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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 AS 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(ll) complexes with Aj peptides.

Ap 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. Af1.42 and Api.40 have been mostly studied, but most studies have
ignored a very abundant N-terminally truncated species Afs-42. We recognized it, and
more gene-rally the ABs.x peptide family as potentially strong Cu(ll) 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 AB4x peptides to bind Cu(ll) ions, their electrochemical
properties and redox reactivity, interactions with proteins which bind copper under phy-
siological conditions, their aggregation properties in the Cu(ll) presence and suscepti-bility
to proteolysis. Additionally, we investigated their interaction with a molecule of a
therapeutic potential. We demonstrated that ASs.x peptides can be primary copper bin-ding
agents in extracellular spaces in the brain, able to instantaneously intercept copper from Ap-
x peptides studied so far. Cu(ll) complexes of AS.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 AB4.42 peptide as a molecule cleansing the synaptic cleft from
cu? 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 Afs.40 peptides
suggest that copper can inhibit the AB4« peptides toxicity, thereby providing an additional
support for our concept. Studies of hydrolysis of Af 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 f peptides, Alzheimer’s disease, ATCUN/NTS, Cu(Il) binding,
redox reactivity
Stowa kluczowe: peptydy f-amyloidowe, choroba Alzheimera, ATCUN/NTS, wigzanie

Cu(Il), aktywnos$¢ redoks
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AB
AD

ATCUN/NTS
K74

FAD

HSA

PBT2

PMR
SAD

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

peptydy S-amyloidowe (ang. Amyloid f peptides)
choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease)
amino-koncowy motyw wiazacy Cu, Ni/ miejsce
N-koncowe) (ang. Amino-terminal Cu, Ni binding
motif/N-terminal Site)
warunkowa stata trwatosci w pH 7,4
posta¢ rodzinna choroby Alzheimera (ang. familial
Alzheimer’s disease)
albumina osocza krwi cztowieka (ang. human serum
albumin)
5,7-dichloro-2-[(dimetyloamino)metylo]chinolin-8-ol
plyn mézgowo-rdzeniowy

— posta¢ sporadyczna choroby Alzheimera (ang. spora-

dic Alzheimer’s disease)
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WPROWADZENIE

Choroba Alzheimera (ang. Aizheimer’s Disease, AD) jest choroba neurodege-
neracyjng, z nieodwracalng postepujaca demencja, u poditoza ktorej lezy $mieré
neurondow w strukturach mézgu odpowiedzialnych za procesy zwigzane z pamigcig
[1-3]. Pomimo wieloletnich badan i licznych préb, jak dotad, nie udato si¢ opra-
cowac skutecznej terapii, ktora moglaby powstrzymac rozwdj tej choroby, dotyka-
jacej od kilkunastu do kilkudziesigeciu milionéw oséb w skali §wiatowej. Gtoéwnym
czynnikiem ryzyka AD jest wiek pacjenta. Choroba ta zatem dotyka gtéwnie osob
w krajach rozwinigtych, o duzej dlugosci zycia, ale wraz z postgpem cywilizacyj-
nym ogarnia caly §wiat, niosac cierpienie i ogromne koszty spoteczne i materialne,
liczone w dziesiagtkach miliardow dolarow.

Wyrdznia si¢ dwie odmiany AD, posta¢ sporadyczng (ang. sporadic Alzheimer’s
disease, SAD), ktorej objawy pojawiaja si¢ w wieku pozniejszym, po 65 roku zycia, i 0
wiele rzadsza posta¢ rodzinng (ang. familial Alzheimer’s disease, FAD), ktorej objawy
wystepuja duzo weczesniej, zazwyczaj okoto 40 roku zycia. W obu przypad-kach
choroba rozwija si¢ powoli, cho¢ ma szybszy przebieg w FAD [4]. W przypadku SAD,
charakteryzujace ja markery biochemiczne poprzedzaja o co najmniej dziesie¢ lat
pojawienie si¢ pierwszych objawow klinicznych [5, 6]. Pacjenci stopniowo traca
zdolno$ci poznawcze, pamig¢ krotko- i dilugoterminows, a w dalszym przebiegu
choroby, ktoéra nieodwotalnie konczy si¢ $miercig pacjenta, pojawiaja si¢ zaburzenia
psychiczne ze spektrum schizofrenii. W obu postaciach choroby wyro6znia si¢ czyn-niki
genetyczne, ktore w przypadku FAD [7] wyraznie dominuja.

