produkcje
i wydzielanie BDNF w czasie, komoérki PCi12 stymulowano yolking o stezeniu 100 pg/ml
i inkubowano przez 2, 6 i 24 godziny w 37°C w atmosferze 5% CO,. W celu zbadania zmian
w poziomie produkowanego BDNF, zaleznych od dawki yolkiny, komérki stymulowano yolking
o stezeniu 10, 100 i 150 pug/ml przez 6 godzin w 37°C w atmosferze 5% CO.. Kontrole negatywna
stanowily komérki niestymulowane. Po uplywie czasu stymulacji zebrano supernatanty.

B) Zawiesine komoérek H19-7 (3x105komorek/dolek w 0,5 ml medium DMEM do hodowli)
wysiewano do dotkow 12-dotkowej plytki. Nastepnego dnia medium hodowlane zmieniono na
DMEM bez surowicy. W celu zbadania wplywu yolkiny na produkecje i wydzielanie BDNF komérki
linii H19-7 stymulowano yolking (10 i 100 pg/ml) i inkubowano przez 6, 24, 48 oraz 72 godziny
w 33°C w atmosferze 5% CO.. Kontrole negatywng stanowily komorki niestymulowane. Po
uplywie czasu stymulacji zebrano supernatanty.

6.19.2. ELISA

Poziom BDNF w supernatantach z punktu 6.19.1. mierzono za pomocg testu ELISA przy
uzyciu komercyjnego testu ELISA BDNF Emax ImmunoAssay Systems (Promega) zgodnie
z zaleceniami producenta. 96-dotkowa plytke MaxiSorp (Nunc) oplaszczano przeciwcialami
monoklonalnymi anty BDNF (1:1000; 1oopl/dolek) rozpuszczonymi w buforze weglanowym
(0,025 M NaHCOg3; 0,025 M Na.COs, pH 9.7) i inkubowano przez noc w 4°C. Po przeptukaniu
plytki buforem TBST blokowano miejsca nieswoiScie wigzace immunoglobuliny za pomoca
roztworu blokujacego przez 1 godzine w temperaturze pokojowe;j. Plytke ponownie ptukano TBST,
a nastepnie nanoszono rekombinowane bialko BDNF jako standard (7,8 — 500 pg/ml) oraz
badane supernatanty i inkubowano przez noc w 4°C. Nastepnie plytke przeptukano pieciokrotnie
TBST i inkubowano z poliklonalnymi przeciwcialami wykrywajacymi BDNF (1:500; 100ul/dotek)
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po pieciokrotnym przeptukaniu plytki buforem TBST
nanoszono koniugat anti-IgY HRP (1:200; 100ul/dotek) i inkubowano 1 godzine w temperaturze
pokojowej. Po odplukaniu niezwigzanego koniugatu dodano substrat dla peroksydazy chrzanowej
- TMB (tetrametylobenzydyne; 1oopul/dotek). Po 10 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej, w ciemnosci, reakcje zatrzymywano dodajac 1N HCI (100ul/dotek) po czym zmierzono
absorbancje przy dlugosci fali A=450 nm. Stezenie BDNF w badanych probach wyliczono na
podstawie krzywej standardowe;j.
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6.20. Pomiar wewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw wapnia

Komorki z wyj$ciowej hodowli zebrano i przygotowano zawiesine komorek o gestoSci
2x105/100pul. Nastepnie komorki odwirowano przez 2 minuty przy 200xg, a osad zawieszono
w 100 pl buforu reakcyjnego (Tabela 6.5). Aby zbadaé uwalnianie jon6w wapnia z zasobow
wewnatrzkomoérkowych komorki uzyto buforu bez wapnia, natomiast w celu zbadania wplywu
yolkiny na receptory na powierzchni komorki i ich aktywacje, uzyto buforu z wapniem (Tabela
6.5). Komorki ponownie wirowano przez 2 minuty przy 200xg, nastepnie zawieszono w 100 pl
buforu reakcyjnego oraz 100 ul buforu przygotowanego zgodnie z zaleceniem producenta zestawu
Fluo-4 Direct Calcium Assay Kits (Invitrogen). Bufor ten zawiera indykator fluorescencyjny Fluo-
4 AM oraz probenecid (5mM), ktéry hamuje wyplyw barwnika z komorki. Tak przygotowana
zawiesine komorek inkubowano w ciemno$ci przez 30 minut w 37°C w probéwce typu Eppendort.
Po inkubacji naniesiono po 100 pl inkubowanej zawiesiny komoérek do dolkéw 96-dotkowej
czarnej plytki (wykorzystywanej do pomiarow fluorescencji), po czym rozpoczynano pomiar
fluorescencji przy dlugoéci fali wzbudzania 494 nm i emisji 516 nm. Przez pierwszych 35 minut
mierzono warto$c¢ fluorescencji w komorkach niestymulowanych, az do momentu jej stabilizacji.
Nastepnie komorki stymulowano yolking (100ug/ml) i mierzono zmiany fluorescencji w czasie
przez 60 minut. Kontrole pozytywna stanowila trifluoperazyna (TFP; 200 pM). Pomiar
fluorescencji w czasie wykonano w czytniku Synergy H4 Hybrid Reader (Biotek, Winooski, USA).

Tabela 6.5. Sklad buforéw reakcyjnych

Skladniki Bufor z Caz+ | Bufor bez Caz+
(H2O) Ckoﬁcowe Ckoﬁcowe

NacCl 125 mM 125 mM

KCl 5 mM 5 mM

KH.PO, 1,2 mM 1,2 mM

MgSO0, 1,2 mM 1,2 mM
Glukoza 6 mM 6 mM

CaCl. 1,2 mM -

Hepes (pH 7.5) | 25 mM 25 mM

6.21. Pomiar wewnatrzkomdrkowego poziomu cyklicznego adenozyno-3’,5’-
monofosforanu (cAMP)
6.21.1.Stymulacja komorek

Zawiesine komorek (2x105 komoérek/600pul/dolek) w medium Opti-MEM wysiewano do
dotkow plytki 48-dotkowej oplaszczonej poli-L-lizyng i inkubowano do nastepnego dnia (PC12
w 37°C, H19-7w 33°C, atmosfera 5% CO.). Po tym czasie komorki traktowano yolking (100 pg/ml)
przez 15, 30 i 60 minut. Kontrole pozytywna stanowily komoérki traktowane adenozynag (25 uM)
przez 30 minut. Kontrole negatywna stanowily komoérki niestymulowane. Po zakonczeniu
stymulacji reakcje przerywano inkubujac plytke przez 5 minut w 99°C, a po wystudzeniu
zamrazano ja w -20°C. Po rozmrozeniu plytki, z dotkéw zbierano lizaty komoérkowe i wirowano
przez 5 minut przy 15 800xg w 4°C. W uzyskanych supernatantach komoérkowych oznaczono
poziom cAMP testem ELISA.
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6.21.2. ELISA

Poziom cAMP mierzono za pomoca testu immunoenzymatycznego z wykorzystaniem
kroliczych przeciwcial poliklonalnych o wysokiej swoisto$ci wobec cAMP. Test zostal opracowany
przez dr Kobialke pod kierunkiem Profesora Wojciecha Gorezycy w Laboratorium Bialek
Sygnalowych w IITD [patent o numerze: PL 18=95751 B1; [243]. Plytke 96-dotkowa oplaszczono
koniugatem tyreoglobuliny z cAMP (Tyr-cAMP) (0,5ug/ml), lub samg tyreoglobuling (0,5ug/ml),
ktora stanowila kontrole oddzialywan niespecyficznych i inkubowano przez 1 godzine
w temperaturze pokojowej. W celu zablokowania niespecyficznych wigzan dotki napeliono 0,2%
roztworem kazeiny w PBS i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
plytke dwukrotnie plukano roztworem kazeiny w PBS, po czym umieszczono w lazni lodowo-
wodnej i naniesiono badane proby. Aby zwiekszy¢ czulo$¢ testu, proby badane oraz wzorcowe
roztwory nukleotydow (200 pl) poddano najpierw acetylacji, dodajac mieszanine acetylujaca
trietyloaminy i bezwodnika octowego (5 pl; v/v 2:1). Po 5 minutach od acetylacji dodano do probek
20 pl roztworu surowicy anty-cAMP (1:100) w PBS-T i inkubowano przez 2 godziny w 4°C. Tak
przygotowane probki nanoszono po 100 pl do dotkéow plytki 96-dotkowej w dwukrotnym
powtorzeniu, nastepnie plytke inkubowano przez 1 godzine w 4°C w lazni wodno-lodowej. Po
zakonczeniu czasu inkubacji zawarto$¢ dotkéw usuwano i przeplukiwano trzykrotnie 0,2%
roztworem kazeiny. Nastepnie plytke inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej
z drugorzedowymi przeciwcialami skierowanymi przeciwko IgG krolika, sprzezonymi
z peroksydaza chrzanowa Anti-Rabbit-HRP Conjugate (1:20000, 100 pl/dotek). Po zakoniczonej
inkubacji plytke ptukano dwukrotnie 0,2% roztworem kazeiny, nastepnie samym PBS i dodawano
po 100 pl substratu dla HRP (bufor fosforanowo-cytrynianowy pH 5.0, 3,3'5,5-
tetrametylobenzydyna w metanolu i 3% H.0,,) i inkubowano az do osiggniecia odpowiedniej
barwy probek (ok. 20 minut). Reakeje zatrzymano dodajac po 100 ul na dotek 1M H.SO,, po czym
zmierzono absorbancje przy dlugosci fali A=450 nm w aparacie Dynatech MR-5000. Stezenie
cyklicznego AMP w badanych probach wyliczono na podstawie absorbancji dla krzywe;j
standardowej. Wyniki pomiaréw wyrazono w procentach. Uzyskane stezenie dla préb
stymulowanych yolking lub adenozyna normalizowano w stosunku do stezenia cAMP
w komoérkach niestymulowanych (grupa kontrolna, 100%).

6.22. Pomiar wewnatrzkomoérkowego poziomu ROS testem DCFH

Test DCFH stuzy do iloSciowej oceny stezenia reaktywnych form tlenu (ROS) w zywych
komorkach. Wykorzystuje on zwiazek dioctan 2',7'-dichlorofluoresceiny (DCFH-DA), ktéry
swobodnie przechodzi przez nienaruszong blone komérkowa. DCFH-DA przenika do komorki,
gdzie ulega deacetylacji przez esterazy komorkowe do niefluorescencyjnego zwiazku, ktory jest
nastepnie utleniany przez ROS do 2’,7-dichlorofluoresceiny (DCF). DCF jest wysoce
fluorescencyjna i jest wykrywana za pomocg spektroskopii fluorescencyjnej ze wzbudzeniem przy
485 nm, emisja przy 527 nm [244].

Zawiesine komorek PC12 (1x104komoérek/dolek w 100 uyl DMEM do hodowli) wysiewano
do dolkow plytki 96-dotkowej oplaszczonej poli-L-lizyna. Komérki hodowano przez 24 godziny
w 37°C przy 5% nasyceniu CO.. Nastepnego dnia usunieto znad komérek medium, dodano po 100
ul/dotek 50 uM roztworu DCFH-DA w DMEM wzbogaconym w 1% FBS, po czym komérki
inkubowano przez 30 minut w 37°C w atmosferze 5% CO.. Nastepnie usunieto roztwér DCFH-
DA, a komorki przeptukano dwukrotnie DMEM bez surowicy. W pierwszym etapie badan zbadano
czy yolkina indukuje w komorkach PC12 zmiany w wewnatrzkomoérkowym poziomie ROS. W tym
celu komorki PC12 inkubowano z yolking (0,1, 1, 10, 100 pg/ml) lub Troloxem (10 uM) silnym
antyoksydantem przez 60 minut w 37°C przy 5% CO.. Kontrole pozytywna stanowit 75 uM H,O..
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W celu okreslenia regulatorowego wplywu yolkiny na wewnatrzkomorkowy poziom ROS, komorki
PC12 inkubowano réwnoczes$nie z yolking (0,1, 1, 10, 100 ug/ml) oraz z 75 uM H.O, przez 60 minut
w 37°C przy 5% CO.. Probe referencyjna stanowily komorki traktowane 75 uM H,O. w obecnoéci
10 uM Troloxu. Kontrole pozytywna stanowil 75 uM H.O.. Intensywno$¢ fluorescencji mierzono
przy wzbudzeniu/emisji przy 485 nm/527 nm w czytniku Enspire™ 2300 (Perkin Elmer,
Waltham, USA). Obserwowane zmiany wyrazono w % wzgledem kontroli pozytywnej (H.0.), dla
ktorej odczytang fluorescencje okreslono jako 100% tworzenia ROS.

6.23. Pomiar aktywnoS$ci przeciwutleniajacej metoda DPPH

Ocene zdolno$ci yolkiny do usuwania wolnych rodnikow przeprowadzono na jej wodnych
roztworach o stezeniach 0,1, 1, 10, 100 pg/ml. Do 1 ml roztworu yolkiny dodawano 1 ml etanolu
(98%). Reakcje rozpoczynano dodajac 0,5 ml 0,3 mM etanolowego roztworu stabilnego rodnika
DPPH (rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowy). Probe inkubowano przez 30 minut
w temperaturze pokojowej, a nastepnie mierzono absorbancje przy dlugosci fali 517 nm z uzyciem
czytnika UviLine 9400 (SI Analytics). Roztworem wzorcowym, do ktorego odnoszono
absorbancje prob byt roztwor Troloxu w stezeniach 0,2-20 pug/ml. Zdolno$¢ yolkiny do usuwania
wolnych rodnikéw DPPH wyrazono jako uM Troloxeq.

6.24. Pomiar aktywnoSci przeciwutleniajacej metoda FRAP

Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca yolkiny okreslono dla preparatéw o stezeniach o,1, 1, 10,
100 pg/ml. W tym celu wykorzystano spektrofotometryczna metode oznaczenia sily
antyoksydacyjnej FRAP (ang. ferric reducing antioxidant power assay). Metoda ta okresla
zdolnos¢ redukowania stopnia utlenienia jonow zelaza Fe(III) do Fe(II). Mieszanine reakcyjna
zawierajaca 3 ml roztworu FRAP (300 mM bufor octowy pH 3.6; 10 mM 2,4,6-tripirydylo-S-
triazyna (TPTZ); 20 mM wodny roztwor FeCl; x 6H,O (10:1:1 v/v)) oraz 1 ml roztworu yolkiny
inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie zmierzono absorbancje
przy dlugoéci fali 593 nm (czytnik UviLine 9400, SI Analytics). Roztworem wzorcowym, do
ktorego odnoszono absorbancje roztworéw yolkiny byl roztwor (FeSO,) o znanym stezeniu.
Zdolno$¢ yolkiny do redukcji jonéw Fe(III) wyrazono jako pg Fe2+.

6.25. Pomiar aktywno$ci przeciwutleniajacej metoda chelatowania jonow
zelaza (IT)

Zdolnos¢ yolkiny do chelatacji jonow zelaza okreslono dla preparatéw o stezeniach: o,1, 1,
10, 100 pg/ml. Przygotowano mieszanine reakcyjna w postaci 0,25 ml roztworu yolkiny, 1,25 ml
wody i 0,11 ml 1 mM FeCl.. Po 2 minutach inkubacji do mieszaniny dodano
1 ml 0,5 mM wodnego roztworu ferrozyny i inkubowano kolejne 10 minut. Po tym czasie
zmierzono absorbancje roztworéw przy dlugosci fali 562 nm. Do obliczenia zdolnoSci yolkiny do
chelatowania jonow zelaza wykorzystano krzywa standardowa otrzymana z roztworéw FeCl, (0-
20ug/ml). Zdolnoé¢ chelatowania jonéw Fe(II) przez yolkine wyrazono jako ug Fe2+.

Badania aktywnos$ci przeciwutleniajacej yolkiny (rozdzialy 6.23-6.26) wykonano we
wspolpracy z dr hab. inz. Aleksandra Zambrowicz z Katedry Rozwoju Funkcjonalnych Produktow
Zywnoéciowych Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu.
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6.26. Pomiar agregacji AB1-42 przy uzyciu tioflawiny T (ThT)

Wplyw yolkiny na proces agregacji AB1-42 zbadano metoda fluorescencyjna z uzyciem
barwnika Tioflawiny T (ThT, ang. Thioflavin T). ThT jest sola benzotiazolu, ktora wiazac sie ze
strukturami [(-kartki bialek amyloidogennych pozwala na ilo$ciowa ocene obecno$ci form
fibrylarnych.

Do analizy przygotowano nastepujace probki:
1. barwnik THT w PBS
2. barwnik THT, yolkina (100 pg/ml) w PBS
3. barwnik THT, AB1-42 (20 uM) w PBS
4. barwnik THT, AB1-42 (20 uM), yolkina (100 pg/ml) w PBS

AB1-42 przygotowano wedlug procedury opisanej w rozdziale Metody, punkt 6.14.1. ThT
rozpuszczono w sterylnym buforze fosforanowym (100 mM, pH 7,4) do koicowego stezenia 10
uM i mieszano na wytrzasarce worteks przez 10 min w temperaturze pokojowej. Proces agregacji
AB1-42 (20 uM) mierzono w obecnosci lub nieobecnosci yolkiny (100 pg/ml) przy uzyciu czarnych
96-dotkowych plytek przeznaczonych do pomiaru fluorescencji. ThT dodano do mieszaniny
reakcyjnej tuz przed rozpoczeciem pomiaru. Ostateczna objeto$¢ probek wynosita 100 pl. Zmiany
w poziomie fluorescencji monitorowano przez ponad 30 godzin w temperaturze 37°C w czytniku
mikroplytek CLARIOstar® (BMG LabTech). Dlugo$¢ fali wzbudzenia i emisji ustawiono
odpowiednio na 440 i 480 nm. Eksperyment powt6rzono trzykrotnie, w trzech technicznych
powtdrzeniach dla kazdej proby badanej (n=9). Roztwér ThT uzyto jako $lepej proby w celu
wyeliminowania autofluorescencji. Pojedynczy punkt pomiarowy przedstawiony na wykresie
oparty jest na warto$ci Sredniej z trzech niezaleznych eksperymentéw, a slupki bledéw
reprezentuja ich odchylenie standardowe.

6.27. Ocena stopnia agregacji AB1-42 z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM)

W celu zobrazowania oddzialywan yolkiny z agregujacym AP1-42 wykorzystano technike
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM, ang. transmission electron microscopy). APf1-42
przygotowano wedlug procedury opisanej w rozdziale Metody, punkt 6.14.1. Proces agregacji APB1-
42 (10 uM) w obecnosci lub nieobecnosci yolkiny (100 ug/ml) przeprowadzono przez 24 i 48
godzin w temperaturze 37°C w probéwce typu Eppendorf. Konicowa objeto$¢ probek wynosita 100
pl. Po uplywie czasu inkubacji probki utrwalano 24 godziny poprzez dodanie 100 pl 2,5% aldehydu
glutarowego. Tak przygotowane probki umieszczono na siatkach miedzianych (400 Mesh) z folia
formwarowa i powloka weglowa (Agar Scientific, Stansted, Wielka Brytania). Przygotowane
probki kontrastowano z 2% octanem uranylu (MicroShop, Piaseczno, Polska). Obrazowanie
wykonano przy uzyciu mikroskopu JEOL 1200 (JEOL Japan), ktory wykonal zdjecia losowo
wybranych przez siebie obszaréw badanej probki.

Badania wykonano we wspolpracy z dr hab. Krzysztofem Pawlikiem oraz dr Pawlem
Migdatem z Laboratorium Biologii Molekularnej Mikroorganizméw w IITD PAN we Wroclawiu.
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7. Wyniki
7.1. Charakterystyka kompleksu peptydowego yolkina
7.1.1. Ocena czystosci i stabilnosci preparatu yolkina

Do tej pory w badaniach nad yolking wykazano, ze kompleks ten sklada sie z peptydow
o masie czasteczkowej rzedu 1-35 kDa, ktore bogate s3 w aminokwasy kwasowe Asp/Asn oraz
Glu/Gln, i ubogie w metionine. Dodatkowo, wiadomo, Ze peptydy yolkiny o masie wiekszej niz 16
kDa sa glikoproteinami, a ich sekwencja aminokwasowa odpowiada sekwencji witellogeniny 11,
rozpoczynajac od pozycji alaniny 1572. Natomiast mniejsze peptydy o masie od 4 do 12 kDa
charakteryzuja sie brakiem reszt cukrowych, a ich N-koniec odpowiada pozycji metioniny 1732
w lancuchu polipeptydowym witellogeniny II [220].

W pierwszym etapie badan charakteryzowano preparat yolkina wyizolowany wedlug
procedury opisanej w Materiatach i metodach, podpunkt 6.8. Wyizolowana i oczyszczong yolkine
(liofilizat) rozpuszczono w sterylnym PBS (1mg/ml), oznaczono stezenie bialka metoda BCA
i sprawdzono jej czysto$¢ mikrobiologiczng za pomocg komercyjnie dostepnego zestawu
Endozyme. Czysto§¢ i sklad preparatu yolkina oznaczono za pomoca rozdzialu
elektroforetycznego w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych.

Rozdzial SDS-PAGE preparatu yolkiny wykazal przewazajaca obecno$¢ peptydéw o masie
czasteczkowej ok. 37 kDa, a takze w mniejszej iloSci peptydy mieszczace sie w zakresie masy 25-
37 kDa oraz >37 kDa (Rys. 7.1). Na zelu widoczne byly niewielkie iloSci peptydéow <20kDa.
Ponadto, test Endozyme nie wykryl w preparacie yolkiny zanieczyszczen mikrobiologicznych.
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Rys.7.1 Rozdzial elektroforetyczny peptydow yolkiny w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych. Do studzienki Zelu naniesiono bialkowy standard masy (PageRuler Prestained Protein Ladder,
Thermo-Scientific) oraz 20 pg yolkiny. Probke poddawano elektroforezie w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych. Bialka w zelu wybarwiano Coomasie Brilliant blue R-250. Zdjecie zelu wykonano w aparacie Molecular
Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-Rad).

