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Inicjowana pozajadrowo sygnalizacja receptoréw estrogenowych jako nowy punkt uchwytu
terapii neuroprotekcyjnych: identyfikacja molekularnych mechanizméw dzialania PaPE-1

w hodowlach pierwotnych neuronéw oraz komorek mikrogleju linii HMC3 narazonych na A

STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Choroba Alzheimera jest schorzeniem neurodegeneracyjnym dotykajacym miliony osob na
calym Swiecie, ktére stanowi ogromny problem zdrowotny, spoleczny i ekonomiczny. Choroba ta
znacznie czesciej dotyka kobiety, szczegdlnie w okresie pomenopauzalnym, co sugeruje istotng role
hormonoéw plciowych, a zwlaszcza estrogendw w jej patogenezie. Ochronne dzialanie estrogenéw czyni
je atrakcyjng opcja w prewencji i leczeniu choroby Alzheimera, jednak ich zastosowanie kliniczne niesie
ryzyko wystapienia powaznych skutkoéw ubocznych, takich jak nowotwory hormono-zalezne i choroby
ukladu sercowo-naczyniowego. Te efekty estrogendw sa wigzane z nieselektywna aktywacja
klasycznych - jadrowych szlakéw sygnalowych receptorow estrogenowych i wywolywaniem efektow
hormonalnych poza osrodkowym ukladem nerwowym. Ograniczenia te podkreslajg potrzebg
stosowania nowych ligandéw o bardziej selektywnym sposobie dziatania, ktére umozliwig
wykorzystanie neuroprotekcyjnych wilasciwosci estrogenow, jednoczesnie nie wywolujac dotkliwych
efektéw ubocznych. Takim narz¢dziem moze staé si¢ PaPE-1 (z ang. Pathway Preferential Estrogen -
preferencyjny dla $ciezki estrogen), czyli nowy ligand receptoréw ESR1 i ESR2 selektywnie
aktywujacy inicjowana pozajadrowo sygnalizacj¢ estrogenowa.

Amyloid-B (AB) jest jednym z gidwnych czynnikéw zaangazowanych w patogenezg choroby
Alzheimera. Nasze wczesniejsze badania wykazaly, ze PaPE-1 podany jednoczesnie z A tj. w tzw.
paradygmacie co-treatment, dziata ochronnie, fagodzac neurotoksyczno$¢, apoptozg i stres oksydacyjny
wywolane ekspozycja na AP. W niniejszej pracy doktorskiej postanowilam sprawdzi¢ czy PaPE-1
wykazuje dzialanie neuroprotekcyjne w paradygmacie podania odroczonego w czasie, tzw. post-
treatment. Taki rezim czasowy lepiej odzwierciedla warunki kliniczne, w ktorych lek stosowany jest
gdy neuropatologia jest juz obecna. Aby zweryfikowa¢ ochronny potencjat PaPE-1 oraz pozna¢ jego
mechanizmy dzialania, wykorzystalam pierwotne hodowle mysich komorek neuronalnych oraz lini¢
komorkowa ludzkiego mikrogleju HMC3, ktore w pierwszej kolejnosci eksponowane byly przez 24
godziny na zagregowany AP (5 lub 10 uM), a nastgpnie poddane dziataniu PaPE-1 przez 6 i/lub 24
godziny. Dowiodlam, iz PaPE-1 (10 pM) podany z 24-godzinnym odroczeniem wzgledem AP
skutecznie chroni komorki nerwowe oraz moduluje odpowiedz zapalna komdrek mikrogleju. W
komorkach nerwowych PaPE-1 czeSciowo odwraca zmiany wywolane pod wplywem AP, obnizajac
poziom neurodegeneracji i zwigkszajac gesto$é sieci neurytow, czemu towarzyszy spadek ekspresji

czynnikow istotnych w patogenezie choroby Alzheimera, takich jak App, Apoe, Bace2 i Rbfox1, a takze



wzrost ekspresji Chat. Ochronne dziatanie PaPE-1 zwigzane jest m.in. z ograniczeniem apoptozy, co
manifestuje si¢ spadkiem aktywnosci kaspazy-3 i -9, obnizeniem apoptycznej kondensacji chromatyny
i zmniejszona ekspresja czynnikdw proapoptycznych (Bax/BAX, Gsk3b, Fas/FAS i Fasl/FASL).
Ponadto, badany ligand normalizuje ostabiong przez Ap autofagi¢, o czym $wiadczy wzrost poziomu
pecherzykow autofagowych oraz nasilenie ekspresji czynnikéw kluczowych w przebiegu tego procesu
(Becn1/BECNI, Atg5, Atg7, Ambral i Mapllc3b/MaplLC3AB). PaPE-1 zwigksza rowniez ekspresije
receptorow ESR1 i ESR2 w blonowe;j frakcji komorki, a zastosowanie specyficznych antagonistow
receptorow estrogenowych wykazalo, ze w efektach jego dziatania niezbedny jest receptor ESR1. PaPE-
1 wykazuje cechy modulatora epigenetycznego, stymulujgc aktywnos$¢ enzyméw z grupy acetylaz
histonowych (HAT) oraz modyfikujac poziom metylacji DNA w regionach promotorowych licznych
gendéw, w tym tych zwigzanych z apoptoza, autofagia i sygnalizacja estrogenowa. Co wigcej, PaPE-1
ma zdolno$¢ do modulacji procesu neurozapalenia, co wykazalam z zastosowaniem eksponowanych na
AP komoérek neuronalnych i mikrogleju. W komoérkach neuronalnych badana substancja skutecznie
obniza poziomy biochemicznych i molekularnych markerow odpowiedzi zapalnej, takich jak aktywnosé
kaspazy-1, ilo$¢ pozakomdérkowego ATP i ekspresja czynnikéw zapalnych. Natomiast w hodowlach
mikrogleju pod wplywem PaPE-1 dochodzi do cze$ciowej normalizacji zmian powstalych w
odpowiedzi na AP, co dotyczy m.in. morfologii komérek, ich aktywnosci metabolicznej oraz poziomu
IL1B.

Moje badania wskazuja po raz pierwszy na neuroprotekcyjny potencjal PaPE-1 oraz jego
zdolnoé¢ do modulacji odpowiedzi zapalnej w komoérkowych modelach choroby Alzheimera w
warunkach podania odroczonego w czasie. Na podstawie otrzymanych wynikow sugeruje, ze strategie
terapeutyczne bazujgce na selektywnej aktywacji inicjowanej pozajadrowo sygnalizacji estrogenowej

moga w przysziosci sta¢ si¢ skutecznym i bezpiecznym narzgdziem w walce z chorobg Alzheimera