W literaturze naukowej opisywane sa roézne mozliwe mechanizmy molekularne
rozwoju AD. Niepodwazanym w zasadzie faktem jest obecnos¢ w jej poczatkowych
stadiach, jeszcze przed wystapieniem objawow klinicznych, tzw. ztogéw amyloido-
wych tworzonych przez peptydy f-amyloidowe (w skrocie Af). Wiadomo réw-niez, ze
w praktycznie wszystkich rozpoznanych odmianach FAD nastepuje albo nadprodukcja
tych peptydow, albo peptydy te — na skutek mutacji — przejawiajg nadmierna sktonnosé
do agregacji. Efekty te sa zwiazane z mutacjami genu dla biatka APP, prekursora
peptydow Af lub enzyméw proteolitycznych, ktore wycinaja peptydy Af z biatka APP
[8]. Na podstawie tych obserwacji oraz licznych badaf eksperymentalnych na
zwierzetach uznano, ze prawdopodobnym mechanizmem AD jest tzw. kaskada
amyloidowa, w ktorej $mier¢ neurondéw, poprzedzona zabu-rzeniem ich funkgcji
synaptycznych, jest spowodowana narastajacym tworzeniem si¢ neurotoksycznych
struktur (nierozpuszczalnych fibryl i/lub rozpuszczalnych oligomeréw) zlozonych z
peptydow Ap [9]. Hipoteza kaskady amyloidowej wydaje si¢ dos¢ dobrze thumaczy¢
gwattowny przebieg rodzinnej postaci choroby, jest nato-miast do$¢ szeroko
krytykowana jako wytaczna lub zasadnicza koncepcja etiologii SAD [10]. Krytyka ta
wynika po czeéci z faktu, ze terapie eksperymentalne, nakiero-wane na zahamowanie
tworzenia peptydow Ap lub ich agregacji, jak si¢ wydaje, nie powstrzymuja rozwoju
choroby.  Ponadto  okazalo sig, ze peptydy AB sa  niezbednym
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sktadnikiem fizjologii mézgu, a ich usunigcie rowniez wywotuje demencj¢. Nie ma
jednak jasnosci co do ich konkretnej roli fizjologicznej [11].

W $rodowisku badaczy wlasciwosci chemicznych peptydow AfS powstata
modyfikacja hipotezy kaskady amyloidowej, jej wersja miedziowa [12]. Wedlug
niej, procesy agregacji i stres oksydacyjny, powodujacy stan zapalny i uszkodzenie
neu-rondw w FAD i SAD, sg zwigzane z tworzeniem reaktywnych kompleksow
jonow Cu(Il) z tymi peptydami i stabilizacjg pary redoks Cu(I)/Cu(Il). Punktem
wyijscia dla tej koncepcji jest obserwacja, ze ptytki amyloidowe, czyli ztogi ztozone
ze zagre-gowanych w formie fibryl peptydéw Ap, izolowane post mortem z
mozgdw chorych, zawieraja duze ilosci miedzi [13, 14]. Natomiast jej szczegdtowe
propozycje i pre-dykcje sg oparte przede wszystkim na wynikach badan in vitro,
przedstawionych pokrotce ponizej [15, 16].

Nalezy tu doda¢, ze w plytkach amyloidowych wykryto réwniez duze ilo$ci
cynku, wapnia i zelaza. Cynk i wapn nie sa aktywne redoksowo i nie sg rozwazane
jako zrédlo stresu oksydacyjnego. Najnowsze badania wskazuja natomiast, ze
zelazo jest obecne w plytkach w postaci mikrokrysztaldw magnetytu i czastek
zelaza meta-licznego, nie jest wigc zwigzane z peptydami Af i raczej nie stanowi
bezposredniego zrdodta stresu oksydacyjnego [17].

