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ABSTRACT 

 

Alzheimer’s Disease is a neurodegenerative condition, an irreversible progressive 

dementia caused by death of neurons in brain structures responsible for memory related 

processes. Despite many years of research and numerous trials, no therapy succeeded 

that could stop the development of this disease, which affects tens of millions of 

patients worldwide.  
The amyloid cascade prevails among a variety of possible mechanisms of its deve-

lopment proposed in the scientific literature. It proposes that death of neurons, preceded 

by dysfunction of their synaptic activity is caused by the incremental formation of struc-

tures (fibrils, oligomers) composed of Aβ peptides. In its copper variant the processes of 

aggregation and oxidative stress, causing the inflammation and neuronal damage are 

related to the formation of reactive Cu(II) complexes with Aβ peptides.  
Aβ peptides are a family of molecules with similar amino acid sequences, differing 

mainly by the presence of longer or shorter terminal sequences. Their physiological role 

of is unclear. Aβ1-42 and Aβ1-40 have been mostly studied, but most studies have 

ignored a very abundant N-terminally truncated species Aβ4-42. We recognized it, and 

more gene-rally the Aβ4-x peptide family as potentially strong Cu(II) ligands, due to the 

presence at their N-termini of the Phe-Arg-His amino acid sequence, comprising the 

ATCUN/NTS structural motif. This observation was followed by vigorous research 

performed in our laboratory.  
We studied the ability of Aβ4-x peptides to bind Cu(II) ions, their electrochemical 

properties and redox reactivity, interactions with proteins which bind copper under phy-

siological conditions, their aggregation properties in the Cu(II) presence and suscepti-bility 

to proteolysis. Additionally, we investigated their interaction with a molecule of a 

therapeutic potential. We demonstrated that Aβ4-x peptides can be primary copper bin-ding 

agents in extracellular spaces in the brain, able to instantaneously intercept copper from Aβ1-

x peptides studied so far. Cu(II) complexes of Aβ4-x peptides are highly resistant to oxidation 

and reduction, release copper ions to other molecules slowly and reluctan-tly, and do not 

produce reactive oxygen species. In accordance with these properties we proposed a 

physiological role for the Aβ4-42 peptide as a molecule cleansing the synaptic cleft from 

Cu
2+

 ions and thereby assuring the correct neurotransmission. This function can however be 

disturbed by an inappropriate pharmacological intervention. The results of studies of the 

effect of cupric ions on the aggregation and membrane interactions of the Aβ4-40 peptides 

suggest that copper can inhibit the Aβ4-x peptides toxicity, thereby providing an additional 

support for our concept. Studies of hydrolysis of Aβ peptides and properties of its products 

revealed a possibility for a significant role of short fragments in the brain copper physiology. 

Our hypothesis awaits verification by biological studies. The issue of metabolism of the 

studied complexes is a key issue remaining to be solved. 
 

 

Keywords: Amyloid β peptides, Alzheimer’s disease, ATCUN/NTS, Cu(II) binding, 

redox reactivity  
Słowa kluczowe: peptydy β-amyloidowe, choroba Alzheimera, ATCUN/NTS, wiązanie 

Cu(II), aktywność redoks 
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 WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 
 

Aβ –  peptydy β-amyloidowe (ang. Amyloid β peptides) 
 

AD –  choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease) 
 

ATCUN/NTS – amino-końcowy motyw wiążący Cu, Ni / miejsce 
 

  N-końcowe) (ang. Amino-terminal Cu, Ni binding 
 

C
K7,4 

 motif/N-terminal Site) 
 

–  warunkowa stała trwałości w pH 7,4 
 

FAD – postać rodzinna choroby Alzheimera (ang. familial 
 

  Alzheimer’s disease) 
 

HSA –  albumina osocza krwi człowieka (ang. human serum 
 

  albumin) 
 

PBT2 –  5,7-dichloro-2-[(dimetyloamino)metylo]chinolin-8-ol 
 

PMR – płyn mózgowo-rdzeniowy 
 

SAD –  postać sporadyczna choroby Alzheimera (ang. spora- 
 

  dic Alzheimer’s disease) 
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WPROWADZENIE 

 

