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PROTEAZY ASPARTYLOWE W CHOROBIE ALZHEIMERA

Barbara NAWROT
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Choroba Alzheimera (Alzheimer’'s diseaséAD) to zespd zaburzeneurodegeneracyjnych
mdbzgu prowadzy do demencji. Schorzenie to statystycznie dotykalziewit osob po 80-
tym roku ycia, a wed ug ocen ekspertow do roku 2025 na cawuecie bdzie 22 min
chorych! Problem jest tym bardziej istotnye stale powiksza si liczba ludnoci na Ziemi i
wyd u a si redni czas ycia cz owieka. Konsekwencjest wzrost populacji ludzi starych - a
podesz y wiek stanowi najwkszy czynnik ryzyka wyspienia tej choroby.

AD towarzysz patologiczne zmiany w moézgu, prowade do neurodegeneracji i powstania
tzw. splotow neurofibrylarnych (ang. neurofibrillary tangles NFT) orazp ytek starczych
(ang. senile plaqués Sploty NFT utworzone sz prawo- lub lewosktnych, podwdjnych,
helikalnych filamentoéw (angpaired helical filamentsPHF), sk adajcych si z ubikwityny,
triady bia ek neurofilamentow, peptydéw beta-amytnvych oraz hiperfosforylowanego bia ka
tau, nale cego do tzw. biaek MAP (angnicrotubule-associated protejs P ytki starcze,
zwane te blaszkami lub z ogami amyloidowymi, posiadaj rdze  zbudowany zb-
amyloidu, dystroficznych neurytow oraz komorek astro- krogleju. Generalnie, nazwax
amyloid okrela grup peptydéw i bia ek, zwykle glikozylowanych, chamkizuj cych si
wspolnym motywem strukturalnym, zawiergym struktury b-fa dowe réwnolege albo
prostopad e do osi w okien. Blaszki amyloidowe nmegkodliwy wp yw na neurony, powodu;
ich uszkodzenie na drodze niewyjoonych do dzi mechanizméw. Uwa si, e na skutek
akumulacji blaszek amyloidowych zostaje zaburzodavnowaga jonowa w komdrkach
nerwowych, co prowadzi m.in. do uszkodzenia przeagoth sygna u nerwowego i zmienionej
aktywnoci kana 6w wapniowych w synapsach. Z ogiamyloidu mog te powodowa
uszkodzenia mitochondriow oraz uwalnianie wolnyoknikow. Efektem tych procesow jest
niszczenie i obumieranie komérek nerwowych. Procasgradacji pogbia reakcja zapalna
organizmu wywo ana przez obecne w mézgu komérkiagjleju i astrocyty’.

Molekularne pod o e choroby Alzheimera(formy rodzinnej) zwizane jest z mutacjami w

trzech genach. Pierwszym z nich jgeh APP(ang.Amyloid Precursor Protein znajdujcy si
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na chromosomie 21, kodujy bia ko prekursorowe amyloidu. W wyniku kilku misvych drog
sk adania (angalternative splicing mRNA bia ka APP tworze si matryce translacyjne
zawieraj od 16 do 18 ekson6wragmenty eksondéw 16 i 17 kodigekwencj b-amyloidu. APP
jest bia kiem transb onowym obecnym w #8zo ci organelli komérkowych. Jedna z drég jego
proteolizy prowadzi do powstawania szkodliweg@myloidu, gromadzego si w p ytkach
starczych. Mutacje w genie APP adpowiedzialne za niewielki odsetek rodzinnychtposAD

0 p6 nym pocztku.