Jedng z konsekwencji hipotezy miedziowej kaskady amyloidowej jest propo-
zycja, ze wprowadzenie do mézgu osoby cierpigcej na AD odpowiednio dobranych
chelatorow/jonoforéw miedziowych powinno doprowadzi¢ do zatrzymania pro-
cesu chorobowego, poprzez roztozenie kompleksow peptydow Ap z jonami Cu(ll)
w przestrzeni pozakomoérkowej i przeniesienie odzyskanych jonéw miedziowych do
komorek [18]. Koncepcji tej jednak nie potwierdzaja badania kliniczne prze-
prowadzone dla 5,7-dichloro-2-[(dimetyloamino) metylo]chinolin-8-olu (PBT2),
prominentnego przedstawiciela tej grupy zwigzkéw [19]. W badaniach tych stoso-
wanie PBT2 nie przyniosto poprawy zdolno$ci poznawczych pacjentdow, pomimo
uprzednich pozytywnych wynikéw badan na zwierz¢tach laboratoryjnych. Ta i inne
proby zastosowania chelatorow/jonoforow w leczeniu AD zostaly ostatnio dogleb-
nie przedyskutowane i poddane zasadniczej krytyce [20].

1. PEPTYDY Ap

Dla utatwienia zrozumienia tego stanu rzeczy, nalezy przyjrzec si¢ peptydom
Ap. Stanowig one rodzing czgsteczek o zblizonych sekwencjach aminokwasowych,
roznigeych si¢ glownie obecnoscig dhuzszych lub krotszych sekwencji na obu kon-
cach tancucha aminokwasowego. Powstaja w wyniku dziatania proteaz na biatko
prekursorowe APP, naturalny sktadnik blony komérkowej neuronéw, petniacy nie
do konca ustalong funkcje [21]. Peptydy Af powstaja w mniejszoSciowym proce-
sie proteolitycznym z udzialem enzymow f- i y-sekretazy, obejmujacym 10-20%
czgsteczek APP. Proces ten byl poczatkowo uwazany za wylgcznie patologiczny, w
przeciwienstwie do procesu wigkszoSciowego, w ktorym APP jest trawione przez
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a-sekretaze w $rodku odcinka wycinanego przez - i y-sekretazy [22]. Uwaza sig,
ze pierwotnie powstaja przede wszystkim dwa peptydy, Af1-42 | AB1-a0, ktore pod-
legaja dalszej proteolizie i modyfikacjom potranslacyjnym, podsumowanym na
Rysunku 1 [23-25]. Peptydy A wystepuja w réznych strukturach mozgu, w formie
monomerycznej, rozpuszczalnych agregatow (oligomerdw) i nierozpuszczalnych
agregatow bezpostaciowych lub fibrylarnych, w zalezno$ci od stezenia i1 indywi-
dualnych witasciwosci poszczegdlnych form. Dostepne metody badawcze oparte sg
gléwnie na immunoprecypitacji peptydow z materiatu tkankowego, potaczonej z
detekcja peptydow za pomocg spektrometrii mas [23-25]. Skutecznos¢ i selektyw-
no$¢ detekcji bardzo zalezy wigc od charakteru zastosowanych przeciwcial, a zatem
dane iloSciowe s3a obarczone istotnymi bledami systematycznymi, a wyniki otrzy-
mywane w roznych laboratoriach moga istotnie r6zni¢ si¢ od siebie. Druga
staboscia tej metodologii jest ograniczona zdolno$¢ wykrywania najkrotszych
peptydow ApB. Pomimo tych ograniczen, dane z wielu laboratoriéw wskazuja, ze

trzy najobficiej wystepujace peptydy AS t0: ABa-42 ~ AB1-a2 > AB1-40 [23, 24].

1 10 20 30 40 43 A,Bl_43

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT Af1-42 m
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA Af1-a0 d
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV Af1_34 S
DAEFRHDSGYEVHHQKLVEFFAEDVGSNKGAIIGL S
Afp3-42 PEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA S
AB4_4, FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA d
AB4_490 FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV Af4- m
34 FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL m
Afpi1-22 PEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA m
Afy-42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA m

m

Afx-40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV

Rysunek 1. Sekwencje najwazniejszych peptydoéw z rodziny AB, powstajacych w wyniku proteolizy biatka
APP i modyfikacji potranslacyjnych [23-25]. Nie wszystkie peptydy oznaczone m wykryto we
wszystkich pracach. Numeracja reszt aminokwasowych i oznaczenia skrotowe peptydéw oparte
sg na sekwencji peptydu Api4. PE oznacza reszte piroglutamylowa; X oznacza peptydy
rozpoczy-najace si¢ od kazdej reszty od 2 do 9, z wyjatkiem 4; m, s i d oznaczaja mate, $rednie
i duze ilo$ci wzgledne peptydow w strukturach mozgu

