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Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera (AD), choroba Parkinsona (PD) lub
stwardnienie zanikowe boczne (ALS) sg niezwykle powaznym i narastajagcym problemem spotecznym.
Wystepowanie tych schorzen jest silnie powigzane z wiekiem i charakteryzuje si¢ postgpujaca
neurodegeneracja oraz demencja. Ich cechg charakterystyczng jest odktadanie si¢ uszkodzonych bialek,
ktore w zdrowych komoérkach sa usuwane przez systemy proteolityczne, gldwnie przez proteasom 20S.
Ten ogromny kompleks enzymatyczny usuwa z komoérek zmutowane, nieprawidtowo sfatdowane i
utlenione biatka. Niestety, wraz z wiekiem jego efektywno$¢ stabnie. Aktywacja proteasomu, czy to na
poziomie ekspresji gendw, czy przy uzyciu naturalnych lub syntetycznych zwiazkéw, moze stanowic
obiecujaca strategi¢ terapeutyczna, zapewniajacg opdznienie wystapienia zwigzanych z wiekiem chorob
neurodegeneracyjnych. Jednak mechanizm aktywacji proteasomu 20S przez zwigzki matoczasteczkowe
nie jest doktadnie wyjasniony, co utrudnia projektowanie potencjalnych terapeutykéw. Struktur
wiodgcych do ich projektowania mozna poszukiwaé opierajac si¢ na kompleksach proteasomu z jego
naturalnymi, biatkowymi aktywatorami. Liczne badania wykazuja, ze krotkie peptydy wywodzace si¢
z regulatorow 19S i PA200, zawierajace ich C-koncowy motyw HbY X (reszta hydrofobowa - tyrozyna
- dowolna reszta aminokwasowa) sag w stanie stymulowa¢ proteasom 20S. Wyniki naszych badan
rowniez 10 potwierdzaja - podczas realizacji poprzedniego grantu Opus odkryli§my nowa grupe bardzo
skutecznych aktywatorow proteasomu, ktorych sekwencje wywodza si¢ z C-koncowego fragmentu
innego naturalnego regulatora proteasomu, biatka Blm10 (drozdzowego ortologu biatka PA200).
Zdolno$¢ tych peptydéw do stymulowania proteasomu 20S zostata przez nas udowodniona zaréwno w
testach aktywnosci ze standardowymi substratami fluorogenicznymi, jak i z modelowymi biatkami (a-
synukleina, Tau441). Okazato si¢ jednak, ze w obecnej postaci analogi Blm nie sg w stanie wnika¢ do
komorek, a takze charakteryzuja si¢ niska stabilno$cig proteolityczng. Poprawa tych dwoch parametréw
jest niezbgdna do zaproponowania nowej struktury wiodacej, mogacej pomodc zaprojektowac skuteczne
stymulatory proteasomu, ktore ograniczatyby gromadzenie sie nieprawidtowych biatek w komorkach.

Glownym celem projektu jest zaprojektowanie stymulatorow proteasomu, zdolnych do
przenikania przez blony komérkowe i stabilnych w warunkach proteolitycznych. Realizacja
projektu obejmuje kilka zadan badawczych. Po pierwsze, z puli naszych aktywatoréw typu Blm
wybierzemy 3-5 zwigzkéw, ktore zmodyfikujemy wprowadzajac nienaturalne aminokwasy, dostepne
komercyjnie lub uzyskane przez nas w wyniku syntezy chemicznej. Kolejny sposéb modyfikacji
sekwencji polega¢ bedzie na wprowadzeniu mimetykow wigzania peptydowego, co powinno zapewnic
wigkszg stabilnos¢ proteolityczng powstatych peptydomimetykow. Nastepnie okreslimy wplyw
otrzymanych zwigzkdw na aktywnos$¢ Kkatalityczng ludzkiego proteasomu 20S przy uzyciu
standardowych substratow fluorogenicznych. Dla najbardziej aktywnych zwiazkow zsyntezujemy
znakowane fluorescencyjnie analogi i przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej okreslimy ich
zdolnos¢ przenikania przez bton¢ komorkowa. W kolejnym kroku sprawdzimy stabilno$¢ w osoczu
analogow zdolnych do wnikania do komérek. Planujemy rowniez sprawdzié, czy uzyskane zwigzki beda
stymulowa¢ proteasom 20S do wydajniejszego trawienia biatek podatnych na agregacjeg. Jesli wyniki
uzyskane w badaniach in vitro beda zadowalajgce, modulatory zostang przetestowane
w modelu choroby Alzheimera zaimplementowanym w muszkach owocowych (D. melanogaster).

Planowane przez nas badania powinny pozwoli¢ na otrzymanie maloczgsteczkowych
peptydomimetykow, ktore pozbawione beda dwoch glownych wad ograniczajacych terapeutyczne
zastosowanie peptydowych aktywatoréw BIm: krotkiego okresu poéitrwania w osoczu i braku
przepuszczalnosci przez blony komorkowe, ale zachowaja zdolno$¢ do pobudzania aktywnosci
proteasomu. Zwigzki tego typu moglyby przywraca¢ proteostaze u pacjentdéw cierpigcych na powigzane
z wiekiem schorzenia objawiajace si¢ akumulacja uszkodzonych bialek, takie jak choroba Alzheimera i
Parkinsona.