Wczesne ofpienie starcze (<40 rokuycia) obserwowane u 0sOb zespo em Downa
ktGrego przyczyn jesttrisomia chromosomu 21 spowodowane jest nadmierekspresj tego
bia ka. Wikszo rodzin obci onych AD o wczesnym poctku (<30 roku ycia) jest
nosicielami mutacji w dwdch kolejnych genagphesenilinie 1 i presenilinie 2(PS1 i PS2). Do
chwili obecnej zidentyfikowano ponad 100 ngch mutacji w genach PS1 i PS2. Pod koniec lat
dziewi dziesitych w genie PS1 wykryto pierwsmutacj nazywan polsk .* Ostatnie badania
dotycz ce wp ywu mutacji w genach presenilin odpowiedziain za wczesne przypadki AD
doprowadziy do wykrycia dwéch nowych mutacji patskw genie PS1 oraz jednej w genie
PS2? Preseniliny s du ymi bia kami obecnymi w b onach siateczkbdplazmatycznej i aparatu
Golgiego. Zaangawane s w transport transb onowy oraz w hydrolibia ka APP (jako
sk adnikig-sekretazy).

Ze sporadycznymi lub péymi przypadkami rodzinnej choroby Alzheimera ve si
polimorfizm genuapolipoproteiny (ApoE), ktéregolocus znajduje si na chromosomie 19.
Stwierdzono, e czsto wyst powania alleluapoE4 (&4) u pacjentow ze sporadyczifiorm
AD jest znacznie wysza, ni u pacjentow z dziedziczrchorob AD. Stwierdzono, e izoforma
biaka ApoE4 @) moe stanowi ,patologiczny chaperori wspomagajcy tworzenie
trzeciorz dowej strukturyb-amyloidu, uczestniczego w formowaniu z ogéw amyloidowych
(przewaga strukturp-fa dowej nada-helikaln ). Druga hipoteza zak adag b-amyloid stanowi
dla bia kaed tzw. ,escort proteify tzn. jest fenotypowym markerem pierwotnej redi

Kolejnym genem ryzyka, wywieragym wp yw na rozwoj AD, jest gen koday enzym
zaliczany dometaloendopeptydaz rozk adajcych insulin (ang.insulin-degrading enzyme
IDE) oraz inne ma e peptydy. Bia ko IDE bierze @dzv degradacjb-amyloidu wydzielanego
do przestrzeni mdzykomorkowej. Zaburzenia roéwnowagi tworzenmamyloidu i jego
usuwania na drodze degradacjicgynnikiem ryzyka wyspienia AD.

W patogenezie choroby Alzheimera g owmol odgrywa bia ko prekursorowe beta-
amyloidu APP.Proteoliza bia ka APP zachodzi na jednej z dwoch ntisvych drég (wed ug

schematu na rysunku).
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Na diodze nieamyloidogenn
proteoliza zachodzi za pomoa- i ¢

sekretazy, za na drodz:
amyloidogennej udzia biorb- i ¢
sekretaza.

Cytoplazma

W pierwszej z tych drogekretazaa
hydrolizuje acuch polipeptydow
APP pomidzy Lys687 i Leu688, \
wyniku czego powstaje rozpusz-
czalny peptyda-APPs, oraz zwizany

z bon peptyd C83 o masie 9
kDa. Peptyd C83 jest dal
rédb onowo hydrolizowany przeg
sekretaz daj c nietoksyczneeptydy
P3 i P7 (CTh Jest to drog
dominujca; 90% biaka prekur-
sorowego beta-amyloidu jest hydroli-
zowane przea-sekretaz.

Droga nieamyloidogenna 00H  Droga amyloidogenna

o -sekretaza
[}

Na drodze amyloidogennej biako APP hydrolizowamst jza pomoc sekretazy b
pomi dzy aminokwasami Met671 i Asp672. Produktem tejrblgy jest rozpuszczalne bia ko
b-APPs, oraz zakotwiczony w b onie peptyd C99 o mdsi-12 kDa. Ten ostatni jest dalej
hydrolizowany za pomocsekretazy g daj ¢ w efekcie peptydb-amyloidowy o masie ~4 kDa
oraz produkt CTF.

Cz steczki A s w wi kszoci peptydami o d ugai 39 i 40 aminokwasow (B39, Ab40),
ale powstaje tale pewna pula peptydu zawieraggo 42 aminokwasy @2). Ab42 jest
bardziej hydrofobowy nikrétsze peptydy, co determinuje jego k&ize zdolnoci do tworzenia
agregatow (z ogoéw) - g dwnych sk adnikow p ytekrstgch.