Figure 1. Sequences of the most important Ag 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 Ap 1.4, 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
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Niemniej jednak w ogromnej wigkszosci badan biochemicznych i calej
praktycznie diagnostyce molekularnej AD uwzglednia si¢ jedynie ,,pierwotne”
peptydy ApB1.42 i AB1-40. Podstawowym kryterium diagnostycznym jest w chwili
obecnej warto$¢ stosunku stezen Af1-42 [ AB1-40 w plynie moézgowo-rdzeniowym
[26]. Praktyka ta wywodzi si¢ z jednej strony z zatozen hipotezy kaskady
amyloidowej, gdyz peptyd Af1-42 agreguje szybciej i przy nizszym stezeniu niz
peptyd ApBi1-40, a zatem wzgledny ubytek poziomu Api1.42 jest miarg postepu
procesu agregacii.

Peptyd ABs-42 zostal wykryty jako dominujacy sktadnik ptytek amyloidowych
juz w pierwszych badaniach poswigconych sekwencjonowaniu skladnikéw tego
materialu  biologicznego [27, 28]. Prawdopodobng przyczyna historyczng
powszechnego zignorowania tej wiedzy i wieloletniego nieuwzgledniania peptydu
ApBs-42 w diagnostyce i badaniach mechanizméw AD bylo mylne przekonanie, ze
obecno$¢ tego peptydu w badanych preparatach byta artefaktem (produktem dzia-
tania pepsyng) [20]. Postep metod analitycznych, uzyskany pod koniec pierwszej
dekady XXI wieku, ponownie obudzil zainteresowanie rolg tej wersji peptydu Ag, a
takze innymi peptydami skréconymi w badaniach mechanizméw patologii AD.
Okazato si¢ miedzy innymi, ze peptyd Af1-42 agreguje jeszcze tatwiej 1 szybciej niz
peptyd ApBi-42 [25, 29]. Potwierdza to jego nieobecno$¢ w plynie mozgowo-
rdzeniowym. Jest ponadto bardziej neurotoksyczny w testach in vitro i w modelu
myszy transgenicznej [30]. Natomiast az do r. 2015 peptyd ten nie wzbudzit
zainteresowania badaczy koncepcji miedziowej AD, w pelni skupionych na
peptydach ApBi1-42, AB1-40, Sekwencjach pochodnych oraz ich mysich analogach
[31-33]. Uwzglednienie w badaniach peptydéow z myszy podyktowane bylo z
jednej strony przekonaniem, ze niemodyfikowane genetycznie gryzonie nie
zapadaja na AD, a z drugiej — szerokim stosowaniem myszy transgenicznych w
modelowaniu AD i poszukiwaniu lekow [34].

2. KOMPLEKSY MIEDZIOWE PEPTYDOW Ap; x

Zdolnosci do tworzenia kompleksow peptydow Ap z jonami metali, jak zreszta dla
wszystkich peptydow, okreslane sa przez charakter fancuchow bocznych amino-
kwasow, z uwzglednieniem roli reszt przy koncach N i C lancucha gtownego. W wia-
zaniu jonoéw metali o charakterze biologicznym uczestniczg przede wszystkim reszty
His (atomy azotu pierscienia imidazolowego) oraz Asp i Glu (grupy karboksylowe). Jak
pokazano na Rysunku 1, wszystkie takie reszty skoncentrowane sa w zakresie
pierwszych 14 reszt tancucha peptydow A1 (z wyjatkiem Met-35 i grupy karboksy-
lowej konca-C, dla ktorych nikt nie wykazat udziatu w wigzaniu jonu miedziowego). W
zwigzku z tym, podstawowym modelem badawczym dla oddzialywania miedzi (a takze
cynku, zelaza i innych jonow metali o znaczeniu biologicznym) stat si¢ pep-tyd Af1.16
[35]. Jego kolosalng zaletg jest dobra rozpuszczalno$¢ (mM) w szerokim zakresie pH i
zachowanie stanu monomerycznego, co umozliwia wykonywanie doktadnych badan
fizykochemicznych. Dla dtuzszych form jest to utrudnione. Peptyd Api.4 agreguje
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w stezeniach powyzej 10-15 uM [36]. Krytyczne st¢zenie agregacyjne dla peptydu
Ap1.42, wedtug najnowszych badan, jest bardzo niskie i wynosi okoto 90 nM [37].
W wyniku licznych badan wielu grup badawczych, uksztatto-wat si¢ konsensus,
wedlug ktorego w pH 7,4, powszechnie uznanym za zblizone do warunkow
fizjologicznych, peptyd ApBi-16 tworzy dwa typy kompleksow pozostajacych
w dynamicznej rownowadze [38, 39]. Sa one przedstawione na Rysunku 2A i 2B.
Wypadkowa stata wigzania dla tych komplekséw peptydu Ap1-16 w pH 7,4 zostala
wyznaczona za pomoca spektroskopii fluorescencyjnej, jako 1,1 x 101 m? [40,
41], a dla peptydu ApBi-a0 — jako 2,7 x 107" M = [40]. Natomiast za wlasciwosci
redoks, w tym za generowanie przez par¢ Cu(I)/Cu(Il) rodnikéw hydroksylowych
stanowigce podstawe koncepcji wigzacej miedz z AD, odpowiedzialna jest — jak sig¢
uwaza — struktura przedstawiona na Rysunku 2C, ktérej wktad do stanu rownowagi
w pH 7,4 nie przekracza 0,1% [42].