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s Disease, AD) jest chorobą neurodege-

neracyjną, z nieodwracalną postępującą demencją, u podłoża której leży śmierć 

neuronów w strukturach mózgu odpowiedzialnych za procesy związane z pamięcią 

[1–3]. Pomimo wieloletnich badań i licznych prób, jak dotąd, nie udało się opra-

cować skutecznej terapii, która mogłaby powstrzymać rozwój tej choroby, dotyka-

jącej od kilkunastu do kilkudziesięciu milionów osób w skali światowej. Głównym 

czynnikiem ryzyka AD jest wiek pacjenta. Choroba ta zatem dotyka głównie osób 

w krajach rozwiniętych, o dużej długości życia, ale wraz z postępem cywilizacyj-

nym ogarnia cały świat, niosąc cierpienie i ogromne koszty społeczne i materialne, 

liczone w dziesiątkach miliardów dolarów.  
Wyróżnia się dwie odmiany AD, postać sporadyczną (ang. sporadic Alzheimer’s 

disease, SAD), której objawy pojawiają się w wieku późniejszym, po 65 roku życia, i o 

wiele rzadszą postać rodzinną (ang. familial Alzheimer’s disease, FAD), której objawy 

występują dużo wcześniej, zazwyczaj około 40 roku życia. W obu przypad-kach 

choroba rozwija się powoli, choć ma szybszy przebieg w FAD [4]. W przypadku SAD, 

charakteryzujące ją markery biochemiczne poprzedzają o co najmniej dziesięć lat 

pojawienie się pierwszych objawów klinicznych [5, 6]. Pacjenci stopniowo tracą 

zdolności poznawcze, pamięć krótko- i długoterminową, a w dalszym przebiegu 

choroby, która nieodwołalnie kończy się śmiercią pacjenta, pojawiają się zaburzenia 

psychiczne ze spektrum schizofrenii. W obu postaciach choroby wyróżnia się czyn-niki 

genetyczne, które w przypadku FAD [7] wyraźnie dominują.  
W literaturze naukowej opisywane są różne możliwe mechanizmy molekularne 

rozwoju AD. Niepodważanym w zasadzie faktem jest obecność w jej początkowych 

stadiach, jeszcze przed wystąpieniem objawów klinicznych, tzw. złogów amyloido-

wych tworzonych przez peptydy β-amyloidowe (w skrócie Aβ). Wiadomo rów-nież, że 

w praktycznie wszystkich rozpoznanych odmianach FAD następuje albo nadprodukcja 

tych peptydów, albo peptydy te – na skutek mutacji – przejawiają nadmierną skłonność 

do agregacji. Efekty te są związane z mutacjami genu dla białka APP, prekursora 

peptydów Aβ lub enzymów proteolitycznych, które wycinają peptydy Aβ z białka APP 

[8]. Na podstawie tych obserwacji oraz licznych badań eksperymentalnych na 

zwierzętach uznano, że prawdopodobnym mechanizmem AD jest tzw. kaskada 

amyloidowa, w której śmierć neuronów, poprzedzona zabu-rzeniem ich funkcji 

synaptycznych, jest spowodowana narastającym tworzeniem się neurotoksycznych 

struktur (nierozpuszczalnych fibryl i/lub rozpuszczalnych oligomerów) złożonych z 

peptydów Aβ [9]. Hipoteza kaskady amyloidowej wydaje się dość dobrze tłumaczyć 

gwałtowny przebieg rodzinnej postaci choroby, jest nato-miast dość szeroko 

krytykowana jako wyłączna lub zasadnicza koncepcja etiologii SAD [10]. Krytyka ta 

wynika po części z faktu, że terapie eksperymentalne, nakiero-wane na zahamowanie 

tworzenia peptydów Aβ lub ich agregacji, jak się wydaje, nie powstrzymują rozwoju 

choroby. Ponadto okazało się, że peptydy Aβ są niezbędnym



 

składnikiem fizjologii mózgu, a ich usunięcie również wywołuje demencję. Nie ma 

jednak jasności co do ich konkretnej roli fizjologicznej [11]. 

W środowisku badaczy właściwości chemicznych peptydów Aβ powstała 

modyfikacja hipotezy kaskady amyloidowej, jej wersja miedziowa [12]. Według 

niej, procesy agregacji i stres oksydacyjny, powodujący stan zapalny i uszkodzenie 

neu-ronów w FAD i SAD, są związane z tworzeniem reaktywnych kompleksów 

jonów Cu(II) z tymi peptydami i stabilizacją pary redoks Cu(I)/Cu(II). Punktem 

wyjścia dla tej koncepcji jest obserwacja, że płytki amyloidowe, czyli złogi złożone 

ze zagre-gowanych w formie fibryl peptydów Aβ, izolowane post mortem z 

mózgów chorych, zawierają duże ilości miedzi [13, 14]. Natomiast jej szczegółowe 

propozycje i pre-dykcje są oparte przede wszystkim na wynikach badań in vitro, 

przedstawionych pokrótce poniżej [15, 16].  
Należy tu dodać, że w płytkach amyloidowych wykryto również duże ilości 

cynku, wapnia i żelaza. Cynk i wapń nie są aktywne redoksowo i nie są rozważane 

jako źródło stresu oksydacyjnego. Najnowsze badania wskazują natomiast, że 

żelazo jest obecne w płytkach w postaci mikrokryształów magnetytu i cząstek 

żelaza meta-licznego, nie jest więc związane z peptydami Aβ i raczej nie stanowi 

bezpośredniego źródła stresu oksydacyjnego [17].  
Jedną z konsekwencji hipotezy miedziowej kaskady amyloidowej jest propo-