Kolejnym etapem bylo sprawdzenie stabilnosci roztworu yolkiny przechowywanego przez
okres dwobch tygodni w temperaturze 4°C lub w -20°C oraz 1,5 roku w -20°C. Kontrole
odno$nikowa stanowil liofilizat yolkiny rozpuszczony w PBS bezposrednio przed wykonaniem
analizy (Po). Roztwory yolkiny naniesiono na zel poliakrylamidowy, rozdzielono
elektroforetycznie w warunkach denaturujacych i poréwnano biatka wybarwione i widoczne na
zelu.
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Analiza porownawcza preparatéw yolkiny przechowywanych w ro6znych warunkach
temperaturowych nie wykazala znaczacych roéznic w iloSci i intensywnosci prazkow w zelu
(Rys.7.2). Jedynie w przypadku dtuzszego przechowywania (-20°C, 1,5 roku) zwiekszyla sie ilosé
peptydow o masie ok. 20 i 15 kDa. Uzyskany wynik $wiadczy o tym, ze roztwor yolkiny jest bardzo
stabilny i moze by¢ bezpiecznie przechowywany krotkoterminowo w 4°C i -20°C oraz dosy¢
dobrze znosi przechowywanie dlugoterminowe w -20°C
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Rys.7.2 Rozdzial elektroforetyczny preparatéow yolkiny, przechowywanych w ré6znych temperaturach
(4°C i -20°C), w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Do studzienki Zelu naniesiono
bialkowy standard masy (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo-Scientific) oraz 20 pg yolkiny rozpuszczonej
bezposrednio przed analiza (Po), przechowywanej 2 tygodnie w 4°C, 2 tygodnie w -20°C oraz 1,5 roku w -20°C. Probki
poddawano elektroforezie w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Bialka w zelu wybarwiano
Coomasie Brilliant blue R-250. Zdjecie zelu wykonano w aparacie Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System
(Bio-Rad).

W kolejnym kroku oceniono stabilno$¢ termiczna czterech niezaleznie uzyskanych
preparatow yolkiny, z wykorzystaniem platformy Prometheus NT.48 (NanoTemper Technologies
GmbH). Proces rozfaldowania termicznego bialtka badano stosujac liniowy wzrost temperatury
1°C/min w zakresie od 20°C do 90°C.

Wykazano, ze cztery niezaleznie izolowane preparaty yolkiny maja poréwnywalny profil
rozfaldowania, z pierwszg temperatura topnienia w zakresie 46-48°C i druga w 72-73°C (Rys. 7.3).
W tabeli 7.1 przedstawiono dokladna warto$¢ temperatur topnienia dla poszczegoélnych
preparatow yolkiny wraz z odchyleniem standardowym.
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Rys.7.3 Profil stabilnosci termicznej czterech preparatéw yolkiny (1-4). Proces rozfaldowania termicznego
biatek badano stosujgc liniowy wzrost temperatury 1°C/min w zakresie od 20°C do 90°C. A) Zmiany fluorescencji
mierzono dla 350 nm oraz 330 nm i przedstawiono jako ich stosunek (F350/330). Pionowe przerywane linie
odpowiadaja temperaturze topnienia dla wybranego preparatu yolkiny (1-4). B) Wykres przedstawiajacy pierwsza
pochodng wykreélong w funkcji temperatury. Eksperyment przeprowadzono z wykorzystaniem platformy Prometheus
NT.48 (NanoTemper Technologies GmbH). Analize danych przeprowadzono przy uzyciu programéw PR.Therm
Control i PR.Stability Analysis (NanoTemper Technologies GmbH).

Tabela 7.1 Temperatury topnienia dla czterech preparatéw yolkiny wraz z odchyleniem.

Probka Tmai1 A Tmi1 Tm2 A Tm2
yolkina 1 47.64 0.10 73.29 0.09
yolkina 2 46.76 0,89 73.43 0.16
yolkina 3 47.47 0.16 72.46 0.06
yolkina 4 48.34 0.62 72.57 0.03

7.1.2. Identyfikacja yolkiny metoda spektrometrii mas

Pierwsza praca opisujaca peptydy wchodzace w sklad preparatu yolkina zostala
opublikowana przez grupe Profesora Polanowskiego. Stosujac technike Edmana, udalo sie
zidentyfikowac czes¢ peptyddw yolkiny rozdzielonych metoda SDS-PAGE. Wykazano, ze N-koniec
peptydéw yolkiny jest homologiczny z C-koncowa sekwencja witellogeniny II [220]. Metoda
Edmana ma jednak pewne ograniczenia. W zaleznosci od ilo$ci probki pozwala zsekwencjonowaé
od 10-50 reszt aminokwasowych. Ponadto jest metodg pracochlonna, ktéra wymaga duzej ilo$ci
oczyszczonego biatka. Duzo dokladniejsza i bardziej precyzyjna metoda jest analiza z uzyciem
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spektrometrii mas (MS), ktéra wyparta stosowana kiedy$ degradacje Edmana. W celu
uzupekienia charakterystyki peptydéw zawartych w yolkinie wykorzystano technike MS.

Analiza za pomoca techniki spektrometrii mas wykazala obecnos¢ 19 peptydow, ktorych
sekwencja aminokwasowa jest homologiczna do czeSci sekwencji aminokwasowej witellogeniny
IT (Tab.7.2). Pokrycie sekwencji wyniosto 9,70%, co jest dobrym wynikiem, poniewaz odnosi sie
do udzialu pokrycia sekwencji aminokwasowej zidentyfikowanych peptydow yolkiny o dlugosci
od 7-23 reszt aminokwasowych w poréwnaniu z cala sekwencja witellogeniny I o dlugo$ci 1850
reszt aminokwasowych. Wynik ,,score” dla peptydow uzyskal wysoka warto$¢ wynoszaca 1099,12,
$wiadezy to o bardzo dobrym dopasowaniu wyszukiwanych peptydéw do sekwencji w bazie
Mascot.

W  eksperymencie wykazano rdéwniez obecno$¢ 12 peptydéw homologicznych do
witellogeniny I. Pokrycie sekwencji wyniosto 6,60% 1i jest to réwniez dobry wynik, poniewaz
zidentyfikowano peptydy yolkiny o dlugosci od 6-23 reszt aminokwasowych, natomiast taficuch
polipeptydowy witellogeniny I ma dlugo$é 1912 reszt aminokwasowych. Wynik ,score” dla
peptydow uzyskal réwniez wysoka warto$¢ wynoszaca 795,61, co $Swiadczy o bardzo dobrym
dopasowaniu wyszukiwanych peptydéw do sekwencji w bazie Mascot.

Dodatkowo, siedem peptydow wykazalo homologie do sekwencji aminokwasowej
owalbuminy, ktoéra jest bialkiem wystepujacym w duzej iloéci w kurzych jajach, stad wniosek, ze
yolkina mogla zosta¢ zanieczyszczona owalbuming podczas izolacji. Pokrycie sekwencji wynioslo
28,50%, wynik jest wysoki z racji duzo mniejszej dlugosci lancucha peptydowego albuminy
wynoszacego 386 reszt aminokwasowych. Wynik ,score” wyniést mniej niz w poprzednich
analizach (451,25) jednak wciaz jest to wynik §wiadczacy o dobrym dopasowaniu wynikow z baza
Mascot.

Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniejsze badania nad sktadem peptydowym yolkiny
i homologia do witellogeniny II. Ponadto wnosza dodatkowe informacje o zawartosSci peptydow
homologicznych do witellogeniny I i niewielkim zanieczyszczeniu owalbuming pochodzaca
z biatka kurzych jaj.
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Tabela 7.2 Wyniki uzyskane za pomoca techniki MS.

Biatko 1: Vitellogenin-2 OS=Gallus gallus OX=9031 GN=VTG2 PE=1 SV=1
Numer dostepu: VIT2_CHICK Wynik: 1099,12
Baza danych: SwissProt MW [kDa]: 204,70
Pokrycie sekwencji [%]: 9,70 % pl: 9,23
Liczba peptydow: 19
Modyfikacje: Karbamidomety! (Carbamidomethyl), Utlenianie (Oxidation)
Cmpd. | No. of | m/zmeas. A z Rt Wynik P Zakres Sekwencja Modyfikacja
Cmpds. mz [min]
570 6 542.7625| -2.56 2 175 270l 1 1579-1587 K. ARCSVSYNK.I Carbamidomethyl: 3
1314 2 429.1936| -2.55| 2 21.1 36.6] 0 1581-1587|R.CSVSYNK.I Carbamidomethyl: 1
2726 20 489.7839| -1.35| 2 27.3 46.0| 1 1588-1595|K.IKTFNEVK.F
974 17 4457314 -2.51 2 19.5 69.5] 0 1624-1632|K. SAGEATNLK.A
4656 2 715.4102| 8.47 2 35.4 224 1 1624-1637 K. SAGEATNLKAINIK.|
2280 4 888.9399| 1.54 2 25.3 63.4| 0 1638-1653|K.IGSHEIDMHPVNGQVK.L Oxidation: 8
3858 2 587.6317| 3.16| 3 32.0 326 0 1638-1653|K.IGSHEIDMHPVNGQVK.L
18232 11 737.4139( 4.80| 2 101.3 466 0 1702-1714(K.TITIQVPLWMAGK. T Oxidation: 10
11932 21 729.4167| 5.22 2 66.7 54.8] 0 1702-1714(K.TITIQVPLWMAGK.T
5326 13 | 1069.9330| 0.51| 2 38.2 95.1] 1 1715-1731|K. TCGICGKYDAECEQEYR.M Carbamidomethyl: 2, 5, 12
4663 26 681.7656( -2.07| 2 35.4 89.0] © 1722-1731|K.YDAECEQEYR.M Carbamidomethyl: 5
5688 1 1126.9827| -0.28| 2 39.7 55.9( 1 1722-1739|K.YDAECEQEYRMPNGYLAK.N Carbamidomethyl: 5; Oxidation: 11
9173 45 986.9796| 9.33[ 2 54.3 104.4| 0 1740-1756 K NAVSFGHSWILEEAPCR.G Carbamidomethyl: 16
2872 30 425.7543| -2.22 2 27.9 408 1 1764-1770|R.SFVKLEK.T
5232 30 509.2815| -1.70[ 2 37.8 711 0 1771-1780(K. TVQLAGVDSK.C
5892 33 562.7729| -1.75| 2 40.6 536 0 1781-1789|K.CYSTEPVLR.C Carbamidomethyl: 1
7642 9 1166.0686| 0.60| 2 47.8 80.7 © 1799-1820|K.TTPVTVGFHCLPADSANSLTDK. Carbamidomethyl: 10
Q
5 2 478.7288| -0.24| 2 12.6 253 1 1821-1827|K.QMKYDQK.S Oxidation: 2
4336 3 1080.7345| -2.80 3 34.1 225 1 1824-1850(K.YDQKSEDMQDTVDAHTTCSCENE  [Carbamidomethyl: 18, 20, 25
ECST.-
Biatko 2: Vitellogenin-1 OS=Gallus gallus OX=9031 GN=VTG1 PE=1 SV=1
Numer dostepu: VIT1_CHICK Wynik: 795,61
Baza danych: SwissProt MW [kDa]: 210,50
Pokrycie sekwencji [%]: 6,60 % pl: 9,16
Liczba peptydéw: 12
Modyfikacje: Karbamidomety! (Carbamidomethyl), Utlenianie (Oxidation)
Cmpd. | No. of | m/zmeas. A z Rt Wynik P Zakres Sekwencja Modyfikacje
Cmpds. mz [min]
3023 11 872.3934| 0.34| 2 285 727( 0 1664-1678|K.SCNVVVAQDCTEHPK.F Carbamidomethyl: 2, 10
378 1 535.2901| -1.83| 2 16.4 362 1 1685-1693|R.KVDHQSLSR.E
6233 13 638.8881| 5.18| 2 42.0 55.6] 0 1745-1756 (K. TVIVEAPIHGLK.N
71 7 532.2399| -0.63| 3 13.8 61.2| 2 1775-1788|R.GKTCGVCGNNDREK.H Carbamidomethyl: 4, 7
663 6 576.7286| -1.79| 2 17.9 521 0 1777-1786|K.TCGVCGNNDR.E Carbamidomethyl: 2, 5
391 6 705.2992| 1.06| 2 16.5 67.5( 1 1777-1788|K.TCGVCGNNDREK.H Carbamidomethyl: 2, 5
1039 3 624.8104| -1.53[ 2 19.8 54.9] 0 1789-1798 (K. HNELLMPNHK.L Oxidation: 6
7141 17 836.4064| -1.39| 3 45.7 713 1 1830-1851|K.LNRNPTIDGEESTCYSVDPVLK. Carbamidomethyl: 14
691 6 649.2816| -1.96 2 18.1 67.0 1 1852-1861|K.CMKDCTPIEK.T Carbamidomethyl: 1, 5; Oxidation: 2
2023 16 431.7018| -1.40( 2 24.2 342| 0 1855-1861|K.DCTPIEK.T Carbamidomethyl: 2
9682 13 637.3512| 4.08| 2 56.4 836 0 1874-1884|K.ATAVSLLEWQR.S
11517 5 1246.4731| 0.34| 2 64.7 320] o 1890-1912(K.SASEDVVESVDADIDCTCTGDCS Carbamidomethyl: 16, 18, 22
Biatko 3: Ovalbumin OS=Gallus gallus OX=9031 GN=SERPINB14 PE=1 SV=2
Numer dostepu: OVAL_CHICK Wynik: 451,25
Baza danych: SwissProt MW [kDa]: 42,90
Pokrycie sekwencji [%]: 28,50 % pl: 5,19
Liczba peptydéw: 7
Modyfikacje: Karbamidomety! (Carbamidomethyl), Utlenianie (Oxidation)
Cmpd. | No. of | m/z meas. A z Rt Wynik P Zakres Sekwencja Modyfikacje
Cmpds. mz [min]
10972 2 761.0703[ 6.17| 3 62.2 308 © 86-105(R.DILNQITKPNDVYSFSLASR.L
10392 5 762.0663| 7.03| 3 59.5 36.0] 1 106-123|R.LYAEERYPILPEYLQCVK.E Carbamidomethyl: 16
8563 11 844.4293[ 6.76| 2 51.7 1133 0 128-143|R.GGLEPINFQTAADQAR.E
11143 6 929.9948[ 8.86| 2 63.0 102.7| 0 144-159(R.ELINSWVESQTNGIIR.N
13093 1 1238.6549| -3.65 2 723 319 © 160-182(R.NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK Oxidation: 14
.G
14113 21 820.7829| 7.09| 3 77.6 60.0| © 160-182|R.NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK
.G
2990 2 887.4568| 4.07| 2 28.4 76.6( 0 324-340|K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
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7.2. Wybor pierwszego modelu badawczego — linia komoérkowa PC12

Glownym celem niniejszej pracy bylo zbadanie molekularnego mechanizmu dzialania
preparatu peptydowego yolkina w kontekscie produkeji i wydzielania czynnika neurotroficznego
BDNF oraz aktywacji szlakow sygnalowych z tym zwigzanych. Modelem komoérkowym czesto
wykorzystywanym w badaniach zwigzanych z aktywacja szlakow sygnalowych zaangazowanych
w procesy neuroprotekcji, neurosekrecji, synaptogenezy oraz neurotoksycznosci sa komorki
szczurzego guza chromochlonnego nadnerczy PC12 Tet-On (dalej nazywane PC12). Komorki te
maja neuroektodermalne pochodzenie oraz zdolno$¢ do fenotypowego rbdznicowania sie w
kierunku komoérek podobnych do neuronéw wspélczulnych w odpowiedzi na NGF. Ponadto
komorki PC12 nie posiadaja glownego receptora dla bialka BDNF — TrkB, co daje mozliwo$¢
zbadania bezpoSredniego wplywu yolkiny na aktywacje wewnatrzkomoérkowych szlakow
sygnatowych, prowadzacych do ekspresji Bdnf w komorce [239], [240].

7.2.1. Ocena wplywu yolkiny na przezywalno$¢ komorek PC12

Wplyw yolkiny (10, 100 i 150 yug/ml) na przezywalno$¢ komorek PCi12 oznaczono za
pomoca testu MTT. Kontrole stanowily komorki niestymulowane (NS), dla ktérych zywotnosé
przyjeto jako 100%.

Wykazano, ze yolkina w stezeniach 10 pug/ml oraz 100 ug/ml nie wplywa na zywotnosé
komoérek PC12, natomiast preparat w stezeniu 150 pg/ml wywolal nieznaczny (nieistotny) spadek
zywotno$ci komorek do 93% (Rys. 7.4).
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Rys.7.4 Wplyw yolkiny na przezywalnos$é komoérek PC12. Komorki PC12 stymulowano yolking (w stezeniach
10,1001 150 pg/ml) i inkubowano przez 24 godziny w 37°C, 5% CO-. Kontrole stanowily komoérki niestymulowane (NS).
Przezywalno$¢ komorek oceniano za pomoca testu MTT. Wyniki przedstawiono jako warto$é $rednia wraz
z warto$ciami min-max, obliczonymi dla 4 niezaleznych eksperymentoéw, wzgledem kontroli okreslonej jako 100%.
W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta.

7.3. Wplyw yolkiny na produkcje neurotrofiny BDNF przez komoérki PC12
7.3.1. Wplyw yolkiny na wydzielanie dojrzalej formy BDNF (m-BDNF)

Wyniki badan oceniajacych wplyw yolkiny na funkcje poznawcze u myszy
z eksperymentalnym modelem choroby Alzheimera oraz u starzejacych sie szczurow wykazaly, ze
yolkina poprawila zdolno$¢ uczenia sie i zapamietywania u tych zwierzat [237], [238]. Z tego
wzgledu kolejnym waznym krokiem w badaniach nad wplywem yolkiny na zaobserwowana
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poprawe funkcji poznawczych stalo sie wyjasnienie molekularnych podstaw jej dzialania. Wiele
badan wskazuje na to, iz neuroprotekcyjne oraz pro-kognitywne wlasciwosci substancji
wspierajacych uklad nerwowy wiaza sie z aktywacja szlakéw prowadzacych do zwiekszonej
ekspresji i wydzielania neurotrofin. Jednym z istotnych czynnikoéw neurotroficznych, pelniacym
istotna role w rozwoju i funkcjonowaniu OUN, w tym w procesach uczenia sie i tworzenia pamieci,
jest neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego — BDNF [91]. Biorac pod uwage role tego
czynnika w funkcjonowaniu ukladu nerwowego, w kolejnym etapie postanowiono zbada¢ wplyw
yolkiny (10 pg/ml i 100 pg/ml) na produkcje i wydzielanie bialka m-BDNF przez komoérki PCi2
za pomoca komercyjnie dostepnego testu ELISA (BDNF Emax ImmunoAssay Systems; Promega).

Wykazano, ze zaréwno kontrolne, niestymulowane komérki PCi12 (NS) jak i komorki
stymulowane yolking o stezeniu 10 pug/ml (yolio) nie wydzielaja m-BDNF do supernatantu.
Natomiast stymulacja yolking w dawce 100 ug/ml (yol100) spowodowala istotny wzrost produkeji
i wydzielenia m-BDNF przez komorki PC12 w iloéci ok. 300pg/ml (Rys.7.5 A).

Na podstawie wynikow testu MTT badajacego wplyw yolkiny na przezywalno$¢ komorek
PC12 oraz testu ELISA pozwalajacego zmierzy¢ poziom wydzielanego m-BDNF przez komorki
PC12 okre$lono stezenie yolkiny bezpieczne dla komorek, ktoére stymuluje je do produkeji
znaczacych iloéci bialka m-BDNF. W kolejnych eksperymentach do stymulacji komorek
stosowano yolkine o stezeniu 100 ug/ml.

Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie kinetyki wydzielania m-BDNF przez komérki PCi12
stymulowane yolking w stezeniu 100 ug/ml, z uzyciem testu ELISA.

Stymulacja komérek PC12 yolking (2-24 godziny) wykazala, ze wydzielanie m-BDNF przez
komorki wzrasta w czasie. Zaobserwowano, ze maksymalne wydzielanie m-BDNF (70pg/ml)
nastapilo po 6-ciu godzinach inkubacji z yolking. Po 24 godzinach zaobserwowano istotny spadek
poziomu wydzielanego m-BDNF (Rys.7.5 B).
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Rys. 7.5 Wplyw yolkiny na wydzielanie bialka m-BDNF przez komérki PC12. A. Komoérki PC12 stymulowano
yolking o stezeniu 10 pug/ml (yol10) i 100 pug/ml (yol100) przez 6 godzin w 37°C. Po tym czasie supernatanty zebrano
ioznaczono w nich stezenie BDNF [pg/ml] za pomoca testu ELISA przy uzyciu komercyjnego testu ELISA BDNF Emax
ImmunoAssay Systems (Promega) zgodnie z zaleceniami producenta. Kontrole stanowily komérki niestymulowane
(NS). Wyniki przedstawiono jako warto$¢ érednia stezenia BDNF [pg/ml] wraz z warto$ciami min-max, obliczonymi
dla 4 niezaleznych eksperymentoéw. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 vs.
kontrola (NS). B. Komérki PC12 stymulowano yolking o stezeniu 100 pg/ml przez 2, 6 oraz 24 godziny w 37°C. Po tym
czasie zebrano supernatanty i oznaczono w nich stezenie BDNF [pg/ml] za pomoca testu ELISA przy uzyciu
komercyjnego testu ELISA BDNF Emax ImmunoAssay Systems (Promega) zgodnie z zaleceniami producenta. Kontrole
stanowily komorki niestymulowane (NS). Wyniki przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji yolking (2-24 godziny)
od $redniego stezenia BDNF [pg/ml] w supernatancie, wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 3
niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny test t-Studenta. *p<0.05 vs.
kontrola (NS)

7.3.2. Wplyw yolkiny na bialkowy produkt ekspresji genu Bdnf

W celu sprawdzenia czy yolkina wplywa na ilo§¢ produktu ekspresji genu Bdnfna poziomie
bialka w komorkach PCi2 wykorzystano metode Western Blotting. Poniewaz maksymalne
stezenie biatlka m-BDNF wydzielanego przez komorki PCi12 obserwowane bylo po 6-godzinnej
stymulacji yolking, wewnatrzkomorkowe zmiany w poziomie biatka BDNF badano w czasie 1-6
godzin. Kontrole stanowilty komérki niestymulowane (NS).

