Streszczenie

Choroby neurodegeneracyjne (np. choroba Alzheimera, Parkinsona) zwigzane s3
z zaburzeniami funkcjonowania i stopniowym obumieraniem neuronow. W ostatnich latach
liczba oséb chorych znacznie wzrosta, dlatego choroby neurodegeneracyjne uwazane sg za
plage XXI wieku. Szacuje sig, iz liczba pacjentdw z chorobg Alzheimera potroi si¢ do 2050
roku, jest to m.in. konsekwencja wydtuzajacej si¢ sredniej dlugosci zycia. W zwigzku z brakiem
skutecznych form leczenia, trudno$ciami we wezesnym wykrywaniu choroby, a takze kosztami
opieki, choroby neurodegeneracyjne stanowia powazny globalny problem spoteczno-

ekonomiczny.

Cechg charakterystyczng chordb neurodegeneracyjnych jest odktadanie si¢ uszkodzonych
biatek (biatka tau oraz amyloidu B w chorobie Alzheimera, a-synukleiny w przypadku choroby

Parkinsona), ktore w zdrowych komorkach sg usuwane przez systemy proteolityczne.

W fizjologicznych warunkach za degradacje btednie uksztalttowanych struktur biatkowych
odpowiedzialny jest m.in. proteasom 20S — multiproteaza sktadajaca si¢ z 28 podjednostek,
tworzacych cztery heptameryczne, wspdlosiowo utozone pierscienie. Znajdujace si¢ na
zewnatrz pierscienie o nie sg aktywne proteolitycznie. Ich gtowna funkcja jest kontrola dostepu
do centréw aktywnych, znajdujacych si¢ wewnatrz kanatu katalitycznego. Aktywnos¢
proteolityczng w przypadku eukariotow wykazuja trzy podjednostki B kazdego z pierscieni: 1
(kaspazopodobng), B2 (trypsynopodobng), B5 (chymotrypsynopodobng).

Niestety, z uptywem czasu wydajno$¢ enzymatyczna proteasomu spada, co ulatwia rozwdj
chorob neurodegeneracyjnych. Wyniki ostatnich badan przekonuja, ze stosowanie
maloczasteczkowych modulatorow w celu aktywacji proteasomu moze zapobiega¢ akumulacji

uszkodzonych biatek i moze by¢ skuteczng strategia terapeutyczna.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla synteza stymulatoréw proteasomu zdolnych do
przenikania przez blony komodrkowe oraz stabilnych w warunkach proteolitycznych.
Modulatory te zaprojektowane zostaly w oparciu o sekwencje aktywatora Blm-pep. Chcac
uzyska¢ modulatory o podwyzszonej odpornosci na dzialanie enzymoéw proteolitycznych
wykonano syntez¢ modulatorow z wprowadzonymi modyfikacjami w postaci wigzania
peptoidowego lub N-metylowanych aminokwasow. Zsyntezowano rowniez aktywatory

posiadajace zduplikowany C-koncowy fragment macierzystego modulatora, chcac w ten



sposob uzyskac zwigzki zdolne do wigzania si¢ w dwoch sgsiadujacych kieszeniach proteasomu

20S.

W pierwszym etapie przeprowadzono badania aktywno$ci otrzymanych aktywatorow.
Potwierdzity one, iz wprowadzenie modyfikacji w rejonie N-konca sekwencji nie wplyneto
negatywnie na zdolno$¢ do aktywacji proteasomu 20S, w przeciwienstwie do zmian w
fragmencie C-koncowym. W kolejnym etapie przeprowadzono badania stabilnosci
proteolitycznej w ludzkim osoczu, ktore wykazaty, ze uzyskane peptydomimetyczne analogi
charakteryzuja si¢ zwigkszong stabilno$cig w poroéwnaniu z wyjSciowymi zwigzkami. Za
pomoca analizy MS wykazano, iz w miejscu wystepowania modyfikacji nie zachodzi proces
degradacji. Nastepnie, w celu uzyskania aktywatorow zdolnych do wnikania do wnetrza
komorki, do wybranych sekwencji dotaczono fragment peptydowy penetrujacy blony
komoérkowe (ang. Cell penetrating peptide, CPP): tat lub 6r. Poprzez zsyntezowanie
znakowanych fluoroforem NBD sekwencji aktywator-CPP, za pomoca mikroskopii
fluorescencyjnej zweryfikowano przenikalno$¢ komoérkowa otrzymanych zwigzkéw. Na
uzyskanych obrazach widoczna byta fluorescencja pochodzaca od aktywatorow z fluoroforem
NBD wewnatrz komérek HEK293T. W kolejnych etapach badan wykazano, ze zwiazki nie sa

cytotoksyczne dla komorek, co sprawdzono za pomocg testu oceny cytotoksycznosci MTT.

Wybrane aktywatory z sekwencjag CPP byty zdolne do stymulowania proteasomu w hodowli
komorkowej, co potwierdzono za pomocg badania aktywnos$ci enzymu w lizacie komorkowym
oraz wewnatrz komorek, dzigki wykorzystaniu specyficznej dla proteasomu 20S, przenikajacej

do komorek, fluorescencyjnej sondy TAS3.

Efektywnos¢ wybranych aktywatorow przetestowano z uzyciem modelowych substratow
biatkowych. Badane zwigzki byly w stanie stymulowaé proteasomu 20S do wydajniejszego
trawienia biatka tau oraz a-synukleiny. Aktywatory z dotaczong sekwencja CPP byty rowniez
w stanie pokonywac barier¢ krew-moézg, podczas gdy przenikalno$¢ zwigzku wyjSciowego
osiggala poziom kontroli negatywnej. W kolejnym etapie zostaly przeprowadzone badania
wykorzystujace technike MST, ktore potwierdzily wystepowanie oddziatywan pomigdzy

peptydomimetykami a proteasomem 20S.

Dla wybranych aktywatorow zostaty przeprowadzone testy na mysim embrionalnym modelu
komorkowym. Zwigzki Al-tat, A1-6r oraz Bisl-tat byty zdolne do stymulowania proteasomu

do wydajnej degradacji a-synukleiny w komorkach hipokampalnych. Ponadto, po siedmiu



dniach inkubacji, zwigzki te nie spowodowaty obnizenia przezywalnosci komorek

neuronalnych.

Otrzymane aktywatory ze wzgledu na wysoki poziom aktywacji proteasomu, stabilno$¢ w
warunkach proteolitycznych oraz zdolnos$¢ do wnikania do komorek, posiadaja pozadane cechy,
ktére umozliwiajg terapeutyczne zastosowanie. Modulatory Blm moglyby przywracaé
proteostazg u pacjentdw cierpigcych na powigzane z wiekiem schorzenia, objawiajace si¢

akumulacja uszkodzonych biatek.