zycja, że wprowadzenie do mózgu osoby cierpiącej na AD odpowiednio dobranych 

chelatorów/jonoforów miedziowych powinno doprowadzić do zatrzymania pro-

cesu chorobowego, poprzez rozłożenie kompleksów peptydów Aβ z jonami Cu(II) 

w przestrzeni pozakomórkowej i przeniesienie odzyskanych jonów miedziowych do 

komórek [18]. Koncepcji tej jednak nie potwierdzają badania kliniczne prze-

prowadzone dla 5,7-dichloro-2-[(dimetyloamino) metylo]chinolin-8-olu (PBT2), 

prominentnego przedstawiciela tej grupy związków [19]. W badaniach tych stoso-

wanie PBT2 nie przyniosło poprawy zdolności poznawczych pacjentów, pomimo 

uprzednich pozytywnych wyników badań na zwierzętach laboratoryjnych. Ta i inne 

próby zastosowania chelatorów/jonoforów w leczeniu AD zostały ostatnio dogłęb-

nie przedyskutowane i poddane zasadniczej krytyce [20]. 

 

 

1. PEPTYDY Aβ 

 

Dla ułatwienia zrozumienia tego stanu rzeczy, należy przyjrzeć się peptydom 

Aβ. Stanowią one rodzinę cząsteczek o zbliżonych sekwencjach aminokwasowych, 

różniących się głównie obecnością dłuższych lub krótszych sekwencji na obu koń-

cach łańcucha aminokwasowego. Powstają w wyniku działania proteaz na białko 

prekursorowe APP, naturalny składnik błony komórkowej neuronów, pełniący nie 

do końca ustaloną funkcję [21]. Peptydy Aβ powstają w mniejszościowym proce-

sie proteolitycznym z udziałem enzymów β- i γ-sekretazy, obejmującym 10–20% 

cząsteczek APP. Proces ten był początkowo uważany za wyłącznie patologiczny, w 

przeciwieństwie do procesu większościowego, w którym APP jest trawione przez 
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α-sekretazę w środku odcinka wycinanego przez β- i γ-sekretazy [22]. Uważa się, 

że pierwotnie powstają przede wszystkim dwa peptydy, Aβ1-42 i Aβ1-40, które pod-

legają dalszej proteolizie i modyfikacjom potranslacyjnym, podsumowanym na 

Rysunku 1 [23–25]. Peptydy Aβ występują w różnych strukturach mózgu, w formie 

monomerycznej, rozpuszczalnych agregatów (oligomerów) i nierozpuszczalnych 

agregatów bezpostaciowych lub fibrylarnych, w zależności od stężenia i indywi-

dualnych właściwości poszczególnych form. Dostępne metody badawcze oparte są 

głównie na immunoprecypitacji peptydów z materiału tkankowego, połączonej z 

detekcją peptydów za pomocą spektrometrii mas [23–25]. Skuteczność i selektyw-

ność detekcji bardzo zależy więc od charakteru zastosowanych przeciwciał, a zatem 

dane ilościowe są obarczone istotnymi błędami systematycznymi, a wyniki otrzy-

mywane w różnych laboratoriach mogą istotnie różnić się od siebie. Drugą 

słabością tej metodologii jest ograniczona zdolność wykrywania najkrótszych 

peptydów Aβ. Pomimo tych ograniczeń, dane z wielu laboratoriów wskazują, że 

trzy najobficiej występujące peptydy Aβ to: Aβ4-42 ~ Aβ1-42 > Aβ1-40 [23, 24]. 

 

1 10 20 30 40 43 Aβ1-43 

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT Aβ1-42 

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA Aβ1-40 

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV Aβ1-34 

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL 

Aβp3-42 pEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 

Aβ4-42 FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 

Aβ4-40 FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV Aβ4-

34 FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL 
 
Aβp11-42  pEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 
 
Aβx-42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 

Aβx-40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV 
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Rysunek 1. Sekwencje najważniejszych peptydów z rodziny Aβ, powstających w wyniku proteolizy białka 

APP i modyfikacji potranslacyjnych [23–25]. Nie wszystkie peptydy oznaczone m wykryto we 

wszystkich pracach. Numeracja reszt aminokwasowych i oznaczenia skrótowe peptydów oparte 

są na sekwencji peptydu Aβ1-42. pE oznacza resztę piroglutamylową; x oznacza peptydy 

rozpoczy-nające się od każdej reszty od 2 do 9, z wyjątkiem 4; m, s i d oznaczają małe, średnie 

i duże ilości względne peptydów w strukturach mózgu  
Figure 1. Sequences of the most important Aβ family peptides, formed upon the APP protein proteolysis 

and posttranslational modifications [23–25]. Not all peptides marked m were detected in all stu-

dies. The numbering of amino acid residues and abbreviated peptide labels are based on the se-

quence of the Aβ 1-42 peptide. pE denotes a pyroglutamyl residue; x means peptides starting at 

any residue from 2 to 9 except for 4; m, s i d denote low, medium and high relative amounts of 

peptides in brain structures 



 

