I. STRESZCZENIE

Wedtug jednej z hipotez przyczyng choroby Alzheimera jest wejscie neuronéw na szlak cyklu
komoérkowego. Zdrowe neurony sa terminalnie zréznicowane i znajdujg sie w fazie GO cyklu
komorkowego. Konsekwencjg aktywacji cyklu komérkowego w komoérkach nieprzystosowanych do
podziatéw jest ich wprowadzenie na szlak apoptozy. Celem badan niniejszej rozprawy doktorskiej byto
sprawdzenie stusznosci koncepcji, wedtug ktdrej wyciszenie (metodq interferencji RNA) gendw kinaz
cyklino-zaleznych cdk2, cdk4 i cdk6, ulegajacych ekspresji podczas podzialu komoérek, mogtoby
zapobiegac¢ indukcji apoptozy i mie¢ dziatanie neuroprotekcyjne.

Zaprojektowano 21 czgsteczek siRNA skierowanych na ludzkie, mysie i szczurze geny kinaz
cyklino-zaleznych cdk2, cdk4 i cdk6 i sprawdzono ich aktywnos$¢ interferencyjng w wybranych liniach
komoérkowych (HeLa, SH-SY5Y, Neuro2a, PC12). Metodami real-time RT-PCR, RT-PCR i Western
blot oznaczono poziom wyciszenia badanych gendéw i dla kazdego z nich wyselekcjonowano
najbardziej aktywne czasteczki siRNA. Nastepnie, w oparciu o sekwencje siRNA specyficzne dla
gendéw cdk4 i cdk6 zaprojektowano 9 wstawek shRNA, ktére wklonowano do plazmidu ekspresyjnego
pSilencer 2.0-U6. Zbadano aktywnos$¢ wyciszajaca tak przygotowanych plazmidéw i stwierdzono, ze
czasteczki shRNA wykazujg stabszg aktywnos¢ interferencyjng wobec badanych gendéw niz
odpowiadajgce im czgsteczki siRNA.

Sprawdzono, czy w komérkach HelLa i SH-SY5Y z obnizong ekspresjg genu CDK4, nastepuje
rébwniez zmiana poziomu ekspresji biatek pojawiajacych sie w pdzniejszych etapach cyklu
komodrkowego, tj. cykliny A, cykliny E i PCNA. Wykazano, ze poziom mRNA kazdego z tych biatek
ulegt obnizeniu zaréwno w komdrkach Hela, jak i SH-SY5Y. Dla tych samych modeli komérkowych
przeprowadzono takze analize ekspresji genéw APP, PS1 oraz BACEL, zaangazowanych w
wytwarzanie § amyloidu. Badanie to wykazato, ze komaérki z obnizong ekspresjg genu CDK4 wykazujg
takze obnizong ekspresje genéw BACEL i PS1, natomiast poziom ekspresji genu APP pozostat
niezmieniony.

Nastepne badania miaty na celu sprawdzenie koncepcji, czy wyciszenie genéw kinaz cyklino-
zaleznych cdk2, cdk4 i cdk6é ma wptyw na zahamowanie cyklu komérkowego. Na przyktadzie populacii
komérek HelLa i SH-SY5Y 2z obnizong ekspresja genu CDK4 oceniono ilo§¢ komoérek w
poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego (za pomoca cytometru przeptywowego) i wykazano, ze
wiecej komoérek znajdowato sie w fazie GO/G1, a mniej przechodzito do fazy S i G2/M w poréwnaniu z
komodrkami kontrolnymi (z niezmienionym poziomem ekspresji CDK4).