Powi zanie przyczyn AD z proteolizAPP pozwoli o na poczku lat dziewi dziesitych
sformu owa hipotez kaskady amyloidowej®’ wed ug ktérej z ogi amyloidowe powstag w
mdzgu powoduj najwczeniejsze i krytyczne zmiany istotne dla rozwoju ator Alzheimera.
Kilka lat p6 niej sformu owandipotez starzenia si bia ek w AD,? wed ug ktérej peptyd B
odgrywa gown rol w genezie AD, jednak o jego toksyczob decyduj zmiany
konformacyjne zachodeze w acuchu (spontaniczna, chemiczna modyfikacja reszt
asparaginianowych zachoda w rozpuszczalnej formie b). Zatem wed ug obu hipotez

obecno beta-amyloidu ma decydwy wp yw na rozwoéj AD.
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Charakterystyka proteaz bia ka APP

Proteoliza biaka APP na drodze nieamyloidogenreghadzi pod wpywema- i ¢
sekretazy. -Sekretazajest metaloproteinaz dezintegryny zalen od jonéw cynku. Jest to
najprawdopodobniej bia ko TACE [ADAM17 lub ADAM10Rktywno proteolityczna tego
enzymu znacznie wzrasta w obeariaktywatoréw kinazy bia kowej C (PKC), takich jaktry
forbolu. Aktywacja receptorow PKC me prowadzi do zwi kszenia stopnia hydrolizy APP w
miejscu i obni enia proteolizy w miejscub. Badania przeprowadzone na myszach
pozbawionych genu TACE wykaza y ca kowity zanikyakto ci -sekretazy w proteolitycznej
hydrolizie biaka APP. Tak genetycznie zmienione smayy nie doyway narodzin, co
wskazywa oby na istotnrol bia ka TACE w metabolizmie komorki i, co bardzisjotne, e
TACE nie moe stanowi terapeutycznego celu w projektowaniu lekow prz&oiiD.

@ Sekretazajest to transb onowy kompleks bia kowy o aktywriqroteazy aspartylowe;j
katalizuj cy proteoliz biaka APP wewrirz b ony reticulum endoplazmatyczneg@ER) i
aparatu Golgiego. Kompleks ten sk ada i heterodimeréw presenilin 1 i 2 (PS1 i PS2),
odpowiedzialnych za aktywno proteolityczn APP, glikozylowanej formy nikastryny (ang.
nicastrin NCT), bior cej udzia w tworzeniu aktywnego kompleksu, oraezdk Aph-1a/Aph-1b
i Pen-2, ktére prawdopodobnie stabilizga y kompleks i bior udzia w tworzeniu aktywnej
formy presenilin (heterodimerow).

Biaka PS1 i PS2 majbardzo zblion topologi; ,przecinaj” wielokrotnie b on
komérkow . Posiadaj 8 domen transmembranowych przonych ptlami wystajcymi do
przestrzeni wewrtrz- i zewn trzkomorkowej. Preseniliny sproteazami katalizugymi reakcj
wewn trz b on (I-CliPs, angintramembrane-cleaving protea3e Prowadz proteoliz kilku
ré6 nych bia ek transb onowych: APP, receptora Notateptora Erb-B4 i E-kadheryny.
Fragment CTF bia ka PS1 tworzy kompleksy z kalgssihi orazb-kateninami. Kalseniliny s
neuronalnymi bia kami wi cymi jony wapnia, degradowanymi przez kaspazy. Gime
poziomu kalsenilin mae prowadzi do zaburze transdukcji sygna u z udzia em jonéw<a
Mnogo funkcji jakie spe niaj preseniliny raczej wyklucza zastosowanie skutegane
inhibitora aktywnoci g-sekretazy — zwizku o potencjalnych w &iwo ciach terapeutycznych -
nie wywo uj cego skutkow ubocznych.