Rysunek 2. Struktury komponentu I (A), komponentu II (B) i formy aktywnej redoksowo (C) kompleksow
Cu(ll) z peptydami ABy.16 | AB140 (na podstawie [38, 39, 42]). Hisy i Hisy oznaczaja kazda
kombi-nacj¢ His6, His13 i His14

Figure 2. Structures of Component | (A), Component Il (B) and the redox active form (C) of Cu(ll) com-
plexes with AB1.16 and ApB1-40 peptides (based upon [38, 39, 42]). Hisx and Hisy denote any
combi-nation of His6, Hisl3 and His14

Stata wigzania na poziomie 100 m* wydaje si¢ do$¢ niska, jak dla uktadu
biolo-gicznego, w ktorym obficie wystepujg biatka wigzace jony Cu(Il) o wiele
silniej, np. albumina osocza krwi cztowieka (ang. human serum albumin, HSA),
ktora wiaze jon miedziowy w pH osocza krwi (7,4) ze stala “K74 = 10 M [43].
Dla metalotio-neiny MT3 stala wiazania jondw Cu(I) szacuje si¢ na 10 M [44].
Ponadto wyka-zano, ze zaréwno albumina, jak i metalotioneina MT3, biatka
wigzace jony miedzi w przestrzeniach pozakomorkowych, sg w stanie przejaé jony
Cu(Il) z kompleksow peptydow Api.x catkowicie i btyskawicznie [45, 46]. Te dane
podaja w watpliwo$¢ mozliwosci oddziatywan peptydow Apfix z jonami
miedziowymi in vivo, zwlaszcza we wczesnych stadiach choroby, gdy biochemia
mozgu nie jest jeszcze zaburzona.
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3. KOMPLEKSY MIEDZIOWE PEPTYDOW Af4 x I ICH REAKTYWNOSC

