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RECENZENCI:

Choroba Alzheimera (AD) stanowi 1
75% wszystkich diagnozowanych przypad
molekularnym, co skutkuje agregacja n
z biatka amyloidu beta (AP) zlozonega
Najnowsze dane dowodza, iz wspomn
genetycznych w prekursorowym biatku
nadmiernej aktywacji szlaku sygnatowega
niesfaldowanych lub nieprawidlowo sfatd
(ER) wywohuje fosforylacje oraz oligomery
substrat eukariotyczny czynnik inicjacj
zahamowaniem translacji gldwnych biale
selektywnych, do ktorych naleza czynnik
odgrywa kluczowa role podczas aktywacji
APs. W warunkach stabego oraz umiarko
pro-adaptacyjnych, natomiast w warunkach
dziata jako czynnik transkrypcyjny dla
transkrypcji zwigzanego z zahamowanien
sugeruja, iz CHOP, jako gléwny marker pr
role podczas inicjacji procesu neurodegene
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Streszczenie

najczesciej wystepujaca forme¢ demencji, poniewaz obejmuje
kow. AD jest SciSle zwigzana z zaburzeniami na poziomie
eurotoksycznych plytek starczych, zbudowanych gléwnie
z 42-6ch aminokwaséw (AP42), w tkance mdzgowe;.
liana agregacja APs jest wynikiem obecnosci mutacji
amyloidu beta (APP) na 21 chromosomie, jak réwniez
adaptacyjnej odpowiedzi na stres (UPR). Znaczny wzrost
owanych bialek w lumen Retikulum Endoplazmatycznego
zacje kinazy PERK, ktora nastepnie fosforyluje swoj glowny
translacji 2a (elF2a). Wspomniane procesy skutkuja
ck w komorce oraz nasilong translacja wylgcznie bialek
transkrypeyjny 4 (ATF4) oraz sekretaza f (BACE1), ktéra
patologicznej obrobki biatka APP prowadzacej do generacji
wanego stresu ER biatko ATF4 wzmacnia ekspresje genow
nasilonego oraz przedtuzajgcego si¢ stresu ER biatko ATF4
gendw pro-apoptotycznych m.in. jadrowego aktywatora
n wzrostu i indukcjg apoptozy (CHOP). Najnowsze dane
p-apoptotycznego szlaku sygnatowego UPR, odgrywa istotng
racji $cisle skorelowanego z patogeneza oraz progresja AD.
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Obecnie dostepne leczenie AD jest wylacznie objawowe, natomiast wiele danych potwierdza,
iz zahamowanie szlaku sygnatowego UPR | zaleznego od kinazy biatkowej umiejscowionej w retikulum
endoplazmatycznym (PERK) za pomoca niskoczgsteczkowych inhibitoréw moze stanowié obiecujacag,
celowang strategie leczenia AD.

Celem prezentowanego badania byla ocena poziomu biatek p-eFF2a oraz CHOP w liniach
komorkowych traktowanych niskoczasteczkowymi inhibitorami PERK. Ponadto, drugim celem badaf
byla ocena cytotoksycznosci inhibitora| PERK w komérkowym modelu in vitro. Trzeci cel
prezentowanego badania stanowita analiza poziomu apoptozy oraz progresji cyklu komérkowego
w komorkach traktowanych inhibitorem PERK.

Badania zostaly przeprowadzone na komercyjnie dostepnych liniach komérkowych, takich jak:
embrionalne fibroblasty mysie typu dzikiego (3T3 MEFs WT; PERK** MEFs), embrionalne fibroblasty
mysie z delecja PERK (3T3 MEFs KO; PERK™" MEFs), neurony mysie (CATH.a), astrocyty szczurze
(DI TNC1) oraz ludzka neuroblastoma z dglecja APP (SH-SYS5Y). Poziom biatek p-eFF2a oraz CHOP
zostal zmierzony za pomocg techniki Western blot. W celu zbadania cytotoksycznosci analizowanego
inhibitora PERK zastosowano kolorymetryczne testy MTT oraz' XTT. Poziom apoptozy w komérkach
traktowanych inhibitorem PERK zostal dceniony za pomoca cytometrii przeptywowej przy uzyciu
podwdjnego barwienia aneksyng V (Ann-V) oraz jodkiem propidyny (PI), natomiast progresja cyklu
komérkowego zostata oceniona za pomoca|cytometrii przeplywowej przy uzyciu barwienia PI.

Wyniki uzyskane z prezentowanych badan pokazaly, iz podwyzszony poziom biatek p-eIF2a oraz
CHOP moze by¢ bezposrednio skorelowany z patogenezag AD. Nasilona fosforylacja biatka eIF2a
zostata zaobserwowana wylacznie w waruv§<ach stresu ER. Inhibitor GSK26064 14, charakteryzujacy sie

wysokg cytotoksycznoscia, wywotal catkowita inhibicje fosforylacji elF2a w liniach komérkowych
CATH.a oraz SH-SY5Y, 87% inhibicje¢ fosforylacji elF20. w komérkach PERK** MEFs oraz 38%
inhibicje¢ fosforylacji elF2o. w linii komoérkowej DI TNCI1. Badany niskoczgsteczkowy inhibitor
LDN-0060609 wywotal 48% inhibicj¢ fosforylacji elF2o w linii komérkowej DI TNC1 oraz
52% inhibicje¢ fosforylacji elF2o. w linii komdrkowej SH-SYS5Y. Uzyskane wyniki wykazaty,
iz inhibitor LDN-0060609, w poréwnaniu z GSK260641, jest niecytotoksyczny w kazdym
z zastosowanych stezen oraz czaséw inkubacji. Ponadto, LDN-0060609 nie indukuje apoptozy oraz nie
wplywa na progresje cyklu komérkowego [komoérek linii DI TNC1 w kazdym z zastosowanych stezen
oraz czas6w inkubacji.
Badania wykonane w ramach niniejszej pracy wykazaly, iz nadmierna aktywacja szlaku
sygnatowego UPR zaleznego od kinazy PERK moze by¢ scisle skorelowana z progresja AD. Uzyskane
wyniki mogg przyczynic si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw molekularnych, ktérych aktywacja
skutkuje postepujaca utratg neuronéw oraz spadkiem funkcji poznawczych u pacjentow z AD.
Uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe do opracowania nowatorskiej strategii terapeutycznej
przeciwko AD.
Na wykonanie badan uzyskano zgode Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
nr RNN/129/15/KE z 19 maja 2015r.
Na podstawie otrzymanych wynikow wyciagnigto nastepujace wnioski:
1. Wysoki poziom biatek markerowych szlaku UPR zaleznego od kinazy PERK: p-elF2a oraz CHOP
moze mie¢ zwigzek z patogeneza choroby Alzheimera.
2. Fosforylacja czynnika elF2 zachodzi w warunkach stresu ER, ktéry moze by¢ aktywowany w wyniku
agregacji ztogow AB42 w tkance nerwowej|mozgu towarzyszacej patogenezie choroby Alzheimera.
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3. Zastosowanie niskoczasteczkowych inhibitoréw szlaku UPR zaleznego od kinazy PERK, prowadzace
do znacznego obnmizenia fosforylacji czynnika eIF2o oraz ekspresji biatka CHOP, moze mieé
potencjalne znaczenie w leczeniu choroby Alzheimera.
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