 

Niemniej jednak w ogromnej większości badań biochemicznych i całej 

praktycznie diagnostyce molekularnej AD uwzględnia się jedynie „pierwotne” 

peptydy Aβ1-42 i Aβ1-40. Podstawowym kryterium diagnostycznym jest w chwili 

obecnej wartość stosunku stężeń Aβ1-42 / Aβ1-40 w płynie mózgowo-rdzeniowym 

[26]. Praktyka ta wywodzi się z jednej strony z założeń hipotezy kaskady 

amyloidowej, gdyż peptyd Aβ1-42 agreguje szybciej i przy niższym stężeniu niż 

peptyd Aβ1-40, a zatem względny ubytek poziomu Aβ1-42 jest miarą postępu 

procesu agregacji.  
Peptyd Aβ4-42 został wykryty jako dominujący składnik płytek amyloidowych 

już w pierwszych badaniach poświęconych sekwencjonowaniu składników tego 

materiału biologicznego [27, 28]. Prawdopodobną przyczyną historyczną 

powszechnego zignorowania tej wiedzy i wieloletniego nieuwzględniania peptydu 

Aβ4-42 w diagnostyce i badaniach mechanizmów AD było mylne przekonanie, że 

obecność tego peptydu w badanych preparatach była artefaktem (produktem dzia-

łania pepsyną) [20]. Postęp metod analitycznych, uzyskany pod koniec pierwszej 

dekady XXI wieku, ponownie obudził zainteresowanie rolą tej wersji peptydu Aβ, a 

także innymi peptydami skróconymi w badaniach mechanizmów patologii AD. 

Okazało się między innymi, że peptyd Aβ4-42 agreguje jeszcze łatwiej i szybciej niż 

peptyd Aβ1-42 [25, 29]. Potwierdza to jego nieobecność w płynie mózgowo-

rdzeniowym. Jest ponadto bardziej neurotoksyczny w testach in vitro i w modelu 

myszy transgenicznej [30]. Natomiast aż do r. 2015 peptyd ten nie wzbudził 

zainteresowania badaczy koncepcji miedziowej AD, w pełni skupionych na 

peptydach Aβ1-42, Aβ1-40, sekwencjach pochodnych oraz ich mysich analogach 

[31–33]. Uwzględnienie w badaniach peptydów z myszy podyktowane było z 

jednej strony przekonaniem, że niemodyfikowane genetycznie gryzonie nie 

zapadają na AD, a z drugiej – szerokim stosowaniem myszy transgenicznych w 

modelowaniu AD i poszukiwaniu leków [34]. 
 

 

2. KOMPLEKSY MIEDZIOWE PEPTYDÓW Aβ1-X 

 

Zdolności do tworzenia kompleksów peptydów Aβ z jonami metali, jak zresztą dla 

wszystkich peptydów, określane są przez charakter łańcuchów bocznych amino-

kwasów, z uwzględnieniem roli reszt przy końcach N i C łańcucha głównego. W wią-

zaniu jonów metali o charakterze biologicznym uczestniczą przede wszystkim reszty 

His (atomy azotu pierścienia imidazolowego) oraz Asp i Glu (grupy karboksylowe). Jak 

pokazano na Rysunku 1, wszystkie takie reszty skoncentrowane są w zakresie 

pierwszych 14 reszt łańcucha peptydów Aβ1-x (z wyjątkiem Met-35 i grupy karboksy-

lowej końca-C, dla których nikt nie wykazał udziału w wiązaniu jonu miedziowego). W 

związku z tym, podstawowym modelem badawczym dla oddziaływania miedzi (a także 

cynku, żelaza i innych jonów metali o znaczeniu biologicznym) stał się pep-tyd Aβ1-16 

[35]. Jego kolosalną zaletą jest dobra rozpuszczalność (mM) w szerokim zakresie pH i 

zachowanie stanu monomerycznego, co umożliwia wykonywanie dokładnych badań 

fizykochemicznych. Dla dłuższych form jest to utrudnione. Peptyd Aβ1-40 agreguje
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w stężeniach powyżej 10–15 µM [36]. Krytyczne stężenie agregacyjne dla peptydu 

Aβ1-42, według najnowszych badań, jest bardzo niskie i wynosi około 90 nM [37]. 

W wyniku licznych badań wielu grup badawczych, ukształto-wał się konsensus, 

według którego w pH 7,4, powszechnie uznanym za zbliżone do warunków 

fizjologicznych, peptyd Aβ1-16 tworzy dwa typy kompleksów pozostających                   

w dynamicznej równowadze [38, 39]. Są one przedstawione na Rysunku 2A i 2B. 