W 1999 r. metodami biologii molekularnej zidentyfikano gen bia ka o aktywna b-
sekretazyb-Sekretaza jest proteaz aspartylow Asp 2, zwan tak e bia kiem BACEL (ang.
b-site APP Cleaving Enzymiib memapsyn2. Bia ko to wykazuje oko 0 30 % homologk
bia kami rodziny pepsyn. Zidentyfikowano ta&k bia ko BACE2 (memapsyna l, Aspl)
posiadajce 64 % homologi z bia kiem BACE (nazywanym teraz BACE1l). Oba ta ka
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stanowi now grup transb onowych proteaz aspartylowythWiadomo ju, e bia ko BACE2
w przeciwie stwie do bia ka BACEL1 nie odgrywa zasadniczej wlprocesie generowania

amyloidu. Drzewo rodziny proteaz aspartylowych pmaee jest na schemacie.

% ) 7. R,
7T Ty KRN %t %

Bia ko BACE jest przede wszystkim obecne w b onatéczajcych takie organelle jak
aparat Golgiego czy endosomy, ale by zlokalizowane take w b onie cytoplazmatycznej.
BACE sk ada si z 501 aminokwaséw; na N-kou znajduje si 21 aminokwasowy peptyd
sygna owy oraz pomdzy aminokwasami 22-45 sekwencja propeptydu. Wietle organelli
komorkowych pozostaje region pordzy aminokwasami 46 i 460. B& C-ko ca
Zlokalizowana jest domena transb onowa, utrzyecalj biako w membranie (ponazy
aminokwasami 461-478), za ktOpozostaje 24-aminokwasowy ogon cytoplazmatyczny. W
obr bie regionu pozostagego w wietle organelli BACE posiada dwa miejsca aktywzesyarte
w sekwencjach aminokwasowych 93-96 i 289-292. Regie zawieraj aminokwasy o silnie
konserwatywnej sekwencji charakterystycznej dlaigap aspartylowych: kwas asparaginowy,
glicyn i seryn lub treonin.

BACE charakteryzuje si wa ciwo ciami typowymi dla biaek z rodziny proteaz
aspartylowych. Proteazy te hydrolizuyvi zanie peptydowe z wykorzystaniem dwoch reszt
asparaginianu, przy czym jedna z nich musi lzjonizowana. Kwasowo-zasadowa funkcja
katalityczna reszt Asp polega na tyne, aktywuj one znajdujc si mi dzy nimi cz steczk
wody i dzia aj jak akceptory i donory protonéw. Schemat reakajakizowanej przez trodzin
proteaz aspartylowych przedstawiony jest pepi
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Udane proby wykrystalizowania bia ka BACE w komgiek z inhibitorem peptydowym
OM99-2"* pozwoliy ustali struktur tego bia ka. Poznanie sekwencji genu oraz stryktur
trzeciorz dowej b-sekretazy znacznie u atwi 0 poszukiwania inhilitertego bia ka. Z drugiej
strony wykazano, e myszy pozbawione genu BACE (BACKEhock-our nie wykazyway
aktywno ci b-sekretazy i nie produkowa ybA™ Transgeniczne myszy praavay, by y p odne
i nie wykazywa y defektow rozwojowych.

Wyniki powy szych bada sugeruj bezpieczestwo terapii, majcych na celu obnenie
aktywnoci b-sekretazy, a wc wskazuj, e b-sekretaza moe by dobrym celem
terapeutycznym

Wiele grup badawczych, szczegdlnie z amergkach firm farmaceutycznych prowadzi
poszukiwania nowych lekow zapobiegajch bd lecz cych chorob Alzheimera w grupie
inhibitorow hamuj cych aktywno  b-sekretazy Poszukiwania inhibitorow BACE
prowadzone sw obr bie peptydowych analogéw substratu, tj. peptydonyk@v o sekwencji
homologicznej do sekwencji bia ka APP, rozpoznawgneez b-sekretaz. Jednym z nich jest
inhibitor OM99-2, o sekwencji Glu-Val-Ask{Leu-Ala)-Ala-Glu-Phe. Inhibitor ten ca kowicie
hamuje aktywno b-sekretazy (IGo= 2,0 nM). Jego die powinowactwo do BACE pozwoli o

na krystalizacj i rozwi zanie struktury bia ka z rozdzielczo 1,9 A.