Zapoznawszy si¢ z danymi analitycznymi dotyczacymi rodziny peptydow Ap,
przedstawionymi powyzej, uznaliSmy, ze wariant Afs.4y | Szerzej — rodzina peptydow
Aps.x — powinny wykazywac duze zdolnosci do wigzania jondw miedziowych. Jest tak
ze wzgledu na wystepowanie przy ich koncu-N sekwencji aminokwasowej Phe-Arg-
His, reprezentujacej znany w chemii bioniecorganicznej motyw strukturalny
ATCUN/NTS (z ang. Amino-terminal Cu, Ni binding motif/N-terminal Site, amino-
koncowy motyw wigzacy Cu, Ni / miejsce N-koncowe). Motyw ten, przedstawiony na
Rysunku 3, jest tworzony przez tripeptydowa sekwencje aminokwasows Xaa-Zaa-His,
gdzie reszta aminokwasowa Xaa zawiera niezmodyfikowang grupe aminowa,
a wigzanie peptydowe Xaa-Zaa zawiera odszczepialny atom wodoru przy azo-cie
peptydowym (czyli Zaa # Pro). Cztery atomy azotu: azot aminowy aminokwasu Xaa,
azot N-1 pierscienia imidazolowego His i azoty amidowe reszt Zaa i His tworza
kwadratowa strukture koordynacyjna wokot jonu Cu(ll) z odszczepieniem jondw
wodorowych (kompleks 4N). Struktura ta zostata udokumentowana za pomocg
rentgenografii [47, 48], EXAFS [48, 49] oraz w licznych badaniach spektroskopo-wych,
omowionych w pracach przegladowych [49-52]. Struktura ATCUN/NTS wiaze w
sposOb analogiczny inne jony metali. Struktury rentgenowskie sg dostepne dla jonow
Ni(Il) [53] oraz Pd(Il) i Au(Ill) [54]. Stale wigzania jonu Cu(Il) w moty-wie
ATCUN/NTS mieszcza sie w zakresie od 1,0 x 10 M™* dla HSA [43] do 3,2 x 10
M [56], a nawet 4,6 x 10" M [57]. Fakt, ze nawet najstabszy z tych ligandow, HSA,
jest w stanie usung¢ Cu(Il) z kompleksow z peptydami Af 1.x bez najmniejszego
problemu [45], jednocze$nie bedac biologicznym partnerem jonu Cu(Il) [58],
sugerowal, ze jesli jakie$ peptydy A beda oddziatywaé z jonami Cu(Il) w warunkach
biologicznych, to bgdg to raczej peptydy Afasx, a nie ABiy, czy inne peptydy skrocone,
ale nietworzace miejsc wigzania typu ATCUN/NTS.

HH
N
|
HN"NN—Cu-N i
S | NH{, 2
N +
HoN
H,\\I 0
Asp-Ser-Gly...

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

Badania oddziatywan Cu(Il) z peptydami Afs-x rozpocze¢lismy od wyznacze-
nia stechiometrii, statych wigzania i struktury komplekséw dla peptydu modelo-
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wego Apfs1e. Z zastosowaniem miareczkowan potencjometrycznych, ktorych
wyniki zostaly pozytywnie zweryfikowane za pomoca spektroskopii UV-vis, CD
i EPR, ustalili§my, ze pierwszy rownowaznik Cu(ll) tworzy w bardzo szerokim
zakresie pH kompleks 4N z motywem ATCUN/NTS (Phe-Arg-His). Stata trwatosci
dla tego kompleksu w pH 7,4 wynosi 3,0 x 102 M, czyli 3000 razy wigcej niz dla
kom-plekséw Ap1-x [59]. W bezposredniej reakcji wykazalismy, ze peptyd Af 4-16
pobiera jon Cu(ll) z kompleksu Ap1.16, podobnie jak HSA, czyli btyskawicznie
i catkowicie (reakcja zachodzita w czasie mieszania probki), zgodnie z gradientem
stalych wig-zania.

Wiasciwosci redoks kompleksu Cu[Afs.16] zbadaliSmy za pomocg metod wol-
tametrycznych, CV i DPV. Jon Cu(Il) zwigzany do sekwencji Phe-Arg-His nie zostal
zredukowany do Cu(I) w zakresie potencjatow dostepnym w roztworze wodnym, ale
zaobserwowano nieodwracalne elektrochemicznie utlenienie Cu(ll) do Cu(lll) przy
potencjale ok. 1,0 V. Proces ten naktadat si¢ na nieodwracalne utlenienie pierscie-nia
fenolowego do pochodnych chinonowych [59]. Nastepcze badania elektroche-miczne
skréconych i zmodyfikowanych peptydow, zawierajacych sekwencje Phe--Arg-His, ale
nie zawierajgcych reszty Tyr-10, wykazaly, ze w tej sytuacji para redoks Cu(I1)/Cu(11I)
jest elektrochemicznie odwracalna [60]. Oznacza to istnienie S$ciezki transferu
elektronéow miedzy kompleksem ATCUN/NTS i pierscieniem fenolowym reszty Tyr-
10. ZbadaliSmy rowniez tworzenie rodnikow hydroksylowych przez kompleksy
miedziowe peptydow Api1s, APasie, ABiaz | APasy, W obecnosci kwasu
askorbinowego, za pomoca testu APF [58]. Stwierdzilismy, ze przy stechiometrii 1:1
kompleksy peptydow Api11e | ABiar tworzag znaczne ilosci takich rodnikéw,
a kompleksy ABa.16, | ABs-42 sa pod tym wzgledem calkowicie nieaktywne. Peptyd Aps.
16 wigze rowniez drugi jon Cu(ll) sekwencyjnie, ze stala wigzania okoto 10° razy
mniejszg. Miejscem wigzania tego jonu jest para His13-Hisl4. Zgodnie z oczekiwa-
niami, tak zwigzany jon Cu(Il) jest aktywny redoksowo i obficie generuje rodniki
[59]. Natomiast dwa jony miedziowe zwigzane do peptydu APs-16 nie oddziatujg ze
sobg bezposrednio.