Wypadkowa stała wiązania dla tych kompleksów peptydu Aβ1-16 w pH 7,4 została 

wyznaczona za pomocą spektroskopii fluorescencyjnej, jako 1,1 × 10
10

 M
–1

 [40, 

41], a dla peptydu Aβ1-40 – jako 2,7 × 10
10

 M
–1

 [40]. Natomiast za właściwości 

redoks, w tym za generowanie przez parę Cu(I)/Cu(II) rodników hydroksylowych 

stanowiące podstawę koncepcji wiążącej miedź z AD, odpowiedzialna jest – jak się 

uważa – struktura przedstawiona na Rysunku 2C, której wkład do stanu równowagi 

w pH 7,4 nie przekracza 0,1% [42]. 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Rysunek 2. Struktury komponentu I (A), komponentu II (B) i formy aktywnej redoksowo (C) kompleksów 

Cu(II) z peptydami Aβ1-16 i Aβ1-40 (na podstawie [38, 39, 42]). Hisx i Hisy oznaczają każdą 

kombi-nację His6, His13 i His14  
Figure 2. Structures of Component I (A), Component II (B) and the redox active form (C) of Cu(II) com-

plexes with Aβ1-16 and Aβ1-40 peptides (based upon [38, 39, 42]). Hisx and Hisy denote any 

combi-nation of His6, His13 and His14 
 
 
 

Stała wiązania na poziomie 10
10

 M
–1

 wydaje się dość niska, jak dla układu 

biolo-gicznego, w którym obficie występują białka wiążące jony Cu(II) o wiele 

silniej, np. albumina osocza krwi człowieka (ang. human serum albumin, HSA), 

która wiąże jon miedziowy w pH osocza krwi (7,4) ze stałą 
C
K7,4 = 10

12
 M

–1
 [43]. 

Dla metalotio-neiny MT3 stałą wiązania jonów Cu(I) szacuje się na 10
16

 M
–1

 [44]. 

Ponadto wyka-zano, że zarówno albumina, jak i metalotioneina MT3, białka 

wiążące jony miedzi w przestrzeniach pozakomórkowych, są w stanie przejąć jony 

Cu(II) z kompleksów peptydów Aβ1-x całkowicie i błyskawicznie [45, 46]. Te dane 

podają w wątpliwość możliwości oddziaływań peptydów Aβ1-x z jonami 

miedziowymi in vivo, zwłaszcza we wczesnych stadiach choroby, gdy biochemia 

mózgu nie jest jeszcze zaburzona. 
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3. KOMPLEKSY MIEDZIOWE PEPTYDÓW Aβ4-X I ICH REAKTYWNOŚĆ 

 

Zapoznawszy się z danymi analitycznymi dotyczącymi rodziny peptydów Aβ, 

przedstawionymi powyżej, uznaliśmy, że wariant Aβ4-42 i szerzej – rodzina peptydów 

Aβ4-x – powinny wykazywać duże zdolności do wiązania jonów miedziowych. Jest tak 

ze względu na występowanie przy ich końcu-N sekwencji aminokwasowej Phe-Arg-

His, reprezentującej znany w chemii bionieorganicznej motyw strukturalny 

ATCUN/NTS (z ang. Amino-terminal Cu, Ni binding motif/N-terminal Site, amino-

końcowy motyw wiążący Cu, Ni / miejsce N-końcowe). Motyw ten, przedstawiony na 

Rysunku 3, jest tworzony przez tripeptydową sekwencję aminokwasową Xaa-Zaa-His, 

gdzie reszta aminokwasowa Xaa zawiera niezmodyfikowaną grupę aminową,                        

a wiązanie peptydowe Xaa-Zaa zawiera odszczepialny atom wodoru przy azo-cie 

peptydowym (czyli Zaa ≠ Pro). Cztery atomy azotu: azot aminowy aminokwasu Xaa, 

azot N-1 pierścienia imidazolowego His i azoty amidowe reszt Zaa i His tworzą 

kwadratową strukturę koordynacyjną wokół jonu Cu(II) z odszczepieniem jonów 

wodorowych (kompleks 4N). Struktura ta została udokumentowana za pomocą 

rentgenografii [47, 48], EXAFS [48, 49] oraz w licznych badaniach spektroskopo-wych, 

omówionych w pracach przeglądowych [49–52]. Struktura ATCUN/NTS wiąże w 

sposób analogiczny inne jony metali. Struktury rentgenowskie są dostępne dla jonów 

Ni(II) [53] oraz Pd(II) i Au(III) [54]. Stałe wiązania jonu Cu(II) w moty-wie 

ATCUN/NTS mieszczą się w zakresie od 1,0 × 10
12

 M
–1

 dla HSA [43] do 3,2 × 10
14

   