Zaobserwowano, ze poziom bialka BDNF w komorkach PCi2 stymulowanych yolking
oscyluje w czasie (Rys.7.6). Po 1-godzinnej stymulacji yolking poziom pro-BDNF wzrost 1,4-
krotnie w poréwnaniu z kontrola (NS). Natomiast po 3 godzinach stymulacji yolking poziom
pro-BDNF spadl do poziomu kontroli, a potem ponownie wzrost 1,3-krotnie po 6 godzinach.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze stymulacja yolking powoduje wzrost produktu ekspresji genu Bdnf
w postaci bialka pro-BDNF (izoforma niedojrzala). Nie zaobserwowano natomiast obecnosci
izoformy m-BDNF (dojrzala izoforma) w komérkach PC12.

70



yolkina

2.0
% %k
g 1.5 *
=
b NS L
T 1.0 1
z NS yolkina
B
S 0.5+ pro-BDNF 28kDa
Q
f-alkfyma o 45KkDa
0.0- : |
1T 3 6 MW 1 3 6
czas stymulaciji .
[godziny] czas stymulacji

[godziny]

Rys 7.6. Wplyw yolkiny na wewnatrzkomoérkowy poziom bialka BDNF w komoérkach PCi2. Komorki
stymulowano yolkina (100 pg/ml) i inkubowano w 37°C w czasie 2-6 godzin. Lizaty komorkowe rozdzielano w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje P-aktyny oraz BDNF
przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kroliczych
przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z alkaliczng fosfataza. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny
substratéw (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-
rad), a nastepnie poddano analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki
przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji od $redniej krotnosci sygnatu uzyskanego dla préoby kontrolnej (komorki
niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 6 niezaleznych eksperymentéw. W analizie
statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 **p<0.001 vs. kontrola (NS)

7.4. Wplyw yolkiny na aktywacje czynnika transkrypcyjnego CREB w komérkach
PCi12

Ze wzgledu na wykazana zwiekszong iloé¢ produktu ekspresji genu Bdnf na poziomie
biatka w komérkach PC12 stymulowanych yolking, w kolejnych krokach sprawdzono, jakie $ciezki
sygnalowe ulegaja aktywacji prowadzac do tego efektu. Jednym z kluczowych czynnikow
transkrypcyjnych, ktory kontroluje ekspresje genu Bdnf oraz genéw kodujacych inne biatka
zaangazowane w przezycie komoérek nerwowych, a takze procesy plastycznosci synaptycznej
i tworzenie pamieci, jest czynnik transkrypcyjny CREB. Kluczowa role w jego aktywacji odgrywa
fosforylacja Ser133 przez kinazy wewnatrzkomoérkowe [129], [141]. W celu sprawdzenia czy
yolkina wplywa na wzrost aktywacji czynnika CREB w komérkach PC12 wykorzystano metode
Western Blotting. Oznaczono zmiany w poziomie fosforylacji Ser133 czynnika CREB
w komorkach PC12 inkubowanych z yolking w krétkim (15-90 minut) oraz dlugim (2-24 godziny)
czasie. Kontrole pozytywna stanowil czynnik neurotroficzny NGF.

Wykazano, ze w odpowiedzi na yolkine, w komoérkach PC12 zachodzi istotny wzrost
fosforylacji Ser133 czynnika CREB juz po 30 minutach inkubacji (w poréwnaniu do komorek
kontrolnych (NS)), ktéry utrzymywal sie do 12 godzin (Rys 7.7). Mozna zatem wnioskowac, ze
aktywacja czynnika CREB obserwowana w komorkach PCi12 w odpowiedzi na yolkine moze
utrzymywac sie bardzo dlugo, co moze mie¢ istotny wplyw zaréwno na regulacje ekspresji Bdnf,
jak rowniez innych gendéw istotnych dla funkcjonowania komoérek nerwowych.
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Rys. 7.7. Wplyw yolkiny na aktywacje czynnika CREB w komoérkach PC12. Komoérki stymulowano yolking
(100 pg/ml) i inkubowano w 37°C w czasie 15-90 minut oraz 2-24 godziny. Kontrole pozytywna stanowily komorki
traktowane NGF (100 ng/ml) przez 120 minut. Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje CREB oraz p-CREB (Ser133) przeprowadzono
z uzyciem swoistych przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kréliczych przeciwcial
drugorzedowych skoniugowanych z fosfataza alkaliczna. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny substratow
(NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-rad),
a nastepnie poddano analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki przedstawiono
jako zalezno$¢ czasu stymulacji od S$redniej krotnosci sygnalu uzyskanego dla proby kontrolnej (komorki
niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 5 niezaleznych eksperymentéw. W analizie

statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 **p<0.001 vs. kontrola (NS)

7.5. Wplyw yolkiny na aktywacje szlakow sygnalowych odpowiedzialnych za
fosforylacje czynnika transkrypcyjnego CREB w komorkach PCi12

W odpowiedzi na czynniki zewnatrzkomorkowe takie jak neuroprzekazniki, ligandy lub
czynniki wzrostu, w komorce nerwowej uruchamiane s3 mechanizmy prowadzace do aktywacji
kinaz bialkowych odpowiedzialnych za fosforylacje czynnika transkrypcyjnego CREB.
Najwazniejsze z nich obejmuja:

e szlaki sygnalowe zalezne od wzrostu wewnatrzkomorkowego poziomu jonéw wapnia

e szlaki sygnalowe zalezne od wzrostu wewnatrzkomorkowego poziomu cAMP
i aktywacji kinazy PKA,

e szlak zalezny od kinaz PI3K/AKT

e szlak zalezny od aktywacji kinaz MAP (ERK1/2).

Wymienione szlaki prowadza do aktywacji czynnika CREB, a takze zwiekszonej ekspresji Bdnf.

Odgrywaja one rowniez istotna role w regulacji procesow przezyciowych komorek, neurogenezie,
neurytogenezie, a takze tworzeniu pamieci dlugotrwalej [129], [133].
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Kolejnym krokiem w badaniach bylo sprawdzenie czy wyzej wymienione szlaki sygnalowe,
odpowiedzialne za aktywacje czynnika CREB i ekspresje Bdnf, sa aktywowane przez kompleks
yolkina.

7.5.1. Wplyw yolkiny na wewnatrzkomérkowy poziom jonéw wapnia

Do wzrostu wewnatrzkomorkowego poziomu jonéw wapnia moze doj$¢ w wyniku napltywu
jonow wapnia przez blonowe kanaly jonowe lub kanaly bramkowane ligandem jak réwniez
poprzez uwolnienie jon6w wapnia zmagazynowanych w retikulum endoplazmatycznym (ER)
[162]. W celu zbadania wplywu yolkiny na wnikanie jonéw wapnia do komorki przez kanaly
blonowe w eksperymencie uzyto buforu zawierajacego jony wapnia. Natomiast, aby zbada¢ czy
yolkina wplywa na uwalnianie jonéw wapnia z retikulum endoplazmatycznego, w eksperymencie
uzyto buforu pozbawionego jonéw wapnia. Komorki PC12 stymulowano yolking (100 pg/ml)
i obserwowano zmiany fluorescencji w czasie. Kontrole pozytywna stanowila trifluoperazyna
(TFP; 200 uM), ktora aktywuje zaréwno kanaly jonowe dla Ca2+, jak i uwalnianie Ca2*
zmagazynowanego w ER.

Inkubacja komorek PC12 z TFP spowodowala istotny wzrost fluorescencji, co wskazuje na
wzrost wewngtrzkomoérkowego stezenia jonéow wapnia w komorkach PCi2. Efektu tego nie
zaobserwowano natomiast dla komorek stymulowanych yolking, ktére wykazaly niski poziom
fluorescencji, taki sam jak dla komorek niestymulowanych (NS) (Rys. 7.8 A i B). Mozna zatem
wnioskowaé, ze yolkina pozostaje bez istotnego wplywu zaré6wno na aktywno$¢ kanalow
blonowych regulujacych napltyw jonéw wapnia ze $rodowiska zewnetrznego, jak i uwalnianie Ca2+
zmagazynowanego w ER.
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Rys. 7.8. Wplyw yolkiny na wewnatrzkomorkowy poziom jonéw wapnia w komoérkach PC12. Zawiesine
komoérek PC12 inkubowano z buforem reakcyjnym (zawierajacym lub pozbawionym jonéw Ca2*) oraz z indykatorem
fluorescencyjnym Fluo-4 AM, w ciemnosci przez 30 minut w 37°C w probéwce typu Eppendorf. Po inkubacji, na 96-
dotkowsa czarna plytke naniesiono po 100 pl inkubowanej zawiesiny komorek i rozpoczeto pomiar fluorescencji przy
dlugosci fali wzbudzania 494 nm i emisji 516 nm. Przez pierwszych 35 minut mierzono warto$é fluorescencji
w komdrkach niestymulowanych (NS), az do momentu jej stabilizacji. Nastepnie komérki stymulowano yolkina (100
pg/ml) lub TFP (200 pM) i mierzono zmiany fluorescencji przez kolejne 60 minut. Pomiar fluorescencji w czasie
wykonano w czytniku Synergy H4 Hybrid Reader (Biotek, Winooski, USA). Wyniki przedstawiono jako zalezno$é czasu
trwania eksperymentu od $redniej wartoéci fluorescencji (RFU) wraz ze standardowym bledem pomiaru (SEM),
zmierzonymi dla 3 niezaleznych eksperymentow.
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7.5.2. Wplyw yolkiny na wewnatrzkomérkowy poziom cAMP i aktywacje kinazy
PKA

Kolejna czasteczka, ktéra moze uczestniczy¢ w regulacji ekspresji Bdnf zaleznej od
czynnika CREB jest cAMP. Zwigzanie zewnatrzkomoérkowego liganda z receptorami
powierzchniowymi GPC powoduje aktywacje cyklazy andenylanowej i wzrost poziomu cAMP
w komoree [246]. W $ciezce sygnalowej niezaleznej od bialka G synteza cAMP zachodzi poprzez
aktywacje rozpuszczalnej AC przez wodoroweglan (HCOj5") i jony wapnia [150]. W celu zbadania
zmian w poziomie cyklicznego AMP w komorkach PCi2 traktowanych yolking, wykorzystano
metode ELISA. Jako kontrole pozytywna uzyto adenozyne (25 uM), ktéra powoduje wzrost cAMP
w komorkach nerwowych, w $ciezce zaleznej od aktywacji receptoréw GPC.

Zaobserwowano, ze stymulacja komérek PCi2 adenozyna spowodowala 250% wzrost
wewnatrzkomoérkowego stezenia cAMP w poréwnaniu do komérek kontrolnych (NS), dla ktorych
poziom oznaczono jako 100%. W komorkach PCi2 stymulowanych yolking zaobserwowano
tendencje wzrostowa wewnatrzkomoérkowego stezenia cAMP juz po 15 minutach inkubacji (Rys.
7.9). Wzrost ten osiaggnal poziom istotny statystycznie dopiero po 60 minutach inkubacji i wyniost
0 33 % wiecej w stosunku do poziomu cAMP w komoérkach kontrolnych niestymulowanych (NS).
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Rys.7.9. Wplyw yolkiny na wewnatrzkomorkowy poziom cAMP w komoérkach PCi2. Komérki PCi2
traktowano yolking (100 pg/ml) przez 15, 30 i 60 minut. Kontrole pozytywna stanowily komorki traktowane adenozyna
(Ade; 25 uM) przez 30 minut. Kontrole negatywng stanowily komorki niestymulowane (NS). Po zakonczeniu stymulacji
reakcje przerywano inkubujac plytke przez 5 minut w 99°C. Stezenie wewngtrzkomoérkowego cAMP wyznaczono za
pomoca testu ELISA. Wyniki przedstawiono jako $redni wzrost stezenia cAMP (%) w komoérkach stymulowanych
wzgledem stezenia cAMP w komoérkach kontrolnych, niestymulowanych (NS), obliczonego dla 5 niezaleznych
eksperymentow. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 vs. kontrola (NS).

Glownym bialkiem efektorowym cAMP jest kinaza PKA, ktéra fosforyluje miedzy innymi
Ser133 czynnika CREB, co moze prowadzi¢ do wzrostu ekspresji Bdnf [246]. Wzrost
wewnatrzkomoérkowego poziomu cAMP bierze udzial w aktywacji kinazy PKA, poprzez
umozliwienie odlgczenia sie jej jednostki katalitycznej od jednostki regulatorowej. Aktywnosé
katalityczna PKA moze by¢ dodatkowo regulowana przez fosforylacje, najbardziej powszechna jest
fosforylacja reszty treoniny (Thri197) przez kinazy z rodziny PDK1 [247]. W kolejnym kroku
sprawdzono czy zmiany w poziomie cAMP indukowane yolking maja wplyw na zmiane poziomu
fosforylacji kinazy PKA. W tym celu wykorzystano technike Western Blotting z wykorzystaniem
swoistych przeciwcial. Kontrole pozytywna stanowily komérki traktowane NGF (100 ng/ml).
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Zaobserwowano, ze stymulacja komérek PCi2 yolking spowodowala 1,3-krotny wzrost
fosforylacji Thr197 kinazy PKA juz po 15 minutach inkubacji, w poréwnaniu z poziomem
fosforylacji w komorkach niestymulowanych (NS) (Rys. 7.10). Najwyzsza aktywacje
zaobserwowano po 120 minutach stymulacji yolking (1,6-krotny wzrost).
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Rys.7.10. Wplyw yolkiny na aktywacje PKA w komoérkach PC12. Komorki stymulowano yolking (100 ug/ml)
iinkubowano w 37°C w czasie 15-120 minut. Kontrole pozytywna stanowily komorki traktowane NGF (100 ng/ml) przez
120 minut. Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych i przenoszono
na nitroceluloze. Detekcje PKA oraz p-PKA (Thrigy) przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwcial
pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kroéliczych przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych
z fosfataza alkaliczna. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny substratéw (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem
skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-rad), a nastepnie poddano analizie
densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji
od $redniej krotno$ci sygnatu uzyskanego dla préby kontrolnej (komorki niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem
standardowym, obliczonymi dla 4 niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny
test t- Studenta. *p<0.05 vs. kontrola (NS)

7.5.3. Wplyw yolkiny na aktywacje szlaku kinaz PI3K/AKT

Kolejnym szlakiem sygnalowym odpowiedzialnym za regulacje ekspresji Bdnf jest szlak
zalezny od aktywacji kinazy PI3K, ktorej gtownym efektorem jest kinaza AKT. Za pomocg techniki
Western Blotting z uzyciem swoistych przeciwcial, zbadano zmiany w poziomie fosforylacji Ser473
kinazy AKT, w komorkach PC12 inkubowanych z yolking. Komérki inkubowano z yolking w czasie
od 15 minut do 24 godzin. Kontrole pozytywna stanowily komérki traktowane NGF (100 ng/ml),
ktory aktywuje fosforylacje Ser473 kinazy AKT.

Zaobserwowano istotny, 1,65-krotny wzrost fosforylacji Ser473 kinazy AKT po 60
minutach inkubacji z yolking w poréwnaniu z fosforylacja AKT obserwowana w komorkach
niestymulowanych (NS) (Rys.7.11). Aktywacja AKT utrzymywala sie przez 6 godzin stymulacji
yolking, osiggajac maksimum po 2 godzinach (1,8-krotny wzrost). Ponadto, zgodnie
z oczekiwaniem, w komorkach stymulowanych NGF obserwowano 3-krotny wzrost fosforylacji
kinazy AKT, w por6wnaniu z komorkami niestymulowanymi.
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Rys. 7.11. Wplyw yolkiny na aktywacje AKT w komoérkach PC12. Komoérki stymulowano yolking (100 ug/ml)
iinkubowano w 37°C w czasie 15-90 minut oraz 2-24 godziny. Kontrole pozytywna stanowity komérki traktowane NGF
(100 ng/ml) przez 120 minut. Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje AKT oraz p-AKT (Ser473) przeprowadzono z uzyciem
swoistych przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kréliczych przeciwcial drugorzedowych
skoniugowanych z fosfataza alkaliczng. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny substratow (NBT i BCIP)
i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-rad), a nastepnie poddano
analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki przedstawiono jako zalezno$é czasu
stymulacji od $redniej krotnosci sygnalu uzyskanego dla proby kontrolnej (komoérki niestymulowane, NS) wraz
z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 7 niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano
parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 vs. kontrola (NS)

7.5.4. Wplyw yolkiny na aktywacje kinaz ERK1/2

Kolejnym z rozwazanych szlakow, ktory moze by¢ aktywowany przez yolkine, prowadzac do
aktywacji czynnika CREB, jest szlak zalezny od kinaz ERK1/2. W tym celu komorki PCi2
stymulowano yolking i zbadano jej wplyw na poziom fosforylacji Thr202 oraz Tyr204 w kinazach
ERK1/2, stosujac technike Western Blotting. Kontrole pozytywna stanowily komoérki traktowane
NGF (100 ng/ml).

Krétkotrwala stymulacja komérek PC12 yolking w czasie od 15 do 90 minut spowodowala
obnizenie poziomu fosforylacji kinaz ERK1/2 o 30-50% w poréwnaniu z obserwowanym
poziomem fosforylacji w komorkach niestymulowanych (NS) (Rys.7.12). Po 2 godzinach
stymulacji yolking zaobserwowano tendencje wzrostowa fosforylacji ERK1/2. Natomiast dopiero
po 12 i 24 godzinach stymulacji komoérek PCi2 z yolking zauwazono prawie 2-krotny wzrost
fosforylacji.
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Rys. 7.12. Wplyw yolkiny na aktywacje ERK1/2 w komoérkach PC12. Komérki stymulowano yolking (100
pug/ml) i inkubowano w 37°C w czasie 15-90 minut oraz 2-24 godziny. Kontrole pozytywna stanowily komoérki
traktowane NGF (100 ng/ml) przez 120 minut. Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje ERK1/2 oraz p-ERK1/2 (Thr2o2, Tyr204)
przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kréliczych
przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z fosfataza alkaliczng. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny
substratow (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-
rad), a nastepnie poddano analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki
przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji od Sredniej krotno$ci sygnatu uzyskanego dla proby kontrolnej (komorki
niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 5 niezaleznych eksperymentow. W analizie
statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 vs. kontrola (NS)

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan nad wplywem yolkiny na aktywacje szlakéw
sygnalowych zaangazowanych w aktywacje czynnika transkrypcyjnego CREB odpowiedzialnego
za regulacje ekspresji Bdnf, pozwolily okreslic potencjalny mechanizm dzialania yolkiny.
Wykazano, ze yolkina nie powoduje zmian w wewnatrzkomérkowym poziomie jonéw wapnia
w komorkach PCi12, aktywuje natomiast wewnatrzkomorkowa synteze cAMP oraz aktywacje
cAMP-zaleznej kinazy PKA w komorkach PC12. Ponadto, yolkina jest zdolna do aktywacji szlaku
kinaz PI3K/AKT. Nie wykazano jej udzialu we wczesnej aktywacji kinaz ERK1/2. Co ciekawe,
wzrost fosforylacji kinaz ERK1/2 zaobserwowano dopiero po 12 godzinach inkubacji komorek
PC12 z yolkina.
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7.6. Wplyw yolkiny na morfologie komorek linii PC12

W kolejnym etapie badan sprawdzono wplyw yolkiny na proces tworzenia wypustek
nerwowych z uzyciem mikroskopu Swietlnego. Powstanie wypustek nerwowych (aksonéw
i dendrytéw) umozliwia tworzenie synaps i polaczen z innymi komérkami nerwowymi w procesie
synaptogenezy. Komorki PC12 réznicowano yolking w kierunku neuronéw przez 7 dni. Kontrole
pozytywna stanowily komorki traktowane neurotrofing NGF, ktora w komoérkach PC12 indukuje
wzrost neurytow. Zmiany produktu ekspresji genu Synapsyny I na poziomie bialka (marker
synaptogenezy) zbadano za pomoca techniki Western Blotting.

Zgodnie z oczekiwaniem zaobserwowano, ze komoérki PC12 traktowane NGF utworzyly
wypustki nerwowe widoczne w mikroskopie $wietlnym z kontrastem fazowym (Rys.7.13 B).
W przypadku stymulacji yolkina nie zaobserwowano zmian w morfologii komorek PCi2
i utworzeniu wypustek nerwowych (Rys.1.13 C). Ponadto, analiza poziomu markera biatkowego
synaptogenezy — Synapsyny I, wykazata brak wplywu yolkiny na jego ekspresje (Rys.7.13 D).
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Rys.7.13. Wplyw yolkiny na tworzenie wypustek nerwowych oraz synaps w komoérkach PC12. Komoérki
stymulowano NGF (100 ng/ml) (B) lub yolking (100 pg/ml) (C) przez 7 dni. Po tym czasie obserwowano zmiany
w morfologii komoérek w mikroskopie §wietlnym (Leica DM IRE2) z kontrastem fazowym i sporzadzono dokumentacje
fotograficzna. Kontrole negatywna stanowily komorki niestymulowane (NS) (A). Odcinek skalujacy 50 um Badajac
wplyw yolkiny na produkt ekspresji genu Synapsyny I na poziomie biatka, komorki PC12 stymulowano yolking (100
pg/ml) i inkubowano w 37°C przez 24, 48, lub 72 godziny (D). Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje Synapsyny I oraz 3-aktyny
przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kroliczych
przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z fosfataza alkaliczng. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny
substratow (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-
rad), a nastepnie poddano analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki
przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji od $redniej krotnoéci sygnaltu uzyskanego dla proby kontrolnej (komorki
niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 3 niezaleznych eksperymentow. W analizie
statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta.
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Sprawdzono réwniez, czy yolkina wplywa na poziom biatkowych produktow ekspresji
gendbw NeulN (marker dojrzalych neuronéw) oraz MAP-2 (marker dendrytyczny), ktore sa
markerami neurogenezy. W tym celu zastosowano technike Western Blotting. Komérki PC12
stymulowano yolking przez 24, 48 oraz 72 godziny. Nie wykazano istotnych zmian w poziomie
biatkowych produktéw ekspresji badanych genow (Rys.7.14).
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Rys.7.14. Wplyw yolkiny na poziom bialkowych produktow ekspresji genéw NeuN oraz MAP-2
w komoérkach PC12. Komoérki PC12 stymulowano yolkina (100 pg/ml) i inkubowano w 37°C w czasie 24, 48, lub 72
godzin. Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych i przenoszono na
nitroceluloze. Detekcje NeuN, MAP-2 oraz [-aktyny przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwcial
pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kroliczych przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych
z fosfataza alkaliczna. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny substratéw (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem
skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-rad), a nastepnie poddano analizie
densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji
od $redniej krotno$ci sygnatu uzyskanego dla proby kontrolnej (komoérki niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem
standardowym, obliczonymi dla 3 niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny
test t- Studenta.

