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Choroba Alzheimera (AD) nalezy do grupy choréb neurozwyrodnieniowych
cechujgcych sie ubytkiem komorek nerwowych i zakonczen synaptycznych w korze
mozgu, prowadzgcym m. in. do zaburzen pamieci i innych funkcji poznawczych. W
obrazie neuropatologicznym AD dominuje odktadanie sie w strukturach istoty szarej
mozgu oraz w haczyniach mdzgowia i opon mdbzgowych nierozpuszczalnych,
widkienkowych ztogow biatka amyloidowego (AB) w postaci ptytek starczych, a takze
wystepowanie wewnatrz neuronéw splotéw neurofibrylarnych w wyniku nadmiernej
fosforylacji biatka tau. Chociaz gtbwng role w patogenezie AD przypisuje sie
powszechnie AB, to jednak mechanizmy jego neurotoksycznosci nie sg jasne. Obok
dobrze znanej konwencjonalnej hipotezy zaktadajgcej toksyczne dziatanie
zewnatrzkomorkowego AB o strukturze widkien, nowe wyniki wskazujg na fakt, iz
neurotoksyczne dziatanie AB wynika takze z odktadania sie oligomeréw tego peptydu
w wysokich stezeniach na powierzchni i wewnatrz neuronéw. W efekcie dochodzi do
postepujgcej degeneracji synaps, ktéra ma miejsce na dtugo przed pojawieniem sie
pozakomorkowych ztogow amyloidowych. Wiadomo, ze apolipoproteina E (apo E)
tworzy kompleksy z AB przyczyniajgc sie do zwiekszonego wychwytu i odktadania sie
AB w neuronach, a tym samym nasilenia jego toksycznosci. Mozna wiec zatozy¢, iz
zwigzki zapobiegajgce interakcji pomiedzy AB i apo E mogtyby hamowac
neurotoksycznosé AR, dajgc podstawe dla nowej strategii terapeutycznej w AD. Za
jeden z mechanizméw odpowiedzialnych za cytotoksyczne dziatanie form
oligomerycznych AP wuznaje sie wigzanie peptydow w obrebie synaps
glutaminianergicznych i zlozone interakcje z receptorami NMDA. Pobudzenie
receptorow NMDA prowadzgce do znacznego wzrostu naptywu wapnia do
neurondw, czyli mechanizm zblizony do toksycznosci pobudzeniowej
(ekscytotoksycznosci), mogacy doprowadzi¢ do $mierci neuronéw wydaje sie byé
mniej istotng konsekwencjg toksycznosci AB. Istniejg natomiast poglady, ze
niespecyficzna aktywacja receptorow NMDA wywotana przez AB zaburza funkcje
tych receptoréow, co moze by¢ jedng z przyczyn deficytow poznawczych. Ta kwestia
jest jednak bardziej ztozona, poniewaz jak wykazaty ostatnie badania, patologiczny
wptyw AB na synapsy glutaminianergiczne obejmuje spadek ekspresji biatek
synaptycznych, w tym podjednostek receptora NMDA, co pogtebia zaburzenia
pamieci, a te efekty sg hamowane przez antagonistow receptorow NMDA. Z uwagi
na postulowany przez licznych autorow kluczowy udziat stresu oksydacyjnego w

mechanizmie zaburzen obserwowanych w AD sugeruje sie, iz efektywnosc¢ terapii



antagonistami receptoréow NMDA moze by¢ zwiekszona przez jej skojarzenie z
dziataniami przeciwrodnikowymi. To nasuwa celowoS¢ zbadania dziatania
ochronnego przed toksycznoscig AR zwigzku, ktory tgczytby cechy antagonisty
receptorow NMDA oraz substancji o wkasciwosciach przeciwrodnikowych.

Podjete zagadnienie badawcze miato na celu okreslenie mozliwosci
modulowania wywotanej przez AP patologii synaps glutaminianergicznych z
wykorzystaniem peptydu AR12-28P, zwigzku hamujgcego wigzanie AB i apo E, oraz
1MeTIQ, przypuszczalnego antagonisty receptorow NMDA o sugerowanych
wtasciwosciach przeciwrodnikowych.