M
–1

 [56], a nawet 4,6 × 10
14

 M
–1

 [57]. Fakt, że nawet najsłabszy z tych ligandów, HSA, 

jest w stanie usunąć Cu(II) z kompleksów z peptydami Aβ 1-x bez najmniejszego 

problemu [45], jednocześnie będąc biologicznym partnerem jonu Cu(II) [58], 

sugerował, że jeśli jakieś peptydy Aβ będą oddziaływać z jonami Cu(II) w warunkach 

biologicznych, to będą to raczej peptydy Aβ4-x, a nie Aβ1-x, czy inne peptydy skrócone, 

ale nietworzące miejsc wiązania typu ATCUN/NTS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Rysunek 3. Struktura kompleksu ATCUN/NTS tworzonego przez peptydy Aβ4-x (na podstawie [59, 71, 72])  
Figure 3. The structure of the ATCUN/NTS complex formed by Aβ4-x peptides (based upon [59, 71, 72]) 

 

Badania oddziaływań Cu(II) z peptydami Aβ4-x rozpoczęliśmy od wyznacze-

nia stechiometrii, stałych wiązania i struktury kompleksów  dla  peptydu  modelo- 
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wego Aβ4-16. Z zastosowaniem miareczkowań potencjometrycznych, których 

wyniki zostały pozytywnie zweryfikowane za pomocą spektroskopii UV-vis, CD               

i EPR, ustaliliśmy, że pierwszy równoważnik Cu(II) tworzy w bardzo szerokim 

zakresie pH kompleks 4N z motywem ATCUN/NTS (Phe-Arg-His). Stała trwałości 

dla tego kompleksu w pH 7,4 wynosi 3,0 × 10
13

 M
–1

, czyli 3000 razy więcej niż dla 

kom-pleksów Aβ1-x [59]. W bezpośredniej reakcji wykazaliśmy, że peptyd Aβ 4-16 

pobiera jon Cu(II) z kompleksu Aβ1-16, podobnie jak HSA, czyli błyskawicznie                  

i całkowicie (reakcja zachodziła w czasie mieszania próbki), zgodnie z gradientem 

stałych wią-zania.  
Właściwości redoks kompleksu Cu[Aβ4-16] zbadaliśmy za pomocą metod wol-

tametrycznych, CV i DPV. Jon Cu(II) związany do sekwencji Phe-Arg-His nie został 

zredukowany do Cu(I) w zakresie potencjałów dostępnym w roztworze wodnym, ale 

zaobserwowano nieodwracalne elektrochemicznie utlenienie Cu(II) do Cu(III) przy 

potencjale ok. 1,0 V. Proces ten nakładał się na nieodwracalne utlenienie pierście-nia 

fenolowego do pochodnych chinonowych [59]. Następcze badania elektroche-miczne 

skróconych i zmodyfikowanych peptydów, zawierających sekwencję Phe--Arg-His, ale 

nie zawierających reszty Tyr-10, wykazały, że w tej sytuacji para redoks Cu(II)/Cu(III) 

jest elektrochemicznie odwracalna [60]. Oznacza to istnienie ścieżki transferu 

elektronów między kompleksem ATCUN/NTS i pierścieniem fenolowym reszty Tyr-

10. Zbadaliśmy również tworzenie rodników hydroksylowych przez kompleksy 

miedziowe peptydów Aβ1-16, Aβ4-16, Aβ1-42 i Aβ4-42, w obecności kwasu 

askorbinowego, za pomocą testu APF [58]. Stwierdziliśmy, że przy stechiometrii 1:1 

kompleksy peptydów Aβ1-16 i Aβ1-42 tworzą znaczne ilości takich rodników,                          

a kompleksy Aβ4-16, i Aβ4-42 są pod tym względem całkowicie nieaktywne. Peptyd Aβ4-

16 wiąże również drugi jon Cu(II) sekwencyjnie, ze stałą wiązania około 10
6
 razy 

mniejszą. Miejscem wiązania tego jonu jest para His13-His14. Zgodnie z oczekiwa-

niami, tak związany jon Cu(II) jest aktywny redoksowo i obficie generuje rodniki  
[59]. Natomiast dwa jony miedziowe związane do peptydu Aβ4-16 nie oddziałują ze 

sobą bezpośrednio. 
W następnym etapie badań sprawdziliśmy, czy jon miedziowy związany do 

pep-tydów Aβ4-x jest mobilny, tzn. czy może zostać łatwo przekazany do innych 

cząste-czek. Peptydy Aβ występują i przejawiają swoje właściwości 

neurotoksyczne przede wszystkim w przestrzeni pozakomórkowej. W warunkach 

fizjologicznych głównym białkiem wiążącym miedź w płynie mózgowo-

rdzeniowym (PMR) jest HSA. Jednak jej stężenie w PMR jest około 200 razy 

niższe niż w osoczu krwi [61, 62]. Ponadto lokalizacja synaptyczna HSA jest 

bardzo hipotetyczna i powszechnie podawana w wątpliwość. Jednym z głównych 

białek wiążących miedź w przestrzeni synaptycznej jest metalotioneina-3 (MT3). 