Z obserwacji wynika, ze yolkina nie wplywa na proces powstawania wypustek nerwowych
i synaps w komorkach PC12, pozostaje tez bez wplywu na poziom biatkowych produktéw ekspresji
genow zwigzanych z neurogenezg.

7.7. Wplyw yolkiny na regulacje stresu oksydacyjnego

Wraz z wiekiem, w wyniku dzialania wolnych rodnikéw wzrasta liczba uszkodzonych
makroczasteczek, ktore wplywaja na pogorszenie funkcjonowania organizmu. Mdézg jest bardzo
wrazliwym organem na stres oksydacyjny miedzy innymi ze wzgledu na intensywny metabolizm
tlenowy, duza zawarto$¢ lipidow, wysokie zapotrzebowanie na energie oraz slaba aktywnos$é
antyoksydacyjna [40]. Zatem rola stresu oksydacyjnego w procesie starzenia mozgu jest bardzo
istotna. Wykazano, ze substancje, ktore posiadaja potencjalne wlaéciwoSci neuroprotekcyjne
moga by¢ réwniez antyoksydantami [248]. Z tego wzgledu w kolejnym etapie badan sprawdzono
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czy kompleks peptydowy yolkina posiada wlasciwosci antyoksydacyjne oraz/lub czy jest zdolny
do aktywacji systemu antyoksydacyjnego i obnizania poziomu wolnych rodnikow tlenowych.

7.7.1. Wplyw yolkiny na wewnatrzkomoérkowy poziom ROS w komoérkach PC12

W celu okreslenia zdolnosci yolkiny do hamowania indukcji stresu oksydacyjnego
w komorkach PCi2, zbadano jej wplyw na wewnatrzkomérkowy poziom wolnych rodnikéow
tlenowych poprzez pomiar utleniania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA). H.O,
posiadajacy zdolno$¢ przenikania przez blone komorkowa stanowil zewngtrzkomoérkowe Zrodlo
wolnych rodnikéw. Jako kontrole pozytywna uzyto Troloxu, ktory jest pochodng witaminy E
o silnym dzialaniu antyoksydacyjnym.

W pierwszym etapie badan zaobserwowano, ze yolkina nie indukuje w komoérkach PC12
zmian w wewnatrzkomorkowym poziomie ROS, ich poziom utrzymywal sie na poziomie bliskim
zera, analogicznie do komorek niestymulowanych (NS) (Rys.7.15 A). Nastepnie wykazano, ze
potraktowanie komorek PC12 H,O, spowodowato wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu ROS,
skutkujacego istotnym wzrostem fluorescencji sondy DCF. Efektu tego nie obserwowano
natomiast, kiedy H.O. podano komérkom wraz z Troloxem, co $wiadczy o szybkiej neutralizacji
powstajacych ROS w komorce. W celu okre§lenia regulatorowego wplywu yolkiny na
wewnatrzkomoérkowy poziom ROS, komoérki PC12 inkubowano z H.O. podanym jednocze$nie
z yolking. Zaobserwowano istotny spadek fluorescencji sondy DCF o 25%, 18%, 23% oraz 27%
odpowiednio dla stezenia yolkiny 0.1, 1, 10, 100 pg/ml (Rys.7.15 B). Wyniki te sugeruja, ze
kompleks yolkina jest zdolny do regulacji mechanizméw obrony antyoksydacyjne;j.
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Rys. 7.15 Wplyw yolkiny na H.0:-zalezna indukcje wewnatrzkomérkowej akumulacji ROS
w komérkach PCi12. A. Komérki PC12 inkubowano z yolking (0.1-100 pg/ml), Troloxem (10 uM) lub H»0- (75 uM)
przez 60 minut w 37°C przy 5% CO-. Kontrole pozytywna stanowil 75 uM H»0-. Kontrole negatywna stanowily komorki
niestymulowane (NS). B. Komorki PC12 inkubowano z yolking (0.1-100 pg/ml) podang réwnoczeénie z 75 uM H20-
przez 60 minut w 37°C przy 5% CO-. Kontrole pozytywna stanowit 75 uM H»0-. Kontrole negatywna stanowily komorki
niestymulowane (NS). Probe referencyjna stanowily komorki traktowane 75 uM H.O» w obecno$ci 10 pM Troloxu.
Intensywno$¢ fluorescencji mierzono przy wzbudzeniu/emisji przy 485 nm/527 nm w czytniku Enspire™ 2300 (Perkin
Elmer, Waltham, USA). Obserwowane zmiany wyrazono w % wzgledem kontroli pozytywnej (H=0:), dla ktorej
odczytang fluorescencje okreslono jako 100%. Wyniki przedstawiono jako warto$é $rednig wraz z warto$ciami min-

max, obliczonymi dla 4 niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny test
t- Studenta. *p<0.05 vs. H20
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7.7.2. Wplyw yolkiny na ekspresje enzymow antyoksydacyjnych w komorkach PC12

Kluczowa role w obronie przed stresem oksydacyjnym stanowig enzymy antyoksydacyjne
takie jak dysmutaza ponadtlenkowa cytozolowa (Cu/Zn-SOD) oraz mitochondrialna (Mn-SOD)
[36]. Z tego wzgledu, stosujac metode iloSciowej reakcji tancuchowej polimerazy (real-time PCR),
zmierzono wplyw yolkiny na poziom ekspresji mRNA genéw kodujacych bialka zwigzane z obrona
antyoksydacyjnga w komoérkach PC12. Kontrole pozytywna stanowil 75 uM roztwoér H.O., ktory
jest aktywatorem stresu oksydacyjnego w komorkach.

Wykazano, ze w komorkach PC12 traktowanych 75 uM H.O. — bedacym bezposrednim
zrodlem ROS oraz induktorem stresu oksydacyjnego zachodzi wzrost ekspresji Cu/Zn-SOD (1,5-
krotny) oraz Mn-SOD (1,6-krotny), co §wiadczy o uruchomieniu w komérkach systemu obrony
antyoksydacyjnej (Rys.7.16). Sam kompleks yolkina réwniez powodowal prawie 1,5-krotny wzrost
poziomu ekspresji mRNA dysmutazy ponadtlenkowej, zaréwno formy -cytozolowej jak
i mitochondrialnej, mimo, iz nie jest induktorem stresu oksydacyjnego. W celu zbadania
regulatorowego dzialania yolkiny, komoérki PCi2 inkubowano z H,O, podanym jednocze$nie
z yolking. Wykazano, ze yolkina podawana komérkom wraz z H.O. powoduje 1,6-krotny wzrost
ekspresji mRNA Cu/Zn-SOD oraz Mn-SOD w poréwnaniu z poziomem ekspresji w komérkach
niestymulowanych (NS). Nie zauwazono istotnych réznic miedzy stymulacja komoérek PCi2
samym H.O., a H.O. podanym z yolkina.

A. B.
*
2.5 2.5 —
%k %%
. o a * —
'Z,_"Q 2.0 *ok k — ‘wn 2.0
£o — o 8 T
o o
N ~ - nw -
fé 1.5 1 £ ; 1.5
g0 € <
3 g 1.0 3 3 1.0
3‘5 Z‘nE!
© ©
— E . — -
& 0.5 § 0.5
0.0"' T T 0.0- T T
& 2 Y 2 & 2 Y 2
AR NI RUAS
3 % D) )
Qv oV
DolZ Y

Rys.7.16 Wplyw yolkiny na ekspresje mRNA Cu/Zn-SOD (A) oraz Mn-SOD (B) w komoérkach PCi2.
Komoérki PC12 stymulowano yolking (100 pg/ml), H20- (75 uM) oraz yolking (100 pg/ml) i H.0O- (75 pM) podanymi
jednoczeénie przez 60 minut. Kontrole negatywna stanowily komérki niestymulowane (NS). Nastepnie z komorek
izolowano calkowite RNA, ktore poddano odwrotnej transkrypcji i przeprowadzono reakcje real-time PCR. Analize
ekspresji badanych genéw prowadzono z zastosowaniem metody 2-(AACT) wzgledem genu referencyjnego Gapdh.
Wyniki przedstawiono jako $rednia relatywna ekspresje mRNA Cu-SOD i Mn-SOD wzgledem kontroli, wraz
z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 7 niezaleznych eksperymentow. W analizie statystycznej wykorzystano
parametryczny test t-Studenta. *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0001 vs. kontrola (NS)

7.7.3. Pomiar aktywnoS$ci przeciwutleniajacej yolkiny
Ocene zdolnosci yolkiny do neutralizacji wolnych rodnikéw przeprowadzono z uzyciem

roztworu stabilnego rodnika DPPH (rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowy). Aktywno$¢
przeciwutleniajaca yolkiny okre§lono za pomoca metody FRAP, ktéra okreSla zdolnosé
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redukowania stopnia utlenienia jonéw zelaza Fe(III) do Fe(II). Natomiast zdolno$¢ yolkiny do
chelatacji jonéw zelaza zbadano uzywajac roztworu FeCl. oraz ferrozyny.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze kompleks peptydowy yolkina nie posiada
aktywnosci przeciwutleniajacej (Tabela 7.3). Yolkina nie posiada cech antyoksydanta: nie jest
zdolna do usuwania rodnika DPPH oraz redukcji jonéw Fe(III) do Fe(II) (FRAP). Zaobserwowana
zdolnos¢ yolkiny do chelatacji jonow Fe(II), ktora wynioslta 1,396 [ug Fe2*] dla dawki 100 pg/ml,
jest rdwniez bardzo niska i nie §wiadczy o potencjale antyoksydacyjnym yolkiny.

Tabela 7.3. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca yolkiny.

Stezenie yolkiny | Aktywno$é wobec Zdolnosé¢ Zdolnos$é do
[ng/ml] DPPH [pM chelatacji Fe(II) redukcji Fe(III)
Troloxeql [ug Fez*] do Fe(II) [ug Fez*]
0,1 0,005 + 0,004 0+0 0+0
1 0,007 £ 0,001 0,157 + 0,136 0+0
10 0,006 + 0,001 0,157 + 0,272 0+0
100 0%0 1,396 + 0,165 0,015 + 0,007

7.8.Wplyw yolkiny na toksyczne dzialanie Af1-42 w komérkach PCi12

W warunkach fizjologicznych uwalniane s3 monomery bialka amyloidu beta 1-42
(AP1-42), ktore nie wykazuja dzialania toksycznego lecz neurotroficzne. Natomiast w warunkach
patologicznych lub w wyniku starzenia, produkcja AP1-42 wzrasta, a efektywnos$¢ jego usuwania
spada, co prowadzi do jego nadmiernej akumulacji i tworzenia toksycznych i nierozpuszczalnych
agregatow [26]. Agregaty AB1-42 gromadza sie w roznych regionach mozgu i stanowiag kluczowy
czynnik patologiczny prowadzacy do degeneracji komérek nerwowych [49], [51]. W zwigzku
z tym celem kolejnych badan bylo sprawdzenie zdolnosci yolkiny do hamowania toksycznego
wplywu AB1-42 na komorki PC12.

7.8.1. Wplyw yolkiny na przezywalnos$é¢ i morfologie komorek PCi12 traktowanych
AB1-42

Celem badan bylo sprawdzenie, czy kompleks yolkina jest zdolny do ochrony
przezywalno$ci komérek PCi2 traktowanych toksycznym biatkiem AP1-42. W celu okreslenia
stopnia zywotno$ci komoérek uzyto testu MTT.

Wyniki testu MTT wykazaly, ze po 24 godzinnej inkubacji, agregowany AB1-42 (20 uM)
obnizal zywotno$¢ komorek PCi12 do 61% wzgledem komoérek kontrolnych, niestymulowanych
(NS), dla ktérych zywotno$¢ przyjeto jako 100% (Rys. 7.17A). Z kolei inkubacja komoérek PC12
z agregowanym Af1-42 podanym jednocze$nie z yolking powodowala wzrost ich przezywalnosci
do 72% (dla yolkiny 100ug/ml) oraz 80% (dla yolkiny 150ug/ml).

W celu zbadania wplywu yolkiny na ochrone wypustek nerwowych komorki PCi2
zroznicowano do komoérek nerwowych w obecnos$ci NGF w ciagu 5 dni. Nastepnie komorki
potraktowano Af1-42 (20 uM) w obecno$ci i nieobecnosci yolkiny. Zmiany w morfologii komorek
obserwowano w mikroskopie §wietlnym z kontrastem fazowym.

Z obserwacji prowadzonych w mikroskopie $§wietlnym na zréznicowanych komorkach
PC12 wynika, ze komorki traktowane agregowanym AP1-42 utracily utworzone przez siebie
wypustki, a ich cialo komorkowe skurczylo sie, tracac wydtuzony ksztalt (Rys. 7.17 C). Obecnoéc
yolkiny czeSciowo hamowala proces degeneracji wypustek nerwowych indukowany AB1-42 (Rys.
7.17 D, zaznaczone czerwona strzatka).

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan sugeruja, ze kompleks polipeptydowy yolkina
moze posiada¢ zdolno$¢ do ochrony komoérek nerwowych przed toksycznym dzialaniem
gromadzacych sie agregatow biatka AB1-42.

83



A. test MTT = =r=

150

—_- —_— & =

2 100 S i
2 E E’ir Bt SR e
2 SagA=C )

g “ 5 Y

2 50 . =~

S < ,

B. Komérki kontrolne

& WP R 9.8 SO = |
YQ‘ & & = { (7 ('?‘.“’* 0
) ) & S Draeih o |
» Q&" '('! R
SHE i T GO R g R v
5/ e
52 3 ) ;‘:‘} S
& o s
= ,Q\,‘;\ ,,‘J#\A \q}x’j =

D. AB42 (20 uM) + yolkina 150 pg/ml

Rys.7.17 Wplyw yolkiny na przezywalno$é¢ i morfologie komorek PC12. (A). Komérki PC12 stymulowano
agregowanym Af1-42 (20 uM) oraz yolkina (100 pg/ml lub 150 pg/ml) w obecno$ci AB1-42 (20 uM) i inkubowano przez
24 godziny w 37°C, 5% CO-. Kontrole negatywna stanowily komoérki kontrolne, niestymulowane. Prébe odno$nikowa
stanowily komoérki inkubowane z samym AP1-42. Przezywalno$¢ komoérek oceniano za pomoca testu MTT. Wyniki
przedstawiono jako $rednia warto$¢ zywotno$ci komoérek wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 4
niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. #p<0.05 vs.
kontrola (NS); *p<0.05 vs. AB42 B) Komoérki PC12 r6znicowano z uzyciem NGF przez 5 dni w medium réznicujgcym
obserwujac tworzenie wypustek nerwowych (zaznaczone czerwona strzatka). Po tym czasie komoérki stymulowano
agregowanym 20 UM AB1-42 (C) oraz yolking (150 pug/ml) w obecnosci 20 uM AB1-42 (D) i inkubowano przez 24
godziny w 37°C, 5% CO-. Zmiany w morfologii komoérek obserwowano w mikroskopie §wietlnym (Leica DM IRE2) przy
powiekszeniu 20x, z kontrastem fazowym i sporzadzono dokumentacje fotograficzna. Odcinek skalujacy 50 um;

7.8.2. Wplyw yolkiny na agregacje ApB1-42

Wyniki uzyskane w punkcie 7.8.1 sugeruja, ze kompleks peptydowy yolkina posiada
zdolno$¢ do ochrony komorek nerwowych przed toksycznym dzialaniem gromadzacych sie
agregatow bialka AP1-42. Dlatego, w nastepnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢ czy
yolkina moze hamowaé proces agregacji Af1-42. W tym celu wykorzystano dwie metody: metode
fluorescencyjna z uzyciem barwnika Tioflawiny T (ThT) oraz technike transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM).

Roztwor ThT inkubowano z monomerami Af1-42 (20 uM) w obecno$ci lub nieobecno$ci
yolkiny (100 pg/ml). Roztwor zawierajacy sam AB1-42 (20 uM) inkubowany z ThT wykazal wysoki
poziom fluorescencji juz na poczatku pomiaréw ok. 5000 RFU. Powodem tak wysokiego poziomu
fluorescencji w poczatkowych punktach pomiarowych moze by¢ bardzo szybki proces
przytaczenia barwnika ThT do amyloidu, ale rowniez trudno$¢ w calkowitym rozbiciu AB1-42 na
monomery w etapie przygotowan. Nastepnie, poziom fluorescencji wzrést logarytmicznie do
wartoSci okolo 14000 RFU po 33 godzinach inkubacji amyloidu z ThT. Wzrost poziomu
fluorescencji Swiadczy o powstaniu agregatow i przylaczaniu sie do nich barwnika ThT (niebieska
krzywa na wykresie) (Rys. 7.18). Natomiast inkubacja yolkiny (100 pg/ml) z AB1-42 (20 uM)
spowodowala hamowanie procesu agregacji i utrzymanie fluorescencji na podobnym poziomie ok.
1000 RFU przez caly czas trwania eksperymentu (czerwona krzywa na wykresie). Dodatkowo,
analiza sygnalu fluorescencji pochodzacego od roztworu yolkiny inkubowanego z ThT
potwierdzila, ze sam kompleks yolkina nie tworzy agregatoéw w roztworze (poziom fluorescencji
utrzymywatl sie caly czas na bardzo niskim poziomie ok. 100 RFU - zielona krzywa na wykresie).
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Rys.7.18 Wplyw yolkiny na agregacje AP1-42. Proces agregacji AB1-42 (20 uM) mierzono w obecno$ci lub
nieobecnoéci yolkiny (100 pg/ml) przy uzyciu czarnych 96-dotkowych plytek do pomiaru fluorescencji. Roztwoér ThT
dodano do mieszaniny reakcyjnej tuz przed rozpoczeciem pomiaru. Zmiany w poziomie fluorescencji monitorowano
przez 33 godziny w temperaturze 37°C w czytniku mikroplytek CLARIOstar® (BMG LabTech). Dlugo$é fali wzbudzenia
i emisji ustawiono odpowiednio na 440 i 480 nm. Roztwér ThT uzyto jako §lepej proby w celu wyelimonowania
autofluorescencji. Wykresy przedstawiajg Sredni poziom fluorescencji dla trzech probek, mierzony w czasie, wraz
z odchyleniem standardowym. Eksperyment wykonano trzykrotnie w trzech powtoérzeniach roboczych dla kazdej proby.

W kolejnym kroku postanowiono zobrazowaé¢ oddzialywania yolkiny z agregujacym
AB1-42 wykorzystujac technike transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM).

Obrazowanie z uzyciem techniki TEM pozwolilo zaobserwowac¢ wzrost agregacji AB1-42
w czasie 0-48 godzin inkubacji w 37°C (Rys.7.19 A). Natomiast inkubacja amyloidu w obecno$ci
yolkiny w 37°C spowodowala istotne zahamowanie tego procesu (Rys.7.19 B). Zaréwno analiza
agregacji AB1-42 z uzyciem barwnika ThT jak i obrazowanie z uzyciem techniki TEM sugeruja, ze
yolkina moze by¢ zdolna do hamowania powstawania agregatow AfB1-42.
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A.ABR1-42 B. AB1-42 + yolkina

0 godz.

24 godz.

48 godz.

Rys. 7.19. Wplyw yolkiny na agregacje AB1-42 (TEM). Przeprowadzono proces agregacji AP1-42 (10 uM)
w obecnosci lub nieobecnosci yolkiny (100 ug/ml) przez 24 i 48 godzin w temperaturze 37°C. Po uplywie czasu inkubacji
probki utrwalono i umieszczono na siatkach miedzianych (400 Mesh) z folia formwarowa i powloka weglowa.
Przygotowane prébki kontrastowano z 2% octanem uranylu. Obrazowanie wykonano przy uzyciu mikroskopu JEOL
1200 (JEOL Japan), ktoéry wykonal zdjecia losowo wybranych przez siebie obszaréw badanej probki. Odcinek skalujacy
100 nm.
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7.9. Wybor drugiego modelu badawczego — linia komérkowa H19-7

Glownym celem niniejszej pracy bylo zbadanie molekularnych mechanizmow
protekcyjnego dzialania kompleksu peptydowego yolkina w kontekscie aktywacji szlakow
sygnatowych prowadzacych do ekspresji i wydzielania BDNF. W pierwszej czesci badan wykazano,
ze pod wplywem yolkiny, w komérkach linii PC12 zachodzi aktywacja cAMP-zaleznej kinazy PKA
oraz szlaku kinaz PI3K/AKT, zaangazowanych w aktywacje czynnika transkrypcyjnego CREB
odpowiedzialnego za regulacje ekspresji Bdnf. W celu potwierdzenia wynikéw badan uzyskanych
na komorkach linii PC12 wykorzystano unie$miertelnione komorki prekursorowe hipokampa
szczura - H19-7. Komorki H19-7, w przeciwienstwie do komoérek PC12 posiadaja receptor TrkB,
ktory moze wiazaé sie z m-BDNF i uruchamiac¢ szlaki sygnalowe od niego zalezne [239].