Kolejnym etapem badan byto opracowanie warunkéw hodowli komérek HelLa i SH-SY5Y w
warunkach stresu oksydacyjnego. Do badania zastosowano nadtlenek wodoru (H,O,) wywotujacy
stres oksydacyjny poprzez generowanie reaktywnych form tlenu (RFT). Stezenie H,O, byto tak
dobrane, aby nie powodowato $mierci komdrek, a stymulowato je do proliferacji. Po optymalizacji
warunkéw hodowli z nadtlenkiem wodoru sprawdzono, czy komarki z wyciszong ekspresjg genu CDK4
sg tak samo podatne na stres oksydacyjny jak komorki kontrolne. Komoérki HeLa i SH-SY5Y z
interferencjg genu CDK4 poddano stymulacji H,O, i oceniono (za pomocg cytometru przeptywowego)

ilo§¢ komorek w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego. Zaobserwowano zmniejszong ilo$¢



komoérek w fazie S i G2/M, i zwiekszong ilos¢ komérek w fazie GO/G1, w poréwnaniu z kontrolg.
Ponadto, nieznacznie zmniejszyta sie ilos¢ komérek apoptotycznych.

Przeprowadzono ocene stopnia indukcji apoptozy wywoftanej dziataniem nadtlenku wodoru w
komodrkach Neuro2a z obnizong ekspresjg genu cdk4 lub réwnoczesnie trzech genéw cdk2, cdk4 i
cdk6. W badaniach tych okreslono aktywnos$é kaspazy 3 i 7, ktéra okazata sie nizsza w komoérkach
badanych niz w komdrkach transfekowanych kontrolnym siRNA. Wynik ten wskazuje, ze wyciszenie
genow kinaz cyklino-zaleznych, a w szczegdlnosci kinazy cdk4, dziata ochronnie na komorki w
przypadku zaistnienia stresu oksydacyjnego.

W kolejnym etapie badan w komérkach HelLa i SH-SY5Y uzyskano nadekspresije inhibitorow kinaz
cyklino-zaleznych p16(INK4a), p18(INK4c), p21(CDKN1A, WAF1) z plazmidéw ekspresyjnych pVax1 i
PEGFP-C1 z wklonowanymi wstawkami kodujacymi pozadane transgeny. Analiza zmian faz cyklu
komdrkowego (za pomocg cytometru przeptywowego) wykazata, ze nadekspresja inhibitoréw kinaz
cyklino-zaleznych z uzyciem pVax1 nieznacznie wptywa na zmiany w populacji komoérek w
poszczegolnych fazach cyklu komorkowego, aczkolwiek w zdecydowanej wiekszosci zmiany te
wskazywaty zwigkszony procent populacji komoérek w fazie GO/G1, a zmniejszony w fazach S i G2/M,
w porownaniu do komodrek kontrolnych, transfekowanych pustym plazmidem. Nadekspresja
inhibitorow kinaz cyklino-zaleznych w plazmidzie pEGFP-C1 tylko nieznacznie wptywata na zmiany w
populacji komérek w poszczegdélnych fazach cyklu komérkowego.

W ostatniej czesci pracy poréwnano wiasciwosci dwoch dokomodrkowych nosnikéw kwasow
nukleinowych, neurospecyficznego peptydu RVG-9R i nosnika lipidowego Lipofectamine 2000.
Stwierdzono, iz peptyd RVG-9R wydajnie wprowadza siRNA do komodrek neuronalnych, czego
dowodem byto wyciszenie docelowego genu cdk4. Peptyd ten, jak wczesniej wykazano, specyficznie
taczy sie receptorami nikotynowymi obecnymi w btonie komorek o charakterze neuronalnym, takich
jak komorki Neuro2a. W nieneuronalnych komoérkach Hela, w ktorych receptory nikotynowe nie
wystepuja, peptyd RVG-9R nie wprowadzat siRNA, czego wynikiem byt brak wyciszenia genu cdk4.
Drugi badany nosnik kwaséw nukleinowych, Lipofectamine 2000, nie dziatat neuroselektywnie i
wydajnie wprowadzat siRNA do obu typéw komoérek, czego wynikiem byto wyciszenie ekspresji

docelowego genu cdk4.