Wykazano, że MT-3 chroni hodowle komórkowe neuronów przed toksycznością 

miedziowych kompleksów peptydu Aβ1-40 [63]. Jak wspomniano powyżej, HSA 

wiąże jeden jon Cu(II) ze stałą wiązania 
C
K7,4 = 10

12
 M

–1
 [43], a MT-3 do 11 jonów 

Cu(I) [44]. Zatem transfer miedzi od peptydu Aβ4-x do HSA byłby  reakcją   

dysocjacji/asocjacji,       a      przeniesienie      miedzi      do     MT-3     wymagałoby  



 
 

redukcji Cu(II) do Cu(I), z tym jednak, że MT-3 może pełnić w niej również rolę 

reduktora, z utworzeniem wewnątrzcząsteczkowych mostków disiarcz-kowych. Stała 

wiązania jonów Cu(I) do MT-3 jest szacowania na ok. 10
16

 M
–1

 [44]. Jak widać, 

przeniesienie Cu(II) do HSA jest nieuprzywilejowane termodynamicznie,                                 

i rzeczywiście taka reakcja nie zachodzi. Natomiast przejście miedzi od Aβ4-x do MT-3 

powinno być możliwe. Eksperymenty wykonane przez nas wykazały, że reak-cja ta nie 

zachodzi jednak w warunkach nawet kilkugodzinnej inkubacji CuAβ4-16 z Zn7MT-3 

(fizjologiczną postacią MT-3), natomiast może zostać wymuszona przez 

współinkubację z niefizjologicznie wysokimi stężeniami askorbinianu [64]. W innego 

rodzaju eksperymencie kompozycyjnym, polegającym na dodaniu soli Cu(II) do 

roztworu zawierającego Aβ4-16 i Zn7MT-3 wykazaliśmy, że obie cząsteczki wiążą 

znaczące ilości miedzi, a szybko ustalający się stan pozornej równowagi pozostaje 

stabilny, zgodnie z wynikami poprzednich eksperymentów. Natomiast drugi jon Cu(II), 

związany do pary His13-His14 w Aβ4-16 z łatwością ulega reduk-cji i przejściu do MT-

3, podobnie jak jon Cu(II) z kompleksów CuAβ1-16 i CuAβ1-40 [64, 65]. Eksperymenty 

dotyczące możliwych mechanizmów redukcyjnego przej-ścia jonu Cu(II) do kompleksu 

Cu(I) z MT-3 były kontynuowane, ze względu na ich znaczenie dla fizjologii                           

i toksykologii peptydów Aβ. Wykazaliśmy, że przy długich, kilkugodzinnych 

inkubacjach Cu(II)Aβ4-16 z Zn(II)7MT-3 w obecności reduktorów tiolowych, reakcja 

zachodzi częściowo dla GSH (zredukowanej formy glutationu), a całkowicie i dużo 

szybciej (w skali minut) dla cysteiny, z utworzeniem kompleksu Cu(I)4Zn(II)4MT-3 

[66]. Wyniki tej części badań można podsumować stwierdze-niem, że kompleks 

Cu(II)Aβ4-16 jest w dużej mierze odporny na działanie czynników wspomagających 

transfer miedzi i, w związku z tym, może być elementem alterna-tywnego szlaku 

metabolizmu miedzi.  
PBT2, pochodna hydroksychinoliny, dotarła do drugiej fazy badań klinicznych 

w leczeniu choroby Alzheimera, ale te badania zakończyły się niepowodzeniem. 

Postulowanym mechanizmem działania tej cząsteczki było wiązanie pozakomórko-

wych jonów miedziowych (w tym odbieranie ich z kompleksów z peptydami Aβ                  

i przenoszenie ich do wnętrza neuronów). W jednej z poprzednich prac 

wykazaliśmy słabości tego mechanizmu w odniesieniu do peptydów Aβ1-x [67]. 

Zamiast tworzyć hydrofobowe kompleksy o stechiometrii CuL2, zdolne do 

przenoszenia jonu Cu(II) przez błonę komórkową, cząsteczka 2-[(dimetyloamino)-

metylo-8-hydroksychi-noliny, bliskiego analogu zastrzeżonej podówczas cząsteczki 

PBT2, preferencyjnie tworzyła kompleksy ternarne typu CuLA, gdzie                              

A reprezentuje pierścień imidazo-lowy dowolnej reszty His peptydu Aβ1-x.                        