7.9.1. Ocena wplywu yolkiny na przezywalnos¢ komoérek H19-7

Wplyw yolkiny (10 i 100 pg/ml) na przezywalno$¢ komorek linii H19-7 oznaczono za
pomoca testu MTT. Kontrole stanowily komorki niestymulowane (NS), dla ktorych przyjeto
zywotnos$¢ 100%. W tescie MTT, sluzacym do analizy aktywno$ci metabolicznej komorki, ilosé
zredukowanego barwnika jest proporcjonalna do aktywnos$ci oksydacyjnej mitochondriow
komoérki oraz do liczby aktywnych metabolicznie (zywych) komérek w populacji.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze inkubacja komoérek H19-7 z yolking przez 24 godziny nie
wywolywala toksycznego efektu (Rys.7.20). Zaobserwowano natomiast istotny wzrost $redniej
aktywno$ci metabolicznej komorek po stymulacji yolking o stezeniu 10 pg/ml (104,5%) oraz 100
ug/ml (144%), co wskazuje na korzystny wplyw yolkiny na wzrost ich przezywalno$ci w badanych
warunkach.
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Rys.7.20 Wplyw yolkiny na przezywalno$¢ komoérek H19-7. Komoérki H19-7 stymulowano yolking w stezeniu
1oug/ml (yol10) lub 100 pg/ml (yol100) i inkubowano przez 24 godziny w 33°C, 5% CO-. Kontrole negatywna stanowily
komorki niestymulowane (NS). Przezywalno$é komorek oceniano za pomoca testu MTT. Wyniki przedstawiono jako

warto$c¢ §rednig wraz z warto$ciami min-max, obliczonymi dla 6 niezaleznych eksperymentoéw. W analizie statystycznej
wykorzystano parametryczny test t-Studenta. **p<0.001, ***p<0.0001 vs. kontrola (NS)

7.10. Wplyw yolkiny na wydzielanie m-BDNF przez komoérki H19-7

Stymulacja komoérek linii PC12 yolking powodowala istotny wzrost produkcji i wydzielenia
m-BDNF (Punkt. 7.3). Ilos¢ m-BDNF wydzielanego przez komorki H19-7 inkubowane
z yolking (badang w stezeniach 10 i 100 ug/ml, analogicznie do stezen uzytych to traktowania
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komoérek linii PC12) oznaczono za pomoca komercyjnie dostepnego testu ELISA (BDNF Emax
ImmunoAssay Systems; Promega).

Wykazano, ze niestymulowane komoérki (NS) H19-7 nie uwalniajg mierzalnych iloSci
m-BDNF do supernatantu. W odpowiedzi na yolkine, po 6 godzinach inkubacji rowniez nie
wykryto mierzalnych iloéci tej neurotrofiny. Dopiero po 24 godzinach inkubacji z yolking komérki
H19-7 uwalnialy do supernatantu istotne iloSci m-BDNF. Efekt ten zalezny byt od stezenia yolkiny
i utrzymywat sie przez 72 godziny inkubacji z kompleksem (Rys. 7.21).
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Rys. 7.21 Wplyw yolkiny na wydzielanie bialka m-BDNF przez komérki H19-7. Komoérki Hi9-7
stymulowano yolking o stezeniu 10 ug/ml i 100 ug/ml przez 6, 24, 48 i 72 godziny w 33°C. Po tym czasie supernatanty
zebrano i oznaczono w nich stezenie BDNF [pg/ml] za pomoca testu ELISA przy uzyciu komercyjnego testu ELISA
BDNF Emax ImmunoAssay Systems (Promega) zgodnie z zaleceniami producenta. Kontrole negatywna stanowily
komorki niestymulowane. Wyniki przedstawiono jako warto$é¢ $rednig stezenia BDNF [pg/ml] wraz z odchyleniem
standardowym, obliczonymi dla 3 niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny
test t- Studenta. *p<0.05, *p<0.001, ***p<0.0001 vs. kontrola (NS)

Podsumowujac, brak toksycznego wplywu yolkiny (badanej w stezeniach 10 i 100 ug/ml)
na przezywalno$§é komorek oraz jej istotny wplyw na wydzielanie m-BDNF przez komorki H19-7
potwierdzily wyniki badan uzyskane wezeéniej na neuro-podobnej linii komoérkowej PC12 (punkt
7.2.1 oraz 7.3.1) Ze wzgledu na wyzsza efektywno$¢ dzialania, w kolejnych eksperymentach
stosowano yolkine o stezeniu 100 ug/ml, analogicznie, jak w przypadku komorek linii PC12.

7.11. Wplyw yolkiny na aktywacje czynnika transkrypcyjnego CREB w komérkach
H19-7

Wykazany wzrost produkcji i wydzielania m-BDNF przez komorki PCi2 traktowane
yolking wigzal sie z aktywacja czynnika transkrypcyjnego CREB. Komorki H19-7 stymulowane
yolking réwniez produkowaly m-BDNF, dlatego postanowiono sprawdzi¢ czy w komérkach tych
zachodzi aktywacja czynnika CREB, odpowiedzialnego za ekspresje Bdnf. W tym celu zbadano
zmiany w poziomie fosforylacji Ser133 w czynniku CREB technika Western Blotting z uzyciem
swoistych przeciwcial. Zmiany w poziomie fosforylacji czynnika CREB oznaczano po inkubacji
z yolking w krotkim (15-9omin) oraz dlugim (2-24 godziny) czasie.

Wykazano, ze yolkina indukowala w komérkach H19-7 krotkotrwala fosforylacje Ser133
juz po 15 minutach inkubacji i utrzymywala ja do 60 minut. Zaobserwowano réwniez powtorna,
dlugotrwalg aktywacje czynnika CREB po 6 godzinach traktowania yolking, utrzymujaca sie do 24
godzin w komorkach H19-7 (Rys.7.22).
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Rys.7.22. Wplyw yolkiny na aktywacje czynnika CREB w komoérkach H19-7. Komoérki stymulowano yolking
(100 pg/ml) i inkubowano w 33°C w czasie 15-90 minut oraz 2-24 godziny. Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje CREB oraz p-CREB
(Ser133) przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz
kroliczych przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z fosfataza alkaliczng. Membrane wybarwiano z uzyciem
mieszaniny substratéw (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging
System (Bio-rad), a nastepnie poddano analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki
przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji od Sredniej krotnoéci sygnatu uzyskanego dla proby kontrolnej (komorki
niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 6 niezaleznych eksperymentéw. W analizie
statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 **p<0.001 vs. kontrola (NS)

7.12. Wplyw yolkiny na aktywacje szlakow sygnalowych odpowiedzialnych za
fosforylacje czynnika transkrypcyjnego CREB w komérkach H19-7

Jak wykazano wecze$niej, w komorkach linii PCi2 yolkina nie powoduje zmian
w wewnatrzkomorkowym poziomie jondw wapnia, aktywuje natomiast wewnatrzkomorkowa
synteze cAMP oraz aktywacje cAMP-zaleznej kinazy PKA. Ponadto, yolkina byla zdolna do
aktywacji szlaku kinaz PI3K/AKT. Wykazano rowniez jej udzialu w dlugotrwalej aktywacji kinaz
ERK1/2. Dlatego kolejnym krokiem bylo sprawdzenie czy w unieSmiertelnionej linii komoérek
hipokampa H19-7 yolkina aktywuje te same szlaki sygnalowe.

7.12.1. Wplyw yolkiny na wewnatrzkomoérkowy poziom jonéw wapnia

W pierwszym kroku zbadano wplyw yolkiny na zmiany wewngtrzkomoérkowego poziomu
jonow wapnia. Eksperymenty przeprowadzono w warunkach analogicznych uzytych do badan na
linii komoérek PCi2 (punkt 7.5.1). Komorki H19-7 stymulowano yolking (100 pg/ml)
i obserwowano zmiany fluorescencji w czasie.

Zaobserwowano, ze sygnatl fluorescencyjny pochodzacy z komoérek H19-7 traktowanych
yolking (t=35 minut) zar6wno w buforze reakcyjnym zawierajacym jony wapnia (Rys. 7.23 A) jak
i w §rodowisku pozbawionym jonéw wapnia (Rys. 7.23 B), nie wykazal zmian w poréwnaniu do
sygnalu pochodzacego z komoérek kontrolnych, niestymulowanych (NS). Inkubacja komoérek
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H19-7 z trifluoperazyna (TFP; 200 uM), uzytej jako kontrola pozytywna w eksperymencie,
powodowala istotny oraz nagly wzrost fluorescencji w czasie, co wskazuje na wzrost
wewnatrzkomoérkowego stezenia jono6w wapnia w komérkach.

Mozna zatem sugerowaé, ze yolkina nie jest aktywatorem szlakow komoérkowych
zaleznych od zmian wewnatrzkomérkowego poziomu jonéw wapnia w komoérkach H19-7.
Uzyskane obserwacje potwierdzily wyniki otrzymane na linii komoérkowej PC12.
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Rys 7.23. Wplyw yolkiny na zmiane wewnatrzkomérkowego poziomu jonéw wapnia w komoérkach
H19-7. Zawiesine komoérek H19-7 inkubowano z buforem reakcyjnym (zawierajacym lub pozbawionym jonéw Ca2*)
oraz z indykatorem fluorescencyjnym Fluo-4 AM, w ciemnosci przez 30 minut w 37°C w probowce typu Eppendorf. Po
inkubacji, na 96-dotkowa czarna plytke naniesiono po 100 pl inkubowanej zawiesiny komorek i rozpoczeto pomiar
fluorescencji przy dlugoéci fali wzbudzania 494 nm i emisji 516 nm. Przez pierwszych 35 minut mierzono wartoéc¢
fluorescencji w komoérkach niestymulowanych (NS), az do momentu jej stabilizacji. Nastepnie komoérki stymulowano
yolkina (100 pg/ml) lub TFP (200 uM) i mierzono zmiany fluorescencji przez kolejne 60 minut. Pomiar fluorescencji
w czasie wykonano w czytniku Synergy H4 Hybrid Reader (Biotek, Winooski, USA). Wyniki przedstawiono jako
zalezno$¢ czasu trwania eksperymentu od Sredniej wartosdci fluorescencji (RFU) wraz ze standardowym bledem
pomiaru (SEM), zmierzonymi dla 3 niezaleznych eksperymentow.
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7.12.2, Wplyw yolkiny na wewnatrzkomoérkowy poziom cAMP

Stymulacja komorek PCi2 yolking powodowala istotny wzrost poziomu cAMP co
skutkowalo aktywacja cAMP-zaleznej kinazy PKA. Dlatego, w kolejnym kroku zbadano czy
w komorkach linii H19-7 yolkina ma to samo dzialanie. Jako kontrole pozytywna uzyto adenozyny
(25 uM), ktéra powoduje wzrost cAMP w komoérkach nerwowych, w $ciezce zaleznej od aktywacji
receptorow GPC.

W komorkach  H19-7  stymulowanych  yolking  zaobserwowano  wzrost
wewnatrzkomoérkowego stezenia cAMP o 106% w poréwnaniu z poziomem w komoérkach
kontrolnych (NS; 100%) po 15 minutach inkubacji, poré6wnywalnie z kontrolng adenozyna (Rys.
7.24). Reasumujac, yolkina stymuluje komérki H19-7 do zwiekszonej produkcji cAMP réwnie
silnie, jak agonista receptora GPC — adenozyna.
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Rys.7.24. Wplyw yolkiny na wewnatrzkomérkowy poziom cAMP w komoérkach H19-7. Komorki
traktowano yolking (100 pg/ml) przez 15, 30 i 60 minut. Kontrole pozytywna stanowily komorki traktowane adenozyna
(Ade; 25 uM) przez 30 minut. Kontrole negatywng stanowily komorki niestymulowane (NS). Po zakonczeniu stymulacji
reakcje przerywano inkubujac plytke przez 5 minut w 99°C. Stezenie wewnatrzkomoérkowego cAMP wyznaczono za
pomoca testu ELISA. Wyniki przedstawiono jako $redni wzrost stezenia cAMP (%) w komoérkach stymulowanych
wzgledem stezenia cAMP w komorkach kontrolnych, niestymulowanych (NS), obliczonymi dla 3 niezaleznych
eksperymentow. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 vs. kontrola (NS)

7.12.3. Wplyw yolkiny na aktywacje szlaku zaleznego od kinaz PI3K/AKT

Stymulacja komérek PC12 yolking powodowala istotny wzrost aktywacji kinaz PI3K/AKT
(punkt 7.5.3). Efekt ten postanowiono sprawdzi¢ w unie$miertelnionych komorkach hipokampa
linii H19-7. Komoérki H19-7 inkubowano z yolking (100 pg/ml) i stosujac technike Western
Blotting zbadano zmiany w poziomie fosforylacji Ser473 kinazy AKT po stymulacji krétkotrwalej
(15-90 min) oraz dlugotrwalej (2-24 godziny).

Zaobserwowano 1,4-krotny wzrost fosforylacji Ser473 kinazy AKT w komoérkach H19-7
pod wplywem yolkiny po 90 minutach inkubacji (Rys. 7.25). Ponowny wzrost fosforylacji AKT
(1,6-krotny) zaobserwowano po 6 godzinach inkubacji, w odniesieniu do poziomu w komoérkach
kontrolnych niestymulowanych (NS).
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Rys. 7.25. Wplyw yolkiny na aktywacje AKT w komérkach H19-7. Komérki stymulowano yolking (100 pug/ml)
i inkubowano w 33°C w czasie 15-90 minut oraz 2-24 godziny. Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje AKT oraz p-AKT (Ser473)
przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kroliczych
przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z fosfataza alkaliczna. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny
substratéw (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-
rad), a nastepnie poddano analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki
przedstawiono jako zaleznos¢ czasu stymulacji od Sredniej krotnoéci sygnatu uzyskanego dla préby kontrolnej (komoérki
niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 6 niezaleznych eksperymentéw. W analizie
statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 vs. kontrola (NS)

7.12.4. Wplyw yolkiny na aktywacje¢ kinaz ERK1/2

W komoérkach neuro-podobnych linii PCi2 nie wykazano zdolnoéci yolkiny do
krotkotrwalej aktywacji kinaz ERKi/2 (punkt 7.5.4). Zaobserwowano natomiast wzrost
fosforylacji kinaz ERKi1/2 dopiero po 12 godzinach inkubacji. Stad, w kolejnym etapie
przeprowadzono badania majace na celu sprawdzenie obserwowanego efektu yolkiny na modelu
komorek linii H19-7. W tym celu komorki H19-7 stymulowano yolking (100 pug/ml) i stosujac
technike Western Blotting z uzyciem swoistych przeciwcial zbadano jej wplyw na zmiany
w poziomie fosforylacji Thr2o2 oraz Tyr204 w kinazach ERK1/2, w kroétkich (15-90 min) oraz
dlugich (2-24 godziny) czasach inkubacji.

Zaobserwowano, ze komorki H19-7 stymulowane yolking nie wykazywaly istotnych zmian
w poziomie fosforylacji Thr2o2 oraz Tyr204 w kinazach ERK1/2, w poréwnaniu z komoérkami
niestymulowanymi (NS) (Rys.7.26).

92



NS yolkina yolkina

ERK1/2 — — W S— S— S — | 44kDa
P — — = V| 42kDa
Lo 44kDa
ERK1/2 i — N— — S — — | 42kDa

Mw 15 30 60 90 2 6 24

czas stymulacji czas stymulacji

[minuty] [godziny]
yRlkins yolkina
2.0 2.5

pERK/ERK
PERK/ERK

1.5 2.0
NS 1.5
1.0+ NS
1.0
0.54 0.5
0.0~ T T 0.0- T T T
15 30 60 90

2 6 24

czas stymulacji

czas stymulacji [godziny]

[minuty]

Rys. 7.26. Wplyw yolkiny na aktywacje ERK1/2 w komoérkach H19-7. Komoérki stymulowano yolking (100
ug/ml) i inkubowano w 33°C w czasie 15-90 minut oraz 2-24 godziny. Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje ERK1/2 oraz p-ERK1/2
(Thr2o2, Tyr204) przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwciat pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim
oraz kroéliczych przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z fosfataza alkaliczna. Membrane wybarwiano z uzyciem
mieszaniny substratéw (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging
System (Bio-rad), a nastepnie poddano analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki
przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji od Sredniej krotnoéci sygnatu uzyskanego dla proby kontrolnej (komérki
niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 5 niezaleznych eksperymentéw. W analizie
statystycznej wykorzystano parametryczny test t- Studenta.

Podsumowujac, wyniki uzyskane na modelu unie$miertelnionych komoérek
prekursorowych hipokampa szczura H19-7 potwierdzily obserwowany na linii komérkowej PC12
wplyw yolkiny na produkcje i wydzielanie m-BDNF, aktywacje czynnika transkrypcyjnego CREB
oraz aktywacje szlakow sygnalowych zaangazowanych w jego aktywacje. W obu modelach
komoérkowych wykazano, ze yolkina nie powoduje zmian w wewnatrzkomérkowym poziomie
jondéw wapnia, aktywuje natomiast wewnatrzkomoérkowa synteze cAMP oraz szlak kinaz
PI3K/AKT. Nie wykazano udzialu yolkiny w krétkotrwalej aktywacji kinaz ERK1/2. Natomiast,
w komorkach H19-7 nie wykazano wplywu yolkiny na dlugotrwala aktywacje kinaz ERK 1/2,
obserwowang po 12 godzinach inkubacji komoérek PC12 z yolkina.

7.13. Wplyw yolkiny na morfologie komorek linii H19-7

W kolejnym etapie badan sprawdzono wplyw yolkiny na tworzenie wypustek nerwowych
w komorkach H19-7 z uzyciem mikroskopu Swietlnego z kontrastem fazowym. Powstanie
wypustek umozliwia tworzenie synaps i polaczen z innymi komoérkami nerwowymi w procesie
synaptogenezy. Komérki H19-7 roéznicowano yolking w kierunku dojrzalych neuronow
hipokampa przez 48 godzin. Kontrole pozytywna stanowily komorki traktowane bFGF, ktory
w komorkach H19-7 aktywuje szlaki indukujace wzrost neurytow. Zmiany produktu ekspres;ji
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genu Synapsyny I na poziomie bialka (marker synaptogenezy) zbadano za pomoca techniki
Western Blotting.

Komoérki H19-7 pod wplywem bFGF tworzyly glownie dlugie wypustki nerwowe
(zaznaczone strzalka w kolorze pomaranczowym) odpowiadajace aksonom (Rys.7.27 B),
w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi, niestymulowanymi (Rys.7.27 A). Zaobserwowano
roOwniez zmieniony ksztalt ciala komorkowego na bardziej wydluzony, wrzecionowaty, po
stymulacji bFGF w poréwnaniu z kontrola. W przypadku stymulacji yolking (100 pg/ml)
zaobserwowano pojawienie sie dodatkowych wypustek nerwowych tylko u pojedynczych komorek
z populacji (Rys.7.27 C). Nie bylo to zjawisko obserwowane na szeroka skale tak jak w przypadku
komorek traktowanych bFGF. Natomiast wydaje sie, ze cialo komérkowe rowniez uleglo zmianie
po stymulacji yolking i przyjelo bardziej wydluzony, wrzecionowaty ksztalt w poréwnaniu
z komorkami niestymulowanymi. Analiza poziomu markera bialkowego synaptogenezy —
Synapsyny I, wykazala brak wplywu yolkiny na jego ekspresje (Rys.7.27 D).
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Rys.7.27. Wplyw yolkiny na tworzenie wypustek nerwowych oraz synaps w komorkach H19-7. Komorki
stymulowano bFGF (10 ng/ml) (B) lub yolking (100 pg/ml) (C) przez 48 godzin w medium réznicujacym zawierajacym
suplement N2. Po tym czasie obserwowano zmiany w morfologii komérek w mikroskopie Swietlnym (Leica DM IRE2)
z kontrastem fazowym (20x) i sporzadzono dokumentacje fotograficzng. Powstale wypustki zaznaczono strzatkami
w kolorze pomaranczowym. Kontrole negatywna stanowily komoérki niestymulowane. Odcinek skalujacy 20 um. (A).
W przypadku synaptogenezy komorki H19-7 stymulowano yolkinag (100 pg/ml) i inkubowano w 37°C w czasie 24 oraz
48 (D). Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych i przenoszono na
nitroceluloze. Detekcje Synapsyny 1 oraz [-aktyny przeprowadzono =z uzyciem swoistych przeciwcial
pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kréliczych przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych
z fosfataza alkaliczna. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny substratéw (NBT i BCIP) i skanowano z uzyciem
skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-rad), a nastepnie poddano analizie
densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki przedstawiono jako zalezno$¢ czasu stymulacji
od éredniej krotno$ci sygnalu uzyskanego dla proby kontrolnej (komoérki niestymulowane, NS) wraz z odchyleniem
standardowym, obliczonymi dla 3 niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano parametryczny
test t- Studenta.
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Sprawdzono réwniez, czy yolkina wplywa na poziom biatkowych produktow ekspresji
gendbw NeulN (marker dojrzalych neuronéw) oraz MAP-2 (marker dendrytyczny), ktore sa
markerami neurogenezy. W tym celu zastosowano technike Western Blotting. Komoérki H19-7
stymulowano yolking przez 24 oraz 48 godzin.