Dla realizacji tego zagadnienia zostaty wyznaczone nastepujgce cele czgstkowe:

a. Okreslenie wptywu mysiej apo E na wychwyt oraz nagromadzanie sie
syntetycznego AB w neuronach i ocena wptywu antagonisty wigzania AB/apo
E, AB12-28P, na ten proces.

b. Sprawdzenie czy wewngtrzkomorkowemu odktadaniu sie AR towarzyszg
zmiany ekspresji biatek postsynaptycznych oraz zbadanie dziatania AB12-28P
na indukowang AB, postepujgca utrate markeréw synaps
glutaminianergicznych.

c. Weryfikacja powinowactwa 1MeTIQ do wybranych Kkluczowych miejsc
wigzania dla ligandéw w kompleksie receptora NMDA oraz okreslenie wptywu
1MeTIQ na aktywnos¢ tego receptora.

d. Potwierdzenie witasciwosci antagonistycznych 1MeTIQ wobec receptorow
NMDA poprzez zbadanie jego zdolnosci do zapobiegania ekscytotoksycznosci
in vitro i in vivo.

e. Wykazanie w warunkach dos$wiadczenia biologicznego in vitro dziatania
przeciwrodnikowego 1MeTIQ.

f. Zbadanie, czy 1MeTIQ moze przeciwdziata¢ wywotanym przez AR zmianom w
poziomie wybranych biatek synaps glutaminianergicznych.

W badaniach in vitro wykorzystano hodowle pierwotne neuronéw piramidalnych
hipokampa oraz wspot-hodowle neuronalno-astrocytarne. Oceny pobierania AR przez
neurony dokonywano stosujgc m. in. metody immunodetekcji Western blot oraz Dot
blot, ktérych dopetnieniem byto zobrazowanie komérkowej lokalizacji AR technikg
mikroskopii fluorescencyjnej oraz konfokalnej. Wzdr ekspresji powierzchniowych
markerow synaps glutaminianergicznych badano metodami

immunocytochemicznymi. Dziatanie antagonistyczne 1MeTIQ na receptory NMDA



oznaczano badajgc wypieranie znakowanych ligandéw tych receptoréw z bton oraz
na podstawie pomiaru stopnia pobierania “*°Ca i poziomu wapnia
wewnatrzkomorkowego mierzonego metodg fluorescencyjng. Odpowiedni znacznik
fluorescencyjny zostat takze wykorzystany dla oceny stresu oksydacyjnego.
Neuroprotekcyjne dziatanie 1MeTlIQ w modelu ostrej ekscytotoksycznosci
glutaminianu badano stosujgc hodowle pierwotne neurondéw ziarnistych mozdzku, a
takze in vivo z wykorzystaniem modeli zwierzecych asfiksji okotoporodowej i
globalnej ischemii mozgu.

W poczatkowej fazie badan oceniano wplyw apo E na wychwyt z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej i odktadanie sie AR w neuronach oraz mozliwos¢ zapobiegania
tym patologicznym procesom poprzez zastosowanie AR12-28P, peptydu hamujgcego
tworzenie komplekséw Ap/apo E. Uzyskane obserwacje wskazujg na zdolnos$é
neuronow hipokampa do wychwytu zaréwno AB40 jak i AB42, ktory jest w znacznym
stopniu usprawniony w obecnosci apo E. Wykazano, iz zalezne od apo E zwiekszone
pobieranie AB przez neurony stwarza warunki sprzyjajgce wewngtrzkomorkowej
agregacji AB w formy oligomeryczne. Nowg obserwacjg byto wykazanie mozliwosci
zapobiegania nagromadzaniu sie A w neuronach oraz jego oligomeryzacji poprzez
ostabienie wychwytu A z przestrzeni zewnatrzkomorkowej w wyniku zahamowania
wigzania AB/apo E przez AB12-28P. Dalsze badania pokazaty, iz odktadanie sie AR
w neuronach w postaci form oligomerycznych zachodzi w wyniku upos$ledzenia
metabolizmu AR w komédrkach, co prowadzi do zalegania tego peptydu w strukturach
Sciezki endosomalno/lizosomalne;.

W kolejnym etapie pracy powotano sie na istniejgce przestanki, iz jednym z
pierwszych skutkéw patologicznego odktadania sie AB w neuronach oraz jego
wewnatrzkomoérkowej oligomeryzjacji moze by¢ obnizenie poziomu ekspresji biatek
synaptycznych oraz degeneracja synaps. Zbadano wiec wywotane przez AB zmiany
patologiczne w synapsach glutaminianergicznych oraz wptyw na ten proces ApR12-
28P. Zaobserwowano, iz odkfadanie sie AR w neuronach powoduje istotny spadek
ekspresji markeréw synaptycznych, tj. NR1/NMDA, PSD-95 oraz synaptofizyny. W
obecnosci apo E dochodzi do nasilenia utraty biatek synaptycznych, czemu
towarzyszy nagromadzanie AR wewnatrz komérek. Zastosowanie AB12-28P skutkuje
obnizeniem wewnatrzkomadrkowej puli AR oraz przywrdceniem ekspresji markeréw

synaptycznych.