W omawianych tu badaniach zastosowa-liśmy analogiczne podejście do peptydu 

Aβ4-16. Wykazaliśmy, że 2-[(dimetyloami-no)-metylo-8-hydroksychinolina może 

oddziaływać z kompleksem ATCUN/NTS peptydu Aβ4-16. Co prawda stanem 

końcowym reakcji jest kompleks ATCUN/NTS z resztami Phe-Arg-His, ale 

przejściowo tworzą się również kompleksy mieszane typu CuLA, analogiczne do 

Aβ1-16, które generują rodniki hydroksylowe w teście APF [68]. 
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Zbadaliśmy także trawienie peptydów Aβ1-16 i Aβ1-40 przez neprylizynę, prote- 

azę cynkową wskazywaną jako jeden z głównych enzymów katabolizmu peptydów Aβ 

w mózgu, a także potencjalne źródło peptydów Aβ4-x [69, 70]. Zbadaliśmy rów-nież 

wpływ jonów Zn(II) i Cu(II) na aktywność enzymu i dystrybucję produktów hydrolizy. 

Stwierdziliśmy, że nadmiar jonów Cu(II) i Zn(II) hamuje enzym, z wartościami Ki = 1,0 

i 20 µM [71]. Ustaliliśmy, że w warunkach eksperymentów tworzą się peptydy 

ATCUN/NTS Aβ4-x, a także Aβ12-x, natomiast głównym produktem tego typu jest 

peptyd Aβ4-9, ze względu na bardzo szybką eliminację dipeptydu Tyr-Glu (Aβ10-11).                 

W obecności jonów Cu(II) istotnym produktem reakcji jest kompleks CuAβ4-9, który 

przejmuje jon Cu(II) od substratu reakcji, peptydu Aβ1-x. Tworzenie tego kompleksu 

również częściowo hamuje enzym. W kolejnej pracy opisaliśmy właściwości 

koordynacyjne peptydów Aβ4-9, Aβ11-16 i Aβ12-16. Wykazaliśmy, że peptydy te, 

zwłaszcza peptyd Aβ4-9, tworzą kompleksy miedziowe jeszcze silniejsze i jeszcze 

bardziej inertne pod względem wymiany jonu Cu(II), niż długie peptydy  
Aβ4-x. Dla peptydu Aβ4-9 

C
K7,4 = 1,5 × 10

14
 M

–1
, czyli jest 5 razy wyższa niż dla 

peptydu Aβ4-16 [72]. 

Wykazano uprzednio, że peptydy Aβ4-x (x = 40, 42) agregują szybciej niż odpo-

wiednie peptydy Aβ1-x [73]. Wpływ wiązania Cu(II) do tych peptydów na ich agre-

gację nie był dotąd badany. Wstępne wyniki naszych badań, prowadzonych według 

analogicznej metodologii, potwierdzają bardzo dużą zdolność do fibrylizacji peptydu 

Aβ4-40 w stosunku do peptydu Aβ1-40, ale wskazują na częściowe znoszenie tego efektu 

przez jon Cu(II). Ponadto fibryle tworzone w obecności jonu Cu(II) mają zmienioną 

morfologię. Podobne różnicowe efekty otrzymujemy w badaniach oddziaływań tych 

peptydów z modelową błoną biologiczną, z zastosowaniem układu do pomiaru 

przenoszenia ładunku przez błonę [74]. 

 

 

UWAGI KOŃCOWE 

 

Nasze wyniki otworzyły nowy rozdział w dziedzinie badań chemii i mechani-

zmów toksyczności peptydów Aβ. Wykazaliśmy, że peptydy Aβ4-x mogą być pierw-

szoplanowymi czynnikami wiążącymi miedź w pozakomórkowych przestrzeniach 

mózgu, zdolnymi do błyskawicznego przejmowania miedzi od dotychczas badanych 

peptydów Aβ1-x. Kompleksy Cu(II) peptydów Aβ4-x są bardzo odporne na utlenianie                  

i redukcję, powoli i niechętnie oddają jon miedziowy innym cząsteczkom i nie pro-

dukują reaktywnych form tlenu. W związku z tymi właściwościami, zaproponowa-

liśmy rolę fizjologiczną dla peptydu Aβ4-42 jako cząsteczki oczyszczającej szczelinę 

synaptyczną z jonów Cu
2+

 i tym samym zapewniającej prawidłową neurotransmisję [59, 

64, 66]. Funkcję tę jednak można łatwo zaburzyć przez niewłaściwą interwen-cję 

farmakologiczną [68]. Wyniki badań wpływu jonów miedziowych na agregację i 

oddziaływania z błoną peptydu Aβ4-40 sugerują, że miedź może hamować toksycz-ność 

peptydów Aβ4-x, co dodatkowo potwierdza naszą koncepcję. Badania hydrolizy 

peptydów Aβ i właściwości jej produktów ujawniły możliwość istotnej roli krótkich 



 

fragmentów w fizjologii miedzi w mózgu [71, 72]. Nasze hipotezy oczekują na 

wery-fikację w rozpoczętych już obecnie badaniach biologicznych. 
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