W komorkach H19-7 nie udalo sie wykry¢ obecnosci biatka NeuN za pomoca uzytych
dostepnych komercyjnie przeciwcial. Natomiast stymulacja komoérek H19-7 yolking przez 24
godziny spowodowala istotny 1,3-krotny wzrost poziomu bialka MAP-2 w por6éwnaniu
z komorkami niestymulowanymi (NS) (Rys. 7.28). Ze wzgledu na slabg przezywalno$¢ komorek
H19-7 w medium zredukowanym w czasie dtuzszym niz 48 godzin, nie prowadzono dluzszych
stymulacji.
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Rys.7.28. Wplyw yolkiny na poziom bialkowego produktu ekspresji genu MAP-2 w komérkach H19-7.
Komorki stymulowano yolking (100 pug/ml) i inkubowano w 37°C w czasie 24 oraz 48 godzin. Kontrole stanowily
komoérki niestymulowane (NS). Lizaty komoérkowe rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych i przenoszono na nitroceluloze. Detekcje MAP-2 oraz (-aktyny przeprowadzono z uzyciem swoistych
przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko nim oraz kroliczych przeciwcial drugorzedowych
skoniugowanych z fosfataza alkaliczng. Membrane wybarwiano z uzyciem mieszaniny substratow (NBT i BCIP)
i skanowano z uzyciem skanera Molecular Imager ChemiDoc XRS+ Imaging System (Bio-rad), a nastepnie poddano
analizie densytometrycznej za pomoca oprogramowania Image Lab 5.2. Wyniki przedstawiono jako zalezno$é¢ czasu
stymulacji od $éredniej krotnosci sygnalu uzyskanego dla proby kontrolnej (komoérki niestymulowane, NS) wraz
z odchyleniem standardowym, obliczonymi dla 3 niezaleznych eksperymentéw. W analizie statystycznej wykorzystano
parametryczny test t- Studenta. *p<0.05 vs. kontrola (NS)

Reasumujac, z obserwacji wynika, ze yolkina wplywa na wzrost poziomu biatka MAP-2
w komorkach H19-7, co moze mie¢ zwigzek z aktywacja wczesnych etapow procesu
dendrytogenezy. Dodatkowo, w obrazie uzyskanym w mikroskopie $wietlnym (Rys.7.27 C)
zaobserwowano, ze niektore z obserwowanych komoérek H19-7 stymulowanych yolking, posiadaly
zwiekszona liczbe wypustek nerwowych i wydluzony ksztah ciala komorki, podobny do komérek
stymulowanych bFGF. Prawdopodobne jest, ze obserwowane zmiany w morfologii komoérek
H19-7 stymulowanych yolking maja zwigzek z zaobserwowang zwiekszona ekspresja MAP-2.
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8. Dyskusja

Starzenie sie jest zlozonym, wieloczynnikowym oraz naturalnym procesem, ktory
charakteryzuje sie spadkiem czynno$ci fizjologicznych i zdolno$ci behawioralnych. Jest to proces
nieodwracalny, a rosngca Srednia dlugos$¢ zycia sprawia, ze starzejace sie spoleczenstwo stanowi
duzy (wcigz rosnacy) odsetek calej populacji. Dane dotyczace ludnosci starzejacej sie (wiek
powyzej 65 r.z.) w Polsce pokazuja, ze udziat tej grupy w calej populacji stanowi 18,8%. Dane
Swiatowe wskazuja na podobne tendencje - w krajach wysoko rozwinietych starzejace sie
spoleczenstwo stanowi od okolo 20 do nawet 30% calej populacji [249]. Wraz ze wzrostem tego
zjawiska pojawila sie potrzeba, aby ten nieodwracalny proces zlagodzi¢ i przezy¢ go pomy$lniej tj.
bez choro6b, niepelnosprawnosci, z zachowaniem wysokich funkeji poznawczych, umyslowych
i fizycznych [250]. W aspekcie zachowania dobrej kondycji psychicznej i fizycznej istotnym
organem jest mozg. Wraz z wiekiem obserwuje sie zmniejszenie objetosci tkanki mdzgu, co ma
zwiazek nie tylko z obumieraniem komoérek nerwowych, ale réwniez z ich degeneracja,
zmniejszeniem liczby rozgalezien oraz kolcow dendrytycznych [14], [17], [18]. Najbardziej
widoczne zmiany obserwuje sie w korze przedczolowej oraz hipokampie [19], [20]. Obserwowane
w mobzgu objawy starzenia obejmuja m.in. zmiany w poziomie ekspresji i wydzielania czynnikow
neurotroficznych [27], spadek ekspresji bialek synaptycznych [23], regresje dendrytyczna
w neuronach piramidalnych [24], tworzenie sie zlogow amyloidowych [26]. Nadmierna
akumulacja uszkodzonych makroczasteczek powoduje przeksztalcenie normalnego procesu
starzenia sie w proces neurodegeneracyjny [29].

Bardzo waznym elementem ochrony zdrowia stala sie profilaktyka zdrowotna, ktora jest
w stanie cze$ciowo zapobiec lub opdzni¢ rozwdj chordb, a ponadto chroni organizm przed
potencjalnie niebezpiecznymi czynnikami. Jednym z dzialah prozdrowotnych jest stosowanie
nutraceutykow, ktére sa naturalnymi substancjami biologicznie aktywnymi, pozyskiwanymi m.in.
z ro$lin, owocéw morza, produktéw pszczelich, siary lub jaj. Nutraceutyki moga korzystnie
wplyna¢ na organizm poprzez modyfikowanie proceséw fizjologicznych lub metabolicznych, a ich
stosowanie wplywa pozytywnie na op6Znianie procesoéw starzenia sie organizmu [206]—-[208].

Jednym z bardzo dobrych Zrédel nutraceutykow sg ptasie jaja, ktdore w swoim skladzie
zawieraja wiele cennych substancji, niezbednych do wzrostu i ochrony rozwijajacego sie zarodka
[206], [213]. Dekade temu odkryto, ze IgY wyizolowanej z z6ltka jaja kurzego towarzyszy aktywna
immunologicznie frakcja polipeptydowa o masie czasteczkowej 1-35 kDa, kt6ra nazwano yolking
[219], [220]. Analiza sekwencji aminokwasowej N-koncowego fragmentu yolkiny wykazala
homologie do C-koncowego fragmentu witellogeniny II. W ciggu ostatniej dekady, odkad odkryto
w z6ltku kurzych jaj kompleks peptydowy yolkina, udato sie wykazac¢ wiele jego whasciwosci
majacych korzystny wplyw na organizm. Immunoregulatorowa aktywnos¢ yolkiny zostala dosy¢
dobrze poznana i scharakteryzowana [219], [220], [230], [231]

I. Kompleks peptydowy yolkina jest stabilna pochodna witellogeniny Ii II

Do tej pory wykazano, ze kompleks yolkina sklada sie z peptydow o masie czasteczkowej
rzedu 1-35 kDa, ktore sa bogate w aminokwasy kwasowe Asp/Asn oraz Glu/Gln, i ubogie
w metionine. Dodatkowo, wiadomo, ze peptydy yolkiny o masie wiekszej niz 16 kDa sa
glikoproteinami, a ich sekwencja aminokwasowa odpowiada sekwencji witellogeniny II,
rozpoczynajac od pozycji alaniny 1572 znajdujacej sie w C-konncowej domenie YGP40. Natomiast
mniejsze peptydy o masie od 4 do 12 kDa charakteryzuja sie brakiem reszt cukrowych, a ich
N-koniec odpowiada pozycji metioniny 1732, ktéra réwniez lezy w obrebie C-koncowej domeny
YGP40 witellogeniny II [220]. Badania w niniejszej pracy rozpoczeto od charakterystyki
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preparatu yolkina uzytego nastepnie w eksperymentach. Rozdzial SDS-PAGE roztworu yolkiny
wykazal przewazajaca obecno$¢ peptyddow o masie czasteczkowej ok. 37 kDa,
a takze w malej iloSci peptydy o masie czasteczkowej >37 kDa oraz peptydy mieszczace sie
w zakresie masy 25-37 kDa (Rys. 7.1). Na zelu widoczne byly rowniez niewielkie iloSci peptydow
<20kDa. Wczeéniejsze badania rowniez wykazaly, ze w czterech odrebnie izolowanych
preparatach yolkiny zaobserwowano obecno$¢ przewazajacej iloSci peptydow o masie okolo
20-25 kDa, lecz peptydy o wiekszej masie (35 kDa) byly widoczne jedynie w przypadku jednego
preparatu [220]. Zaobserwowane réznice moga wynika¢ z réznych zZrédel pozyskiwania jaj. Mimo,
iz w obu przypadkach byly to jaja kurze, to sposéb zywienia oraz hodowli kur moze sie znaczaco
rozni¢. Wczedniejsze preparaty yolkiny izolowane byly z zoltek jaj pochodzacych od kur
zielonondzek karmionych wysoce wyselekcjonowang karma bogata m.in. w olej Iniany i glony.
Yolkina wyizolowana do badan w niniejszej pracy izolowana byla z jaj kur z wolnego wybiegu,
komercyjnie dostepnych. Obecnos$¢ tych peptydéow moze réwniez Swiadczy¢ o réznej aktywnosci
enzymoOw proteolitycznych. Witellogenina II, ktéra jest potencjalnym prekursorem peptydow
yolkinowych, w wyniku trawienia katepsyna D uwalnia z laiicucha peptydowego glikoproteine
YGP40 (40 kDa), ktérej C-koniec stanowi zrodlo peptydéw wchodzacych w sklad kompleksu
yolkina [251]. YGP40 moze by¢ hydrolizowana przez katepsyne D w wiekszym lub mniejszym
stopniu, i stad na zelu moga by¢ widoczne pewne roznice w obecnoSci peptydéw o réznej masie.
Analiza aktywno$ci enzymatycznych katepsyn B, D i L pochodzacych z jaj, w roznych klasach
oocytow, wykazala, ze aktywno$¢ ta zmienia sie w zaleznos$ci od etapu dojrzewania oocytu [252].

Pierwotna analiza sekwencji aminokwasowej yolkiny z zastosowaniem techniki Edmana
wykazala, ze N-koniec peptydow yolkiny jest homologiczny z C-konicowa sekwencja witellogeniny
IT [220]. Przeprowadzona analiza peptydow yolkiny za pomoca nowoczesnej techniki
spektrometrii mas potwierdzila uzyskane wcze$niej wyniki moéwigce o homologii sekwencji
aminokwasowej peptydow yolkiny do sekwencji witellogeniny II (Tab. 7.2). Wykazano dodatkowo
homologie do sekwencji aminokwasowej witellogeniny I. W obu przypadkach w badaniach
uzyskano wysoki ,score”, co $§wiadczy o bardzo dobrym dopasowaniu wyszukiwanych peptydow
w bazie Mascot. Co ciekawe, analiza z uzyciem MS wykazala réwniez obecno$é peptydow
homologicznych do sekwencji aminokwasowej owoalbuminy, moze byé to zanieczyszczenie
powstale w procesie rozdzielania zottka i biatka kurzego na poczatkowym etapie izolacji.

Istotnym bylo réwniez sprawdzenie stabilno$ci preparatu yolkina podczas
przechowywania. Analiza poréwnawcza preparatdbw yolkiny rozpuszczonych w PBS oraz
liofolizatu, przechowywanych w réznych warunkach temperaturowych w czasie nie wykazala
znaczacych roznic w iloSci i intensywno$ci prazkow na zelu (Rys.7.2). Jedynie w przypadku
dluzszego przechowywania (-20°C, 1,5 roku) zwiekszyla sie ilo§¢ peptydow o masie ok. 201 15 kDa,
co $wiadezy o slabngcej stabilnoSci kompleksu peptydowego przechowywanego w takich
warunkach. Moze to wynika¢ z obecnosci soli pozostatej po oczyszczaniu yolkiny w roztworze,
ktora w wyniku dhuzszego przechowywania kompleksu peptydowego wplywa oslabiajaco na jego
stabilno$é. Uzyskany wynik $§wiadczy o tym, ze kompleks yolkiny jest stabilny i moze by¢
bezpiecznie przechowywany krotkoterminowo w 4°C i -20°C oraz dosy¢ dobrze znosi
przechowywanie dlugoterminowe w -20°C. Natomiast ocena stabilnoSci termicznej,
z wykorzystaniem platformy Prometheus NT.48, czterech niezaleznie wyizolowanych preparatow
yolkiny, wykazala, ze preparaty te maja poréwnywalny profil rozfaldowania, z pierwsza
temperatura topnienia w zakresie 46-48°C i druga w 72-73°C (Rys. 7.3). Wystepowanie dwoch
temperatur topnienia w preparacie yolkina moze $§wiadczy¢ o istnieniu dwoch grup bialek, ktore
w swoim obrebie posiadaja podobne wlasciwosci.
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II. Kompleks peptydowy yolkina aktywuje szlaki prowadzace do zwiekszonej
produkcji BDNF

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze bialka o wla$ciwo$ciach immunoregulatorowych
moga réwniez odgrywac istotng role w ochronie i regulacji funkcji centralnego ukladu nerwowego
[234], [235]. W badaniach na myszach z eksperymentalnym modelem choroby Alzheimera
wykazano, ze myszy otrzymujace preparat yolkiny doustnie wykazuja lepsze wyniki testow
behawioralnych, oceniajacych ich zdolno§é do zapamietywania i uczenia sie [237]. Kolejne
badania sprawdzajace wplyw yolkiny na funkcje poznawcze starzejacych sie szczurow wykazaly,
ze yolkina zwieksza ich aktywnoS§¢ lokomotoryczna oraz znaczgco poprawia ich pamieé
przestrzenng i epizodyczna [238]. Przeprowadzone badania wykazaly zatem korzystny wplyw
yolkiny na poprawe funkcji pamieciowych i poznawczych u zwierzat. Stad, waznym celem
kolejnych badan stalo sie wyjasnienie molekularnego mechanizmu dzialania yolkiny w ukladzie
nerwowym.

Glownym celem pracy doktorskiej bylo zbadanie molekularnego mechanizmu pro-
kognitywnego dzialania preparatu peptydowego yolkina. Wiele badan wskazuje na to, iz
neuroprotekcyjne oraz pro-kognitywne wlaSciwoSci substancji wspierajacych uklad nerwowy
wigza sie z aktywacja szlakow prowadzacych do zwiekszonej ekspresji i wydzielania neurotrofin.
Jednym 1z istotnych czynnikow neurotroficznych, pelniacym wazna role w rozwoju
i funkcjonowaniu CUN, w tym w procesach uczenia sie i tworzenia pamieci, jest neurotroficzny
czynnik pochodzenia moézgowego — BDNF [91]. W niniejszej pracy zbadano wplyw yolkiny na
produkcje i wydzielanie czynnika BDNF oraz aktywacje szlakow sygnalowych odpowiedzialnych
zaregulacje tego procesu. W badaniach wykorzystano komorki szczurzego guza chromochlonnego
nadnerczy PC12-Tet-On, ktére maja neuroektodermalne pochodzenie oraz zdolno$¢ do
fenotypowego roznicowania sie w kierunku komérek podobnych do neuronéw wspolczulnych,
w odpowiedzi na NGF. Komérki PCi2 stanowig bardzo dobry model komérkowy do badan
szlakdéw sygnalowych. Ponadto komoérki PCi12 nie posiadaja receptora dla bialka BDNF — TrkB
[240], co daje mozliwos¢ zbadania bezposredniego wplywu yolkiny na aktywacje
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnalowych prowadzacych do ekspresji Bdnf w komorce
z wykluczeniem autokrynnego dzialania wydzielanego przez nia BDNF. W celu potwierdzenia
specyficznych wiasciwosci yolkiny zaobserwowanych w komorkach neuropodobnych PCi2
wykorzystano linie komoérkowa H19-7. Sa to unie$miertelnione komérki wyprowadzone
z hipokampa szczurzych zarodkoéw, ktdre posiadaja receptor TrkB.

W pierwszym kroku, za pomocg testu MTT, sprawdzono wplyw yolkiny na przezywalnos$¢
komoérek linii PC12 oraz H19-7. W przypadku komoérek PCi2 (Rys.7.4) nie zaobserwowano
toksycznego wplywu yolkiny, a ich przezywalnoé¢ byla poréwnywalna do komoérek kontrolnych
niestymulowanych. Natomiast inkubacja komérek H19-7 z yolking spowodowala znaczacy wzrost
Sredniej aktywno$ci metabolicznej komorek (do 144%) dla stezenia wynoszacego 100 ug/ml,
w poréwnaniu z komérkami niestymulowanymi (100%) (Rys. 7.20). Zaobserwowany wzrost
Sredniej aktywnoS$ci metabolicznej komoérek H19-7 po stymulacji yolking moze wskazywacé na jej
korzystny wplyw na ich wzrost i przezywalno$¢ w badanych warunkach.

W kolejnych etapach badan zweryfikowano czy yolkina jest zdolna do indukcji ekspresji
neurotrofiny Bdnf w komoérkach PC12 oraz H19-7. Badania rozpoczeto od sprawdzenia wpltywu
yolkiny na ekspresje mRNA Bdnf w komorkach PC12. Uzyskane wyniki wskazywaly na tendencje
wzrostowa ekspresji, lecz nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian, rozrzuty
w wynikach byly bardzo wysokie, poniewaz badana ekspresja pojawiala sie w komorkach
w bardzo p6znym cyklu reakcji PCR (dane nieopublikowane). Z uzyciem techniki Western
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Blotting wykazano, ze yolkina stymuluje komérki PC12 do wzrostu iloéci bialkowego produktu
ekspresji genu Bdnf juz po 1-godzinnej inkubacji (Rys.7.6). Zaobserwowano, ze
wewnatrzkomoérkowy poziom biatka BDNF oscyluje w czasie i po 3 godzinach stymulacji yolking
poziom BDNF spada do poziomu kontroli, a potem ponownie wzrasta po 6 godzinach. Zmiany
w wewnatrzkomoérkowym poziomie BDNF, ktory wzrastal w czasie stymulacji, a nastepnie malal,
obserwowano juz wcze$niej w neuronach, gdzie aktywacja receptora NMDA powodowala zmiany
w ekspresji Bdnf [253]. Immunodetekcja bialek pochodzacych z lizatow komorkowych komérek
PC12 stymulowanych yolking wykazala obecno$¢ izoformy pro-BDNF (28 kDa), natomiast nie
zaobserwowano formy dojrzalej m-BDNF (14 kDa). Pro-BDNF moze wystepowa¢ w formie
pelnego lanicucha polipeptydowego (masa biatka 32 kDa) lub skréconego (masa bialka 28kDa)
lecz jak donosza badania, nie wplywa to na finalny poziom m-BDNF [80]. Badania innych grup
naukowcow przeprowadzone na komorkach PC12 rowniez wykazaly obecno$é skréconej izoformy
pro-BDNF (28 kDa) metoda Western blotting [254].

Waznym etapem badan bylo sprawdzenie czy komoérki PC12 zdolne sa do wydzielania
bialka m-BDNF, ktore jest dojrzala izoforma BDNF i odpowiada za aktywacje szlakow
sygnalowych zaangazowanych w szereg proceso6w, w tym neurogeneze, neurytogeneze,
synaptogeneze, procesy odpowiedzialne za przezycie, plastyczno$¢ synaptyczna (LTP) oraz wzrost
dendrytow i ich rozgalezienie [83]. W pozywce pohodowlanej zebranej znad komorek PCi2
inkubowanych z yolkina wykryto istotne ilo§ci m-BDNF po 2 i 6 godzinach stymulacji (Rys.7.5).
Zatem wzrost ekspresji bialka pro-BDNF widoczny juz po 1-godzinnej stymulacji komérek PC12
zyolking, moze by¢ powodem wzrostu poziomu m-BDNF wydzielanego przez komérki do medium
juz po 2 godzinach od stymulacji. Prawdopodobnie, pro-BDNF produkowany
wewnatrzkomoérkowo i wydzielany na zewnatrz, ulega przeksztalceniu przez proteazy (obecne
w macierzy miedzykomoérkowe;j) takie jak metaloproteinazy lub plazmina [84], [85] do m-BDNF,
wykrywanego w pozywce pohodowlanej komérek PCi2 stymulowanych yolking. Moze to tez
tlumaczy¢ brak obecnosci prazka odpowiadajagcego m-BDNF (14 kDa) na membranie
nitrocelulozowej, na ktorej rozdzielano biatka lizatu pochodzacego z komoérek PCi2
stymulowanych yolking i wykrycie m-BDNF testem ELISA, w pozywce pohodowlanej zebranej
znak komorek traktowanych yolkina.

Wiyniki uzyskane dla komérek PC12 potwierdzono na komorkach linii H19-7. Wykazano,
ze potraktowanie komorek H19-7 yolking spowodowalo istotny wzrost produkeji m-BDNF i jego
pojawienie sie w pozywce pohodowlanej po 24 godzinach inkubacji (Rys. 7.21). Wcze$niej,
podobne wyniki uzyskano na komorkach pelnej krwi ludzkiej, gdzie wykazano znaczacy wzrost
produkeji i wydzielania BDNF po 24 godzinach stymulacji yolking (100 pg/ml) [255], oraz na
szczurzych neuronach pierwotnych, gdzie zwiekszone wydzielanie BDNF obserwowano po 6 i 24
godzinach inkubacji z yolking (dane niepublikowane wlasne). Zaobserwowany wplyw yolkiny na
produkcje i wydzielanie biatka m-BDNF przez komérki PCi2 oraz H19-7 moze by¢ istotnym
aspektem w wyjasnieniu pro-kognitywnego efektu dzialania yolkiny, ktora, jak wykazano
wcezedniej, usprawniala funkcje poznawcze u myszy z eksperymentalnym modelem choroby
Alzheimera oraz u starzejacych sie szczuréw. Dotychczas wykazano, ze procesom starzenia
towarzyszy znaczacy spadek ekspresji Bdnf w niektorych regionach moézgu zwierzat i ludzi,
zwlaszcza w hipokampie oraz korze przedczolowej [106], [107], [109]. Zredukowany poziom
bialka BDNF zaobserwowano rowniez w surowicy ludzkiej, co mialo zwigzek z wiekiem
i wystepowaniem lagodnych zaburzen poznawczych [108]. Obecnie, jednym z celow
terapeutycznych w leczeniu chorob, w ktorych obserwuje sie spadek ekspresji Bdnf jest
przywrocenie wlasciwego poziomu tego bialka w obszarach moézgu objetych procesem
chorobowym [77]. Wedlug doniesien literaturowych, substancje pochodzenia naturalnego moga
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by¢ obiecujacym S$rodkiem terapeutycznym. Wykazano, ze uzycie resweratrolu, ktory jest
polifenolem roslinnym pozyskiwanym (najczesSciej) z ciemnych winogron, wraz z fumaranem
dimetylu w szczurzym modelu zaburzen depresyjnych, wykazalo dzialanie antydepresyjne
poprzez hamowanie neurozapalenia, a takze poprzez wzrost ekspresji Bdnf w hipokampie [256].
Inne badania wykazaly, ze kwas rozmarynowy (uzyskiwany m.in. z Rozmarynu lekarskiego,
Rosmarinus officinalis), ktéry znany jest ze swoich wlasciwosci antyoksydacyjnych oraz
przeciwzapalnych, posiada rowniez wlasciwo$ci neuroprotekeyjne poprzez wplyw na hamowanie
procesu apoptozy neuronéw oraz wzrost ekspresji synaptofizyny i Bdnf w hipokampie. Jego
pozytywne efekty zostaly wykazane w zwierzecych modelach choroby Alzheimera, Parkinsona czy
tez niedokrwienia moézgu [128]. Kolejnym przykladem moze by¢ oroksylina A (flawonoid
pozyskiwany z Tarczycy bajkalskiej, Scutellaria baicalensis), ktéra znaczaco poprawia funkcje
pamieciowe myszy poprzez aktywacje czynnika transkrypcyjnego CREB oraz indukcje wzrostu
ekspresji Bdnf[257].