W nastepnej czesci badan testowano wtasciwosci farmakologiczne i
neuroprotekcyjne  1MeTIQ, substancji o wymagajacych potwierdzenia i
scharakteryzowania cechach antagonisty receptora NMDA, niezaleznie obnizajgcego
produkcje wolnych rodnikéw tlenowych. Wykazano po raz pierwszy, iz 1MeTIQ
hamuje wigzanie znakowanej D-seryny do bton synaptycznych. Ten wynik, tgcznie z
potwierdzonym hamowaniem przez 1MeTIQ wigzania znakowanego MK-801,
wskazuje na blokowanie miejsca glicynowego, receptora NMDA, co obniza
aktywacje kanatu jonowego tego receptora. Ponadto 1MeTIQ obniza wywotany przez
glutaminian (Glu) i NMDA naptyw wapnia do neurondw, jak réwniez wzrost
wewngtrzkomorkowego stezenia tych jonow, co jest odbiciem hamowania aktywnosci
receptorow NMDA. Nowo opisanymi wiasciwosciami 1MeTIQ, potwierdzajgcymi jego
antagonizm wobec receptoréw NMDA, byto wykazanie zdolnosci tej substancji do
indukcji tolerancji neuronéw na ekscytotoksycznosé. Do cech typowych dla
antagonisty receptora NMDA, ktére obserwowano w przypadku 1MeTIQ, nalezy
rowniez neuroprotekcja w wybranych modelach zwierzecych niedokrwienia mdzgu.

Opisane poprzednio w warunkach eksperymentu chemicznego dziatanie
przeciwrodnikowe 1MeTIQ znalazto potwierdzenie w doswiadczeniach in vitro na
hodowlach pierwotnych neurondéw, przy czym wykazano ze jest to wtasciwos¢
niezalezna od hamownia aktywnosci receptora NMDA.

Scharakteryzowanie 1MeTIQ jako antagonisty receptora NMDA jednoczes$nie
dziatajgcego przeciwrodnikowo umozliwito realizacje jednego z gtdwnych celow tej
rozprawy, to jest zbadanie mozliwosci ochrony przez 1MeTIQ synaps
glutaminianergicznych przed toksycznym dziataniem AB. Badanie to wykazato
ochronne dziatanie zaréwno 1MeTIQ jak i MK-801, na wywotane przez A obnizenie
ekspresji powierzchniowych markerow synaps glutaminianergicznych, w tym biatka
podjednostki NR1 receptora NMDA.

Uzyskane wyniki pozwalajg na wysuniecie nastepujgcych wnioskéw:

= Apo E odgrywa kluczowg role w wychwycie oraz patologicznym

nagromadzaniu AR w komodrkach, czego potwierdzeniem jest hamowanie tego

procesu przez antagoniste wigzania AB/apo E, ABR12-28P.

= QOdktadanie sie AR w strukturach sciezki endosomalno/lizosomalnej powoduje

stopniowg agregacje peptydu w formy oligomeryczne o silnym dziataniu

cytotoksycznym. Tworzenie oligomerow AR, wyraznie uposledzajgcych jego



wewnatrzkomoérkowg degradacje, prowadzi do rozlegtej utraty markerow
synaps glutaminianergicznych na powierzchni komorek.

AB12-28P efektywnie hamuje proces oligomeryzacji AR w neuronach oraz
przywraca ekspresje biatek synaptycznych, co swiadczy o jego dziataniu
ochronnym w indukowanej przez AB degeneracji synaps
glutaminianergicznych.

1MeTIQ blokuje miejsce wigzace glicyne w kompleksie receptora NMDA i
hamuje indukcje sygnatu wapniowego w tym receptorze, ma wiec wtasciwosci
antagonisty receptora NMDA. Dalszym potwierdzeniem tych wiasciwosci
1MeTIQ jest jego  potencjat neuroprotekcyjny ~w  warunkach
ekscytotoksycznosci in vitro i w modelach zwierzecych niedokrwienia moézgu.
Niezaleznie od hamowania aktywnosci receptorow NMDA, 1MeTIQ wykazuje
w warunkach doswiadczenia biologicznego dziatanie przeciwrodnikowe.
1MeTIQ, podobnie jak uznany antagonista receptorow NMDA - MK-801, znosi
cytotoksyczne dziatanie AP, przejawiajgce sie obnizeniem ekspresji biatek
synaptycznych, co sugeruje mozliwos$¢ zastosowania antagonistéw receptora
NMDA w hamowaniu obserwowanych w AD, wywofanych przez AB zmian

patologicznych w synapsach glutaminianergicznych.



