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Choroba Parkinsona (ChP) stanowi druga, co do czestosci wystepowania chorobeg
neurodegeneracyjna $wiata, 0 stale rosngcym wspotczynniku zapadalno$ci i niedostatecznie skutecznej
terapii, co w dobie starzejacego si¢ spoleczenstwa jest powaznym problemem zaréwno klinicznym, jak
i ekonomicznym. ChP nalezy do grupy chordb okreslanych mianem synukleinopatii, w ktérych
neurotoksyczno$¢ wywolujg wWewnatrzkomorkowe agregaty biatkowe alfa-synukleiny (ASN). Zgodnie
z aktualng dla ChP hipoteza rozprzestrzeniania si¢ patologii z komoérki na komorke, agregaty te moga byé
przekazywane do kolejnych rejonéw mozgu, podobnie jak w chorobach prionowych. Kolejna istotng cecha
neuropatologiczng znamienng dla ChP jest niekontrolowana aktywacja odpowiedzi zapalnej ze strony
komorek glejowych. Z uwagi na wieloczynnikowe podtoze ChP terapia neuroprotekcyjna, spowalniajaca
postep choroby powinna wplywaé na rézne szlaki sygnalizacyjne, prowadzace do $mierci komorek.
Zaburzenie sygnatu zaleznego od kinazy sfingozyny 1 i jej pro-zyciowego produktu sfingozyno-1-fosforanu
(SPHK1/S1P) odgrywa role w patogenezie wielu chorob neurodegeneracyjnych, w tym ChP. Enzym ten
syntetyzujac aktywna czasteczke sygnalizacyjng - S1P, kontroluje homeostaze bioaktywnych sfingolipidow
0 przeciwstawnej funkcji, tj. pro-zyciowego S1P i pro-apoptotycznego ceramidu, co czyni SPHK1 cennym
punktem uchwytu w cytoprotekcyjnej strategii wielu chordb. Prawdopodobng wydaje si¢ hipoteza, SPHK1
jest istotnym negatywnym regulatorem zaréwno powstawania agregatow ASN, jak i cytotoksycznej
odpowiedzi zapalnej w mézgu. Nasze poprzednie badania wykazaty obnizenie ekspresji/aktywnosci SPHK1
oraz neuroprotekcyjng role aktywacji receptoréw dla SIP w komoérkowym i zwierzecym modelu ChP.
Jednak znaczenie oddziatywania SPHKI1-ASN w modelu ChP nie jest w peini zbadane. Podobnie
niewyjasniona pozostaje rola SPHK1 i jej drugiej izoformy (SPHK2) oraz innych enzyméw kluczowych dla
metabolizmu i dziatania S1P, tj. liazy S1P (degradujacej S1P) i receptoréw S1P w komoérkach neuronalnych
i glejowych w przebiegu ChP. Celem niniejszego projektu jest poznanie znaczenia SPHK1/S1P
w modelach ChP, wywolanych toksycznoscia wewnatrzkomorkowej ASN. Co ciekawe, nasze
dotychczasowe badania w modelu in vitro ChP wskazuja na pozytywna zalezno$¢ miedzy inhibicja SPHK1
a toksycznos$cig podawanej egzogennie ASN, a takze mogg sugerowaé, ze interakcja ta jest zaangazowana
W powstawanie agregatow innych biatek o nieprawidtowej konformacji, tj. oligomeréw amyloidu beta.
Z jednej strony zahamowanie aktywnosci SPHK1 prowadzi do uwalniania ASN na zewnatrz komorki.
Z drugiej strony egzogenna ASN obniza ekspresje/aktywno$é SPHK1, wywotujac stres oksydacyjny i $mieré
neuronéw. Wyzej wspomniane, intrygujgce obserwacje wskazujg na istotng role regulacyjng SPHK1/S1P
w synukleinopatiach, stad nasza robocza hipoteza zaktada, ze SPHKI1 moze hamowaé agreagacje
i toksyczno$¢ ASN. Kolejno, przypuszczamy, ze sygnat zalezny od S1P w astrocytach i mikrogleju moze
przetgczaé¢ odpowiedz tych komorek z klasycznej na alternatywna (nauroprotecyjng) aktywacije, a tym
samym obniza¢ cytotoksycznosé ASN i spowalniaé postep neurodegeneracji w synukleinopatiach.

Celem weryfikacji powyzszych hipotez zamierzamy przeprowadzi¢ kompleksowe badania
w zwierzecym i komérkowym modelu ChP, opartym na toksycznosci ASN, taczace interdyscyplinarne
metody z zakresu biologii molekularnej i inzynierii biomedycznej. Wykorzystujac metody mikroskopii
fluorescencyjnej oraz cytometrii przeptywowej potaczonej z aktywowanym fluorescencja sorterem komorek
zbadamy w neuronach i poszczeg6élnych typach komorek glejowych pochodzacych z mozgu oraz rdzenia
kregowego myszy transgenicznych z mutacja ASN lokalizacje SPHK1 i innych biatek kluczowych dla
metabolizmu i dzialania S1P, a takze neuronalng kolokalizacje SPHK1 i ASN. Zadanie to czg$ciowo
zostanie zrealizowane w ramach stazu W Instytucie Neurobiologii Stowackiej Akademii Nauk. W wybranych
czesciach mozgu objetych agregacja ASN oraz w komorkach z genetycznie wywotang nadekspresja ASN
bada¢ bedziemy poziom biatek istotnych w metabolizmie i dziataniu SI1P. Nastepnie sprobujemy
odpowiedzie¢ na pytanie, jaka jest rola farmakologicznej aktywacji/inhibicji SPHK1 na poziom ekspresji
wewnatrzkomorkowej ASN, na proces jej uwalniania poza komorke i cytotoksycznos¢? Kolejno,
podejmiemy probe wyjasnienia roli SIP w klasycznej oraz alternatywnej aktywacji komorek glejowych
i wplywu sygnatu przekazywanego za posrednictwem receptoréw S1P na wybrane $ciezki sygnalizacyjne,
istotne dla procesu fatdowania biatek, regulacji funkcji mitochondriéw i inne kluczowe szlaki w procesie
przezycia/$mierci komorki nerwowej w przebiegu ChP i innych synukleinopatii. W tym celu komoérki
zostang poddane dziataniu siponimodu (skuteczno$¢ w III fazie badan klinicznych Stwardnienia
Rozsianego), ktory jest selektywnym agonistg receptorow S1P1 i S1P5, nowej generacji opartej na strukturze
fingolimodu (FTY720), ktory jest pierwszym doustnym lekiem imminosupresyjnym zatwierdzonym
W powyzszym schorzeniu. Efekt terapeutyczny FTY720 potwierdzono takze w badaniach przedklinicznych
innych chordb neurodegeneracyjnych, w tym ChP (nasze poprzednie badania).

Niniejszy projekt moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia molekularnego mechanizmu
zarowno synukleinopatii, jak i chordb ze wspotistniejacym neurozapaleniem. Przypuszczamy, ze aktywacja
sygnatu zaleznego od receptoréw S1P w komdrkach nerwowych w warunkach toksycznos$ci wywotanej ASN
oraz niekontrolowana odpowiedzia zapalng dziata¢ bedzie neuroprotekcyjnie, co moze by¢ wykorzystane
w projektowaniu efektywnej farmakoterapii ChP i innych synukleinopatii.