Wykazana zdolno$¢ komorek linii H19-7 do wydzielania bialka m-BDNF po 24 godzinach
stymulacji yolking moze wyjasniaé wczedniejsza obserwacje, czyli wzrost ich przezywalnoSci
nawet 0 44% w stosunku do komoérek niestymulowanych. W komoérkach PC12 nie wykazano
podobnego efektu. Rbznica miedzy tymi dwoma liniami komoérkowymi dotyczy obecnosci
receptora TrkB, ktory jest glownym receptorem dla bialka m-BDNF. Nguyen i wsp. [239]
w komorkach H19-7 traktowanych staurosporyna, ktora aktywowala proces apoptozy,
zaobserwowali zahamowanie tego procesu w przypadku komoérek inkubowanych wczedniej
z egzogennym biatkiem BDNF. Neuroprotekcyjny efekt inkubacji z biatkiem BDNF zahamowano
po zastosowaniu inhibitora receptora TrkB — K252a. Autorzy wykazali, ze efekt zmniejszenia
liczby komoérek ulegajacych apoptozie zwiazany byl z aktywacja szlaku BDNF-TrkB-PI3K-AKT.
Mozna zatem sugerowac, ze wydzielany m-BDNF przez komorki H19-7 stymulowane yolking
moze wigzac sie z receptorem TrkB i aktywowac szlaki, ktore zwiekszaja wzrost i przezywalno$c
tych komoérek w poréwnaniu z komoérkami niestymulowanymi, ktére nie produkowaly m-BDNF.

W zwigzku z wykazang zwiekszong produkcjg biatka m-BDNF w komoérkach PCi2 oraz
H19-7 stymulowanych yolking, kolejne etapy badan mialy na celu odkrycie szlakow sygnatowych,
ktore aktywowane sg przez yolkine i moga prowadzi¢ do zwiekszonej produkcji tej neurotrofiny.
Jednym z kluczowych czynnikéw transkrypeyjnych, ktéry kontroluje ekspresje Bdnf oraz
ekspresje innych gen6w zaangazowanych w kontrole przezywalno$ci komorek, a takze procesy
plastycznosci synaptycznej i tworzenie pamieci, jest czynnik CREB [129], [141]. Wykorzystujac
metode Western Blotting wykazano, ze yolkina zwieksza poziom fosforylacji Ser133 czynnika
CREB zaré6wno w komorkach linii PC12 (Rys. 7.7) jak i H19-7 (Rys. 7.22). Wiadomo, ze
w odpowiedzi na czynniki aktywujace, takie jak neuroprzekazniki, ligandy lub czynniki wzrostu,
w komorce nerwowej uruchamiane sg mechanizmy prowadzace do aktywacji czynnika CREB.
Kluczowym etapem aktywacji CREB jest fosforylacja reszt serynowych, zwlaszcza seryny w pozycji
133 (Ser133) tancucha polipeptydowego [132]. Szlaki, ktore odpowiadaja za aktywacje czynnika
CREB i prowadza do zwiekszonej ekspresji Bdnf obejmuja: szlaki sygnalowe zalezne od
wewnatrzkomérkowego  poziomu  jonéw  wapnia, szlaki zalezne od  wzrostu
wewnatrzkomoérkowego poziomu cAMP i aktywacji PKA, szlak zalezny od aktywacji kinaz
PI3K/AKT oraz szlak zwigzany z aktywacja kinaz MAP (ERK1/2). Aktywacja tych szlakéw pelni
roOwniez istotng role w kontroli proceséw wzrostu i przezycia komoérek, neurogenezie,
neurytogenezie, a takze tworzeniu pamieci dlugotrwalej [129], [133]. Zatem kolejnym krokiem
w badaniach bylo sprawdzenie jakie szlaki sygnalowe, odpowiedzialne za aktywacje czynnika
CREB i zwiekszona ekspresje Bdnf, moga zosta¢ aktywowane w odpowiedzi na yolkine.
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Jony wapnia sa bardzo waznymi przekaznikami wtornymi, ktére odgrywaja istotna role
w rozwoju i fizjologii centralnego ukladu nerwowego [130]. Wzrost wewnatrzkomoérkowego
poziomu jondéw wapnia w neuronach powoduje aktywacje kinaz zaleznych od jonéw wapnia,
takich jak CaMKII, CaMKIV, cAMP/PKA, MAPK/ERK oraz PKC [163], [164]. Fosforylacja Ser133
czynnika transkrypcyjnego CREB przez te kinazy prowadzi do indukcji ekspresji wielu bialek,
w tym BDNF [165]. W zwigzku z tym w kolejnym kroku sprawdzono czy yolkina wplywa na wzrost
wewnatrzkomorkowego poziomu jono6w wapnia w komorkach PC12 i H19-7. Monitorujac zmiany
fluorescencji w czasie wykazano, ze w komorkach PCi12 (Rys.7.8) oraz komorkach H19-7
(Rys.7.23) stymulowanych yolking wewnatrzkomoérkowy poziom jonéw wapnia nie zmienia sie.
Tym samym aktywacji nie powinny ulegac¢ kinazy Scisle zalezne od zmian poziomu jon6w wapnia,
takie jak CaMKII oraz CaMKIV [258]. Mozna zatem wnioskowa¢, ze yolkina nie bierze udzialu
w aktywacji szlakow komorkowych zaleznych od zmian wewnatrzkomorkowego poziomu jonéow
wapnia. Mimo, ze jony wapnia to bardzo czesty induktor prowadzacy do fosforylacji czynnika
CREB, w komoérkach PC12 wykazano, ze moze istnie¢ szlak niezalezny od jondéw wapnia, lecz
zalezny od wzrostu poziomu cAMP [259]. Dlatego, w kolejnym etapie badan sprawdzono wplyw
yolkiny na aktywacje szlakow wapniowo-niezaleznych w komorkach PC12 oraz H19-7.

cAMP jest waznym wewnatrzkomérkowym przekaznikiem wtérnym uczestniczacym
w regulacji wielu proceséw regulowanych przez hormony oraz neuroprzekazniki [146]. Wéréd
tych proceséw mozna wymieni¢ miedzy innymi przezycie komorek, ich wzrost i réznicowanie,
neurytogeneze, czy metabolizm komorkowy [245], [246]. Jest to rowniez jeden z czynnikow
odpowiedzialnych za indukcje ekspresji Bdnf zaleznej od aktywacji czynnika transkrypcyjnego
CREB [246]. Za synteze cAMP odpowiedzialna jest cyklaza adenylanowa [245]. Zmiany
w wewnatrzkomorkowym poziomie cAMP zachodzace w komoérkach PCi2 oraz Hi9-7
w odpowiedzi na yolkine oznaczono testem ELISA. W komoérkach PCi2 (Rys.7.9) oraz H19-7
(Rys.7.24) stymulowanych yolking zaobserwowano istotny wzrost wewnatrzkomorkowego
stezenia cAMP. Synteza cAMP moze zachodzi¢ na drodze zaleznej lub niezaleznej od bialka G.
W $ciezce sygnalowej zaleznej od biatka G, po zwigzaniu zewnatrzkomorkowego liganda do GPCR,
aktywacji ulega cyklaza adenylanowa zwigzana z blona komoérkowa, ktéra przeksztalca ATP
w czasteczke cAMP i PP; [142]. W Sciezce sygnalowej niezaleznej od bialtka G synteza cAMP
zachodzi poprzez aktywacje rozpuszczalnej AC poprzez wzrost stezenia jondéw
wodoroweglanowych i wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu jonéw wapnia [150]. Z uwagi na
brak obserwowanych zmian wewnatrzkomérkowego poziomu jonéw wapnia w komorkach PC12
stymulowanych yolking, mozna przypuszcza¢, ze aktywacji ulega AC zwigzana z blong
komorkows, zalezna od aktywacji biatka G. Uzyskane obserwacje wskazywalyby na to, iz peptydy
wchodzace w sklad kompleksu yolkina mogg wigzaé sie z receptorami GPC i w ten spos6b
aktywowac dalsze szlaki sygnalowe. Jednak znalezienie receptora lub receptoréw dla mieszaniny
peptydow jest skomplikowanym i czasochlonnym procesem, wymagajacym osobnej serii
szczegblowych badan, zatem nie byt to temat obecnej rozprawy doktorskie;j.

Gloéwna czasteczka efektorowa dla cAMP jest kinaza PKA, ktora moze fosforylowac reszty
seryny i treoniny w kolejnych czasteczkach, miedzy innymi Ser133 czynnika CREB [260].
Wykazano, ze szlak sygnalowy cAMP-PKA-CREB ma kluczowe znaczenie w tworzeniu pamieci.
Dodatkowo, jego aktywacja moze wywolaé dzialanie przeciwdepresyjne poprzez wzmocnienie
plastyczno$ci strukturalnej w hipokampie [261], [262]. Natomiast aktywacja szlaku PKA-CREB,
prowadzaca do ekspresji Bdnf, jest odpowiedzialna za promowanie przezycia neurondw,
modulowanie morfologii synaptycznej i wzmacnianie wydajnoSci transmisji synaptycznej [263].
W zwierzecych modelach choroby Alzheimera, padaczki i depresji szlak sygnalowy PKA-CREB-
BDNF odegral pozytywna role regulacyjna w przezyciu i rozwoju neuronéw, funkcjach
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poznawczych i depresji [264]-[266]. Stad, z uwagi na wlasciwosci pro-kognitywne yolkiny
zaobserwowane weze$niej na modelach zwierzecych oraz wzrost poziomu cAMP, ktory odpowiada
za aktywacje kinazy PKA, sprawdzono fosforylacje kinazy PKA w komérkach PC12 stymulowanych
yolking. Wykazano, ze w komorkach tych pod wplywem yolkiny, 1,3 krotnie wzrasta fosforylacja
Thr197 w kinazie PKA (Rys.7.10). Otrzymane wyniki sugeruja, ze obserwowany wzrost ekspresji
Bdnf na poziomie bialka, a takze wzrost fosforylacji czynnika CREB, ktory reguluje ten proces
moze by¢ indukowany w wyniku aktywacji $ciezki cAMP-PKA przez yolkine. Analogiczna
aktywacje $ciezki cAMP-PKA-CREB-BDNF zaobserwowano w komoérkach PCi2 traktowanych
gastrodinem — glikozydem fenolowym wyizolowanym z Gastrodii wysokiej (Gastrodia elata),
chinskiej rosliny wykazujacej lecznicze dzialanie w chorobach OUN. Aktywacja tej $ciezki wiazala
sie z wlaSciwo$ciami neuroprotekcyjnymi gastrodinu i ochrona komorek PCi2 przed
neurotoksycznym dzialaniem metamfetaminy [267]. Co ciekawe, w swoich wcze$niejszych
badaniach autorzy wykazali, ze gastrodin podany szczurom z eksperymentalnym modelem
otepienia naczyniowego lagodzil deficyty poznawcze [268]. Podobne obserwacje uzyskano
rowniez dla etanolowego ekstraktu pochodzacego z Fasoli czarnej (Rhynchosia volubilis), ktérego
aktywnymi zwigzkami sg gléwnie antocyjany oraz izoflawonoidy. Wykazano, ze ekstrakt podany
komérkom HeLa aktywuje Sciezke cAMP-PKA-CREB i tym samym zwieksza przezywalno$c
komorek [269]. Inne badania z udzialem substancji naturalnych wykazaly, ze aktywacja szlaku
cAMP-PKA-CREB w komoérkach PC12 byla odpowiedzialna za wzrost neurytow [270]-[272].
Takiego efektu nie zaobserwowano natomiast na komoérkach PCi2 stymulowanych yolking
(Rys.7.13) pomimo aktywacji takiej samej $ciezki sygnalowej, ktora jednak moze odpowiadaé za
regulacje roznych funkcji w komorce.

Aktywacja czynnika transkrypcyjnego CREB moze rowniez nastapi¢ w wyniku dzialania
kinazy AKT, ktora jest centralnym mediatorem $ciezki aktywowanej przez kinaze PI3K. Sciezka
sygnalowa zalezna od aktywacji kinaz PI3K/AKT odgrywa bardzo wazna role w regulacji funkcji
o$rodkowego ukladu nerwowego. Szlak ten jest zaangazowany w kontrole przezywalnosci
komorek, neurogeneze, proliferacje komérek oraz plastyczno$é synaptyczng [177]. W kolejnym
etapie badan sprawdzono czy stymulacja komérek yolking powoduje zmiany w fosforylacji Ser473
kinazy AKT. Zaobserwowano, ze w komorkach PCi2 (Rys.7.11) oraz H19-7 (Rys.7.25)
stymulowanych yolking zachodzi istotny wzrost fosforylacji Ser473 kinazy AKT, co wskazuje na
jej zdolno$é¢ do fosforylacji kolejnych bialek. Prawdopodobnie kinaza AKT ulega aktywacji
z udzialem kinazy PI3K, ktéra odpowiedzialna jest za rekrutacje AKT do blony komoérkowej, a ta
ulega fosforylacji przez kinaze PDKi1 [178]. Wyniki badan ostatnich lat wykazaly, ze wiele
substancji pochodzenia naturalnego, takich jak kurkumina (polifenol pochodzacy z Ostryzu
dlugiego, Curcuma longa) czy witeksyna (glikozyd flawonoidowy pochodzacy z kwiatow i owocow
glogu, Crataegus), ktorych dzialanie oparte jest na aktywacji szlaku sygnalowego zaleznego od
kinaz PI3K/AKT, chroni neurony dopaminergiczne, neurony hipokampa oraz neurony korowe
przed skutkami stresu oksydacyjnego i neurotoksyczno$ci wywolanej AB. Ich neuroprotekcyjne
dzialanie wigzalo sie z aktywacja szlaku PI3K/AKT/CREB, co powodowalo zwiekszona ekspresje
Bdnf [273], [274]. W komoérkach PC12 narazonych na stres oksydacyjny ginsenozyd bedacy
saponing wyizolowang z Zef-szenia wlaéciwego (Panax ginseng) zmniejszyt populacje komorek
ulegajaca apoptozie dzieki aktywacji szlaku PI3K/AKT oraz zwiekszonej ekspresji Bdnf, co
indukowalo rowniez aktywacje procesu neurogenezy [275]. Z kolei senegenina (saponina)
wyizolowana z korzenia Krzyzownicy (Radix Polygalae) zwiekszyta przezywalnos¢ komorek PC12
inkubowanych z toksycznym AP1-42 o 50%. Obserwowany efekt zalezal miedzy innymi od
aktywacji Sciezki PI3K/AKT w komoérkach [276].
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Kolejnym z badanych szlakéw, ktory moze by¢ aktywowany przez yolkine, prowadzac do
aktywacji czynnika CREB, jest szlak zalezny od kinaz ERK1/2. W wyniku dzialania bodzcow
zewnetrznych takich jak czynniki wzrostu, hormony oraz cytokiny wiazace sie z odpowiednimi
receptorami, aktywacji ulega kaskada kinaz MAP, ktéorych koncowym elementem sa miedzy
innymi kinazy ERK1/2 [191], [277]. Fosforylowane kinazy ERK1/2 moga przemieszcza¢ sie do
jadra komorkowego i tam aktywowac czynniki transkrypcyjne, w tym badany w pracy czynnik
CREB [277]. Sa one réwniez zaangazowane w kontrole ekspresji Bdnf w wyniku aktywacji
receptora TrkA, aktywacje szlaku cAMP-PKA czy wzrost wewnatrzkomoérkowego poziomu jonow
wapnia [163], [278], [279] Kinazy ERK1/2 biora udzial w regulacji wielu proceséow takich jak
adhezja komorek, migracja, przezycie, roznicowanie, proliferacja oraz metabolizm [205].
Postanowiono zatem sprawdzi¢ czy kinazy ERK1/2 ulegaja aktywacji w wyniku stymulacji
komorek yolking. Zaobserwowano, ze traktowanie komoérek PCi2 yolking (Rys.7.12)
spowodowalo spadek fosforylacji reszt Thr2o2 i Tyr204 w kinazach ERK1i/2 w pierwszych
godzinach stymulacji, a po 12 i 24 godzinach inkubacji z yolking poziom fosforylacji istotnie
wzrost. Natomiast w komorkach H19-7 traktowanych yolking (Rys.7.26) nie zaobserwowano
zadnych zmian w poziomie fosforylacji kinaz ERK1/2 wzgledem komorek nietraktowanych.
Obserwowana pdzna aktywacja ERK1/2 w komérkach PC12 moze byé zwigzana z ich wplywem na
wykazana wcze$niej p6zna aktywacje czynnika CREB w tych komoérkach (Rys.7.7). Jednak
w komorkach H19-7 nie zaobserwowano zmian w poziomie fosforylacji kinaz ERK1/2, mimo
zaobserwowanej wcze$niej dlugotrwalej, pdéznej aktywacji czynnika CREB (Ryc. 7.22), co
prawdopodobnie wskazuje na brak udzialu kinaz ERK 1/2 w aktywacji CREB-zaleznej produkcji
BDNF w komoérkach H19-7. Jak wykazaliSmy wcze$niej, w komoérkach PCi2 stymulowanych
yolking p6znej ekspresji ulega karboksypeptydaza E, zwana rowniez neurotroficznym czynnikiem
a1 (NF-a1), ktory znany jest z wtaéciwosSci neuroprotekeyjnych, niezaleznych od swojej aktywnosci
enzymatycznej [280]. Co ciekawe, w komdrkach H19-7 stymulowanych yolking nie wykazaliSmy
zadnych zmian w poziomie bialkowego produktu ekspresji genu NF-a1. Badania Sharma i wsp.
wykazaly, ze mechanizm neuroprotekcyjnego dzialania NF-a1 przed stresem indukowanym H.O.
obejmowat miedzy innymi zwigzanie NF-a1 z receptorem serotoninowym 5-HTR1E, a nastepnie
aktywacja ERK1/2. Aktywowane kinazy byly zdolne do fosforylacji czynnika CREB, ktory
indukowal ekspresje genu antyapoptotycznego Bcl-2 [281]. Mozna wiec spekulowa¢, ze p6zna
aktywacja kinaz ERK1/2 w komoérkach PC12 stymulowanych yolking moze wynika¢ z aktywacji
Sciezki NF-a1/5-HTR1E/ERK1/2/CREB, co wyjaénialoby brak podobnej obserwacji w komoérkach
H19-7. Jednak trzeba mie¢ na uwadze, ze czynnik transkrypcyjny CREB jest czasteczka regulujaca
w komorce wiele procesow, dlatego szczegdlowe wyjadnienie tej obserwacji potrzebowaloby
dodatkowych badan, ktore nie byly przedmiotem obecnej rozprawy.

III. Kompleks peptydowy yolkina wykazuje odmienny wplyw na morfologie
komorek PC12 oraz H19-7

W celu identyfikacji dojrzalych neuronéw oznacza sie poziom ekspresji markerow
biatkowych, takich jak neuronalne bialtko jadrowe (NeuN, ang. neuronal nuclear protein) [57] oraz
bialko towarzyszace mikrotubulom 2 (MAP-2, ang. microtubule-associated protein 2) [58].
Natomiast biatkiem pozwalajacym na $ledzenie zmian zwigzanych z synaptogeneza jest miedzy
innymi synapsyna I, ktora zwigzana jest z wydluzeniem aksonéw, tworzeniem synaps i regulacja
fuzji pecherzykow synaptycznych [59]. W kolejnym etapie badan sprawdzono czy yolkina
aktywuje proces neurogenezy, towrzenie wypustek nerwowych oraz synaps. Komorki inkubowano
z yolking i obserwowano zmiany w morfologii komérek z uzyciem mikroskopu $wietlnego
z kontrastem fazowym. Komorki PC12 stymulowane yolking nie wykazaly zmian w morfologii
(Rys.7.13 C). Nie zaobserwowano tworzenia wypustek nerwowych oraz zmiany ksztaltu ciala
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komoérkowego, tak jak widoczne to byto w komérkach referencyjnych traktowanych NGF (Rys.7.13
B). Jak wykazano we wcze$niejszych badaniach przeprowadzonych na modelu komoérek
neuropodobnych linii PC12, traktowanie ich estrem TFSA (ang. tenuifoliside A) wyizolowanym
z Krzyzownicy cienkolistnej (Polygala tenuifolia), indukowalo wzrost neurytow zalezny od
aktywacji Sciezki MEK/ERK1/2/CREB oraz PI3K/AKT [282]. Natomiast inne badania z uzyciem
alkaloidu pochodzacego z azjatyckiej rosliny Wampi (Clausena lansium), wykazaly, ze wzrost
neurytow w komorkach PCi2 byt zalezny od kinaz ERK1/2, wykluczajac udzial kinaz PI3K/AKT
[283]. Mimo, iz w komérkach PC12 stymulowanych yolking wykazano dlugotrwalg aktywacje
kinazy AKT oraz p6zna aktywacje kinaz ERK1/2, nie zaobserwowano, by mialo to zwigzek
z indukcja procesu neurytogenezy. Dodatkowo, w komérkach PC12 stymulowanych yolking nie
wykazano zadnych zmian w poziomie bialkowego produktu ekspresji Synapsyny I (markera
synaptogenezy), NeulN (markera dojrzalych neuronow) oraz MAP-2 (markera dendrytow) (Rys.
7.13D; Rys.7.14). Dane literaturowe wskazuja, ze ekspresja Synapsyny I zalezna jest od poziomu
zréznicowania komorek [284]. W komorkach PCi2, ktore ulegaly réznicowaniu bardzo szybko
obserwowano wzrost ekspresji mRNA oraz biatkowego produktu Synapsyny I, mialo to miejsce
juz po 24 godzinach od depolaryzacji za pomoca KCl [285]. Autorzy wykazali, ze ekspresja
Synapsyny I wiazala sie z aktywacja kinaz ERK1/2 oraz czynnika transkrypcyjnego CREB.
W przypadku komorek PCi2 traktowanych yolking, mimo aktywacji tych samych szlakow
sygnalowych, nie zaobserwowano zmian $wiadczacych o inicjacji procesu neurogenezy oraz
tworzenia wypustek nerwowych, stad tez brak obserwowanych zmian w poziomie bialtkowego
produktu ekspresji Synapsyny I, bedacej markerem synaptogenezy, jest uzasadniony.