Istniej jednak pewne ograniczenia w uzyskaniu skuteczneitora bia ka BACE.
Dotychczas wytworzone niskocteczkowe inhibitoryb-sekretazy nie wykazujkoniecznych
w a ciwo ci leku, chociaby dlatego, e nie przekraczajbariery krew-mo6zg (andhlood-brain
barrier, BBB), oraz s inhibitorami innych proteaz aspartylowych takick jkatepsyna D,
koniecznych dla prawid owego funkcjonowania komorKilatego te problem znalezienia
dobrego inhibitora bia ka BACE, spe niaggo wymagania stawiane lekom, jest watwarty.

Zaprezentowane powgj podejcie opiera si ha poszukiwaniachmiskocz steczkowych
inhibitoréw bia ek blokuj cych niepo dan aktywno (poprzez tworzenie funkcjonalnie

nieaktywnych kompleksoéw bia ko / lek).
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Aktywno biaka mo e by tak e obniona b d zniesiona poprzez ograniczenie
ekspresji jego genu Od ponad 25 lat rozwijane $0 nego rodzaju podejia zmierzajce do
wykorzystania fragmentdéw kwaséw nukleinowych, zanévsyntetycznych jak i wytwarzanych
wewn trzkomdrkowo, do sekwencyjnie specyficznego hamaavakspresji gendéw na poziomie
potranskrypcyjnym. Wod nich najwiksze znaczenie maj

1. Terapia antygenowa (ang.antigeng wykorzystuje oligonukleotydy TFO (antyiplex
forming oligonucleotidgsdo hybrydyzacji z dwuniciowym DNA i utworzeniama ego
trypleksu hamujcego proces transkrypciji.

2. Terapia antysensowa (ang. antisensg polega na tworzeniu komplementarnych
duplekséw antysensowy DNA / mRNA i aktywacji RNazydegradujcej RNA w takich
kompleksach. Konsekwendest inhibicja ekspresji genu na etapie translacji

3. Efekt niszczenia matrycy translacyjnej] ma osign  wykorzystujc rybozymy i
deoksyrybozymy. Cz steczki te rozpoznajkomplementarn sekwencj substratu w
sposob analogiczny do oligonukleotydow antysensbwydegraduj mRNA poprzez
katalityczn hydroliz lub trans-estryfikacjwi zania internukleotydowego.

4. Najnowsz, bardzo atrakcyjn strategi terapeutyczn wyciszania ekspresji genéw na
etapie potranskrypcyjnym jest wykorzystanie zjawiskerferencji RNA . Syntetyczne
dupleksy RNA (angshort interfering RNASIRNA) podawane do komorek ssaczych
wywo uj efekt wyciszania genu komplementarnego do antgsegjsnici SIRNA. W
procesie tym bierze udzia kompleks bia kowy RISWieraj cy zarowno helikazy RNA
jak i rybonukleazy.

Strategie hamowania ekspresji gendéw aktywnoci niepo danych bia ek za pomoc

syntetycznych oligonukleotydow, fragmentéw DNA i RIgokazane sna rysunku pongj.

Oligomery CpG-
immunostymulacj

aptamery

miRNA-regulacja
translacji
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Znajomo sekwencji kodujcej b-sekretazy otworzy a tak moliwo ci wykorzystania
dost pnych strategii terapeutycznych do hamowania ekgpego bia ka. W Zak adzie Chemii
Bioorganicznej CBMiM PAN w odzi prowadzone sbadania nad inhibitorowymi kwasami
nukleinowymi, skierowanymi na gdmsekretazy. W ostatnim czasie uzyskano analogi &was
nukleinowych, ktore, podane do ludzkich komérek gortalnych nerki (anghuman embryonal
kidney celly) HEK293 lub ludzkich komorek neuroblastomy SH-SY®wo uj zahamowanie
ekspresji genu bia ka BACE i w konsekwencji olafi ilo wydzielanego pozakomorkowo
peptydu beta-amyloidowed6®*"*8zwi zki te s testowane jako potencjalne czynniki anty-
amyloidowe o w aciwo ciach terapeutycznych.

Badania realizowane sv ramach grantu zamawianego PBZ-KBN /059/T09/09.
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