Przeprowadzajac badania nad wplywem yolkiny na proces neurogenezy i tworzenie
wypustek nerwowych na modelu unie§miertelnionych pierwotnych komorek hipokampa H19-7
udalo sie wykazac¢ jej troficzne dzialanie. Komorki H19-7 stymulowane yolking tworzyly
dodatkowe wypustki nerwowe, a ich cialo komorkowe przybieralo wrzecionowaty ksztalt.
Niestety, zmiany te obserwowano tylko u pojedynczych komorek w badanej populacji (Rys.7.27),
w przeciwienstwie do komérek H19-7 stymulowanych czynnikiem réznicujacym bFGF. Ponadto,
w przypadku komoérek H19-7 nie udalo sie wykry¢ obecnos$ci biatka NeuN za pomocg uzytych,
dostepnych komercyjnie przeciwcial. Nie wykazano rowniez zadnych zmian w poziomie
biatkowego produktu ekspresji Synapsyny I. Ciekawe jest to, ze w literaturze dostepnych jest
niewiele prac pokazujacych ekspresje NeuN w komoérkach H19-7. Immunohistochemiczna
charakterystyka r6znicowanych komoérek H19-7 wykazala, ze jedynie 35% komorek jest zdolnych
do ekspresji bialka NeuN, natomiast prawie wszystkie komoérki wykazaly ekspresje innych
bialkowych marker6w neurogenezy takich jak NeuroD czy NF68 [286]. Z kolei, w komorkach
PC12 biatko NeuN jest kluczowym markerem o wysokim stopniu ekspresji, pozwalajacym na
okreélenie stopnia dojrzaloSci komoérek neuronalnych [284], [287]. W komoérkach Hig-7
traktowanych yolking zaobserwowano ponadto wzrost poziomu bialkowego produktu ekspresji
MAP-2, ktory jest markerem dendrytogenezy (Rys.7.28). Uzyskany wynik moze potwierdzac
obserwowane zmiany w morfologii komoérek H19-7 stymulowanych yolking, w ktorych
zaobserwowano pojawienie sie dodatkowych rozgalezieni, prawdopodobnie dendrytow.
Pojawianie sie dodatkowych wypustek nerwowych w odpowiedzi na obecno$¢ yolkiny widoczne
bylo jedynie u pojedynczych komoérek H19-7, nie w calej populacji komorek.

Jak wykazano, yolkina wywoluje odmienny wplyw na morfologie komérek Hi9-7
w porownaniu z komoérkami PC12. To co r6zni oba modele komorkowe to z pewnos$cia obecno$cé
receptora TrkB na komorkach H19-7, ktory, jak podaja dane literaturowe, wigzac sie z m-BDNF
ulega fosforylacji i aktywuje szereg szlakow sygnalowych w komorce odpowiedzialnych miedzy
innymi za wzrost dendrytow [288]. Jak wykazala Hromadkowa i wsp. [289] traktowanie komorek
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ludzkiej linii neuroblastoma SH-SY5Y kwasem retinowym oraz bialkiem BDNF powodowalo
roznicowanie sie tych komorek do fenotypu neuronalnego. Autorzy wykazali rowniez, ze
kluczowym czynnikiem i regulatorem ekspresji markera aksonalnego (tau) oraz dendrytycznego
(MAP-2) bylo bialko BDNF. Dodatkowo efekt ten byl zalezny od konstytutywnej ekspresji
receptora TrkB. Mozna zatem sugerowac, ze to wlasnie obecno$c receptora TrkB w komorkach
H19-7, ajego brak w komoérkach PC12, thumaczy obserwowane ro6znice w morfologii oraz poziomie
ekspresji biatka MAP-2 w obu liniach komoérkowych.

IV. Kompleks peptydowy yolkina nie posiada wlasnej aktywnoSci
przeciwutleniajacej, ale moze regulowaé¢ aktywnos¢  systemu
antyoksydacyjnego

W 1956 roku po raz pierwszy opisano potencjalny zwiazek miedzy produkcja wolnych
rodnikéw tlenowych i ich szkodliwym wplywem na organizm, wskazujgc starzenie jako proces
spowodowany przez wolne rodniki [39]. Wraz z wiekiem, w wyniku dzialania wolnych rodnikow
wzrasta liczba uszkodzonych makroczasteczek, ktére wplywaja na pogorszenie funkcjonowania
organizmu. Zatem rola stresu oksydacyjnego w procesie starzenia wydaje sie bardzo istotna,
dodatkowo mozg jest organem bardzo wrazliwym na stres oksydacyjny. Mechanizmy, za
posrednictwem ktorych ROS powoduja uszkodzenia tkanki mézgowej, prowadza do zwiekszenia
przepuszczalnoSci bariery krew-moézg oraz do zmian morfologii mézgu [40]. Wykazano, ze
substancje, ktore posiadaja neuroprotekcyjne wlasciwosci moga byé¢ rowniez antyoksydantami
[248]. W zwiazku z tym w kolejnej czeSci badan skupiono sie na sprawdzeniu czy kompleks
peptydowy yolkina posiada wlasciwos$ci antyoksydacyjne lub czy jest zdolny do regulacji systemu
antyoksydacyjnego.

W pierwszej kolejnosci zbadano wplyw yolkiny na poziom wolnych rodnikéw tlenowych
w komorkach PCi12. ROS sa jednymi z najwazniejszych czynnikow bioracych udziat w regulacji
proceséw fizjologicznych w komoérkach eukariotycznych. Pelnia one miedzy innymi role
mediatorow w procesach wzrostu, dojrzewania i apoptozy komorek, reguluja poziom energii
w komorkach, moduluja ekspresje genow, kontroluja przebieg reakcji zapalnej oraz procesy
sygnalizacji komorkowej [31]. Jednak w sytuacji, gdy proces generowania reaktywnych form tlenu
w komorece istotnie przekracza zdolnosé¢ ich neutralizacji dochodzi do przesuniecia rownowagi
w kierunku reakeji utleniania i rozwoju stresu oksydacyjnego, ktory jest jednym z elementarnych
przyczyn rozwoju wielu chorob oraz odgrywa wazna role w przyspieszeniu procesow starzenia [34]
[33]. W celu okreslenia zdolnoéci yolkiny do hamowania indukeji stresu oksydacyjnego
w komorkach PCi2, zbadano jej wplyw na wewnatrzkomérkowy poziom wolnych rodnikow
tlenowych poprzez pomiar utleniania sondy dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA), stosujac
75uM H.O. jako zewnatrzkomoérkowe zrédlo wolnych rodnikéw. Wykazano, ze inkubacja
komorek PC12 z yolking nie indukuje zmian w wewnatrzkomoérkowym poziomie ROS - ich poziom
utrzymywal sie na poziomie poréwnywalnym do komoérek kontrolnych, nietraktowanych (Rys.
7.15 A). Z kolei w komorkach PCi2 traktowanych H.O. poziom ROS obnizyt sie dzieki
jednoczesnemu podaniu yolkiny (Rys.7.15 B), co moze wskazywa¢ na jej zdolno$¢ do aktywacji
systemu obrony antyoksydacyjnej. Podobne badania przeprowadzone na komoérkach PC12 przez
Rojo i wsp. [184] wykazaly, ze obnizenie ROS indukowanych przez traktowanie komérek H.O.
wigzalo sie z aktywacja kinaz PI3K/AKT oraz zwiekszona ekspresja Cu/Zn-SOD oraz Mn-SOD,
ktore ochronily komérki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Inne badania na komérkach PC12
potraktowanych H,O.wraz z ekstraktem roslinnym z lici bambusa (Sasa borealis) wykazaly, ze
ekstrakt ochronil komérki PC12 poprzez redukcje wewnatrzkomérkowego poziomu ROS oraz
zwiekszona ekspresje enzymdw antyoksydacyjnych, w tym Mn-SOD [290]. Opierajac sie o dane
literaturowe, w kolejnym kroku, stosujac metode ilo$ciowej reakcji lancuchowej polimerazy

105



zmierzono wplyw yolkiny na ekspresje mRNA cytozolowej (Cu/Zn-SOD) oraz mitochondrialnej
(Mn-SOD) dysmutazy ponadtlenkowej, ktére stanowig pierwsza linie obrony w repertuarze
enzymow antyoksydacyjnych [36]. Wykazano, ze w komorkach PCi2 traktowanych 75 uM H.0.
zachodzi wrzrost ekspresji obu izoform SOD (Rys. 7.16). Sam kompleks yolkina réwniez
powodowal podobny wzrost poziomu ekspresji mRNA Cu/Zn-SOD oraz Mn-SOD. Natomiast nie
zauwazono istotnych réznic miedzy stymulacja komoérek PC12 samym H,O., a H.O, podanym
z yolking. Wykazana wczes$niej zdolno$¢ yolkiny do aktywacji kinaz PI3K/AKT w komérkach PC12
moze sugerowaé, ze obserwowany spadek poziomu ROS zwiazany jest z aktywacja szlaku
PI3K/AKT oraz zwiekszong ekspresja Cu/Zn-SOD oraz Mn-SOD w komorkach PC12, jak wykazali
tez inni autorzy.

W kolejnym etapie sprawdzono aktywno$¢ przeciwutleniajaca yolkiny obejmujaca ocene
zdolnosci yolkiny do neutralizacji wolnych rodnikow, redukowania stopnia utlenienia jonow
zelaza oraz chelatacji jonoéw zelaza. Przeprowadzone badania wykazaly, ze kompleks peptydowy
yolkina nie jest zdolny do usuwania rodnika DPPH, a warto$ci utrzymywaly sie na poziomie
bliskim zeru (Tabela 7.3). Popularne i dobrze przebadane antyoksydanty takie jak np. kwercetyna
lub katechina, w teScie DPPH wykazuja aktywno$¢ na poziomie >1 uM Troloxeq [291], [292].
Ekstrakty roslinne, ktére sa bardzo bogate w polifenole wykazuja bardzo dobre wlasciwosci
antyoksydacyjne i ich zdolno$¢ do usuwania rodnika DPPH osigga warto$ci wynoszace 200-800
UM Troloxeq [293], [294]. Wiele reakcji rodnikowych indukowanych jest przez jony zelaza (Fe2+)
dzieki ich zdolnoSci do przenoszenia pojedynczych elektronéw. Dlatego zdolnos$é do redukcji
stopnia utlenienia jonéw zelaza lub zdolno$¢ do ich chelatacji przez czasteczki jest bardzo cenna
wlasciwoscia antyoksydantow [295]. W niniejszej pracy wykazano, ze yolkina nie posiada
zdolnosci redukowania stopnia utlenienia jonéw zelaza, a jej zdolno$¢ do chelatacji jonow Fe(II)
jest bardzo niska (bliska zeru), nawet dla yolkiny o stezeniu 100 ug/ml (Tabela 7.3). Z danych
literaturowych wynika, ze zdolno$¢ do redukeji stopnia utlenienia jonéw zelaza oraz do ich
chelatacji jest cechg przypisywang glownie polifenolom, ktére sg bardzo silnymi antyoksydantami
[291], [292].

Yolkina nie wykazala wlasnej aktywnos$ci przeciwutleniajacej, w zwigzku z tym
obserwowane znaczne obnizenie poziomu ROS w komérkach PC12 stymulowanych H.O. i yolking
moze wskazywaé¢ na wplyw yolkiny na regulacje istniejacego uktadu antyoksydacyjnego, miedzy
innymi poprzez zwiekszenie ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej. Podobne wlasSciwosci
regulacyjne ukladu antyoksydacyjnego zostaly wykazane dla nonapetydu NP-POL wyizolowanego
z kompleksu peptydowego bogatego w proline (PRP) pochodzacego z siary owczej [296]. NP-POL
nie wykazal wlasnej aktywnosci przeciwutleniajacej, ale posiadal zdolnoé¢ do regulacji aktywnoSci
ukladu antyoksydacyjnego. Podobnie jak yolkina obnizal poziom ROS i zwiekszal ekspresje
Cu/Zn-SOD oraz Mn-SOD [296], [297].

V. Kompleks peptydowy yolkina chroni komérki PC12 przed zagregowanym
ApB1-42 i hamuje jego proces agregacji

W wyniku starzenia oraz w warunkach patologicznych produkcja amyloidu beta wzrasta,
a efektywno$¢ jego usuwania spada, co prowadzi do jego nadmiernej akumulacji i tworzenia
toksycznych i nierozpuszczalnych agregatéow [26]. Agregaty AP1-42 gromadza sie w réznych
regionach mozgu i stanowig kluczowy czynnik patologiczny prowadzacy do degeneracji komorek
nerwowych poprzez bezposrednia interakcje z blong, indukcje stresu oksydacyjnego poprzez
tworzenie kompleksu metal-AP, zakl6cenie funkcjonowania receptoréw blonowych, zmiane
aktywacji szlakow sygnalowych, tworzenie poréow blonowych lub zaburzenie homeostazy jonowe;j
w komorcee [49], [51]. W zwiazku z tym celem kolejnych badan niniejszej pracy doktorskiej bylo
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sprawdzenie zdolnoSci yolkiny do hamowania toksycznego wplywu Af1-42 na komorki
neuropodobne PC12. Za pomoca testu MTT wykazano, ze agregowany Af31-42 (20 uM) obnizal
zywotno$¢ komorek PCi2 do 60%, natomiast inkubacja komorek z agregowanym APi1-42
podanym jednocze$nie z yolking spowodowala zauwazalny wzrost ich przezywalno$ci nawet do
80% (Rys. 7.17A). Ponadto wykazano, ze yolkina hamowala czeSciowo proces degeneracji
neurytow indukowany agregowanym Af1-42 w roznicowanych komérkach PCi2 (Rys.7.17 D).
Kluczowe znaczenie mialo rowniez przeprowadzenie analizy przebiegu procesu agregacji AB1-42
w obecno$ci yolkiny z uzyciem barwnika ThT (Rys.7.18) oraz z uzyciem techniki TEM (Rys.7.19).
Przeprowadzone obserwacje wykazaly, ze kompleks yolkina wykazuje zdolno$¢ do hamowania
powstawania agregatow bialka AB1-42. Podobne obserwacje i dzialanie wykazano w przypadku
ekstraktu z Czosnku r6zowego (Allium roseum), ktory jest bogaty w zwigzki siarkoorganiczne
i flawonoidy i znany jest ze swojego dzialania antyoksydacyjnego [298]. Wykazano, ze inkubacja
komorek SH-SY5Y z ekstraktem z czosnku oraz APB1-42 powodowala istotny wzrost ich zywotno$ci
w odniesieniu do komoérek inkubowanych z samym AB1-42. Dodatkowo wykazano, ze wraz ze
wzrostem stezenia ekstraktu obserwowano hamowanie agregacji AP1-42 w analizie
fluorescencyjnej z barwnikiem ThT, co zostalo potwierdzone rowniez w obrazowaniu z uzyciem
techniki TEM. Dodatkowo, w przypadku najwyzszego stezenia podawanego ekstraktu (1ooug/ml)
zaobserwowano calkowite zahamowanie tworzenia wiokienek amyloidowych. Inkubacja AB1-42
z yolking o stezeniu 100 ug/ml dawala podobny efekt. WlasciwosSci ochronne wykazuje réwniez
senegenina — saponina wyizolowana z korzenia Krzyzownicy (Radix Polygalae) [276]. Inkubacja
komorek PC12 z senegening podang wraz z Af1-42 powodowala istotny wzrost ich przezywalno$ci
w poréwnaniu z komoérkami traktowanymi samym AP1-42. Ochronne dzialanie wigzalo sie
z aktywacja Sciezki zaleznej od kinaz PI3K/AKT oraz ekspresji gen6w antyapoptotycznych, w tym
Bcl-2. Dodatkowo, inne badania z wykorzystaniem senegeniny wykazaly, ze zréznicowane
komoérki PC12 tracily wypustki nerwowe w wyniku toksycznego dzialania peptydu AB25-35,
natomiast obecno§¢ senegeniny wywierala efekt neuroochronny [299], podobnie jak
obserwowano w przypadku kompleksu yolkina w przypadku inkubacji z AP1-42. Obecnie
poszukuje sie nowych rozwigzan, ktére skutecznie hamowalyby proces agregacji toksycznych
peptydow AB. Jednym z obranych celow jest zmniejszenie produkeji AP, poprzez zahamowanie
aktywnoSci enzymatycznej [3- i y-sekretazy. Jednak ze wzgledu na ich wazne funkcje w komorce
nerwowej, zahamowanie ich aktywnos$ci mogloby by¢ bardzo niekorzystne [300]. Ponadto,
w zwiazku z tym, ze monomery AP pelnig roéwniez wazng role dla ukladu nerwowego, uczestniczac
m.in. w regulacji plastycznos$ci synaptycznej i procesow zwigzanych z pamiecia, niekorzystnym
wydaje sie zahamowanie ich calkowitej produkeji [49]. Bezpiecznym rozwigzaniem wydaje sie by¢
zahamowanie poczatkowych etapow agregacji monomero6ow, dimeréw czy oligomerdéw A (gtownie
procesu zasiewania oraz wzrostu fibryli) poprzez zastosowanie substancji niskoczasteczkowych,
ktore bylyby zdolne do maskowania potencjalnych miejsc odpowiedzialnych za kontrole procesu
agregacji. Oprocz zwigzkéw chemicznych projektowanych docelowo jako inhibitory A
poszukiwania obejmuja rowniez zwigzki pochodzace z naturalnych zrodel. Wsrod nich
potencjalne dzialanie jako inhibitor procesu agregacji AP posiadaja kurkumina (polifenol
pochodzacy z Ostryzu dlugiego, Cucurma longa), mirycetyna (flawonoloid, ktérego najwieksze
zrodlo to Orzech wloski, Juglans regia), resweratrol (polifenol pochodzacy z Winoro$li wlasciwe;j,
Vitis vinifera) oraz kwas rozmarynowy (ester, ktorego zréodlem jest Rozmaryn, Rosmarinus)
[301]. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan nad yolking sugeruja, ze kompleks ten
wykazuje potencjalne ochronne dzialanie przed gromadzacymi sie toksycznymi agregatami biatka
AB1-42. Opierajac sie o analize przebiegu krzywej agregacji amyloidu beta w obecno$ci yolkiny
mozna spekulowa¢, ze potencjalny inhibitorowy mechanizm dzialania yolkiny moze wynika¢ z jej
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zdolno$ci do interakcji z monomerycznym Af, prowadzacej do zahamowania tzw. procesu
zasiewania.

Podsumowujac, wyniki przedstawione w niniejszej pracy pozwolily na dokladng
charakterystyke kompleksu peptydowego yolkina, ktéry po raz pierwszy zostal wyizolowany
i scharakteryzowany dekade temu. Udatlo sie wykazac, ze kompleks peptydowy yolkina stymuluje
komorki neuropodobne linii PC12 oraz unie$miertelnione pierwotne komérki hipokampa H19-7
do aktywacji Sciezek sygnalowych zaleznych od aktywnos$ci PI3K/AKT oraz cAMP-PKA, ktore
zaangazowane sa w procesy proprzezyciowe i ochronne, poprzez aktywacje czynnika CREB oraz
zwiekszong ekspresje Bdnf. Dodatkowo wykazano, ze yolkina mimo, iz nie posiada wlasnej
aktywno$ci przeciwutleniajacej aktywuje system obrony antyoksydacyjnej i chroni komérki przed
szkodliwym dzialaniem wolnych rodnikow tlenowych oraz toksycznym dzialaniem agregatow
biatka AB1-42. Wykazane ochronne i prokognitywne dzialanie yolkiny sprawia, ze kompleks ten
wydaje sie by¢ potencjalnym kandydatem na nutraceutyk, z mozliwoécia zastosowania
w prewencji i wspomaganiu leczenia zaburzen towarzyszacych procesom starzenia.
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9. Wnioski

Przeprowadzone badania wykazaly, ze:

1.

Kompleks peptydowy yolkina pozbawiony jest zanieczyszczenn mikrobiologicznych, jest
bardzo stabilny w roztworze PBS, i moze by¢ przechowywany w takiej formie przez dlugi
okres czasu.

Badany kompleks wykazuje homologie do witellogeniny I oraz witellogeniny II.

Stymulacja komérek PC12 oraz H19-7 yolking prowadzi do zwiekszonej produkgeji biatka
m-BDNF.

Pod wplywem yolkiny w komérkach PC12 oraz H19-7 aktywacji ulegaja kinazy PI3K/AKT
oraz cAMP-PKA, ktére powoduja aktywacje czynnika CREB odpowiedzialnego za
zwiekszong ekspresje Bdnf.

Zmiany w morfologii komorek H19-7 traktowanych yolking wynikaja prawdopodobnie
z dzialania m-BDNF, ktory wiaze sie z receptorem TrkB, obecnym na powierzchni tych
komoérek. Podobnych zmian nie zaobserwowano w komoérkach PC12 (TrkB-).

Yolkina nie posiada wlasnej aktywno$ci przeciwutleniajacej, ale jest zdolna do obnizania
poziomu ROS w komoérkach PCi2 oraz regulacji systemu antyoksydacyjnego poprzez
zwiekszenie ekspresji Cu/Zn-SOD oraz Mn-SOD.

Yolkina hamuje proces agregacji biatka AB1-42 oraz posiada zdolno$¢ do ochrony komorek
nerwowych przed toksycznym dzialaniem gromadzacych sie agregatow Ap1-42.
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chicken egg yolk as a potential modulator of BDNF expression/secretion — a pilot study (plakat)

Nagrody i wyréznienia

1)

2)

3)

4)

Wyro6znienie w konkursie na Stypendium im. Ludwika Hirszfelda w zakresie nauk biologicznych
i medycznych w roku 2021

Laureatka Stypendium Doktoranckiego Polsko-Amerykanskiej Fundacji Wolnoéci w roku 2020/2021

Laureatka Stypendium Rektora Instytutu PAN dla najlepszych doktorantéw w roku 2018/2019 oraz
2019/2020

Pierwsza nagroda za publikacje i prezentacje w sesji ,Between atoms and molecules” podczas
15. Miedzynarodowej Konferencji naukowej Students’ Science Conference w Jeleniej Gorze (2017)

Pozostale

1)

2)

Wykonawca w projekcie badawczym finansowanym przez NCBiR, pt.: "Badania nad uzyskaniem
nowatorskiej szczepionki przeciwko wirusowi SARS-CoV-2 odpowiedzialnemu za chorobe COVID-19”,
(XII. 2020-I11.2022, kierownik projektu: prof. dr hab. Andrzej Gamian)

Staz w Laboratorium Neurobiologii Eksperymentalnej w Narodowym Instytucie Zdrowia Psychicznego
w Klecanach, Czechy (07.2019 — 10.2019)
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