W nastepnym etapie badan sprawdziliémy, czy jon miedziowy zwigzany do
pep-tydow Apfsx jest mobilny, tzn. czy moze zosta¢ tatwo przekazany do innych
czgste-czek. Peptydy ApS wystepuja 1 przejawiaja swoje  wiasciwosci
neurotoksyczne przede wszystkim w przestrzeni pozakomoérkowej. W warunkach
fizjologicznych gtownym biatkiem wigzacym miedz w plynie mozgowo-
rdzeniowym (PMR) jest HSA. Jednak jej stezenie w PMR jest okolo 200 razy
nizsze niz w osoczu krwi [61, 62]. Ponadto lokalizacja synaptyczna HSA jest
bardzo hipotetyczna i powszechnie podawana w watpliwos¢. Jednym z gtownych
biatek wigzacych miedZz w przestrzeni synaptycznej jest metalotioneina-3 (MT3).
Wykazano, ze MT-3 chroni hodowle komoérkowe neuronéw przed toksycznoscia
miedziowych kompleksow peptydu Afi.40 [63]. Jak wspomniano powyzej, HSA
wigze jeden jon Cu(ll) ze stalg wigzania “K; 4 = 10> M [43], a MT-3 do 11 jondw
Cu(l) [44]. Zatem transfer miedzi od peptydu ApBsx do HSA bylby reakcja
dysocjacji/asocjacji, a  przeniesienie miedzi do MT-3 wymagaloby
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redukcji Cu(Il) do Cu(l), z tym jednak, ze MT-3 moze petni¢ w niej rowniez role
reduktora, z utworzeniem wewnatrzczasteczkowych mostkow disiarcz-kowych. Stata
wiazania jonéw Cu(l) do MT-3 jest szacowania na ok. 10'® M™ [44]. Jak wida¢,
przeniesienie Cu(ll) do HSA jest nieuprzywilejowane termodynamicznie,
i rzeczywiScie taka reakcja nie zachodzi. Natomiast przejscie miedzi od Afsx do MT-3
powinno by¢ mozliwe. Eksperymenty wykonane przez nas wykazaly, ze reak-cja ta nie
zachodzi jednak w warunkach nawet kilkugodzinnej inkubacji CuA-f4.16 Z Zn7MT-3
(fizjologiczng postacia MT-3), natomiast moze zosta¢ wymuszona przez
wspolinkubacje z niefizjologicznie wysokimi stezeniami askorbinianu [64]. W innego
rodzaju eksperymencie kompozycyjnym, polegajacym na dodaniu soli Cu(Il) do
roztworu zawierajgcego Apfs1s | Zn7MT-3 wykazaliSmy, Ze obie czgsteczki wigza
znaczace iloSci miedzi, a szybko ustalajacy si¢ stan pozornej réwnowagi pozostaje
stabilny, zgodnie z wynikami poprzednich eksperymentow. Natomiast drugi jon Cu(Il),
zwigzany do pary His13-His14 w Af,.16 z tatwoscia ulega reduk-cji i przejsciu do MT-
3, podobnie jak jon Cu(Il) z komplekséw CuA-f1.16 | CUAPS1.40 [64, 65]. EKSperymenty
dotyczace mozliwych mechanizméw redukcyjnego przej-Scia jonu Cu(Il) do kompleksu
Cu(l) z MT-3 byly kontynuowane, ze wzgledu na ich znaczenie dla fizjologii
i toksykologii peptydow Ap. Wykazalismy, ze przy dtugich, kilkugodzinnych
inkubacjach Cu(I)Aps.16 z Zn(11)7MT-3 w obecnosci reduktoréow tiolowych, reakcja
zachodzi czeSciowo dla GSH (zredukowanej formy glutationu), a catkowicie i duzo
szybciej (w skali minut) dla cysteiny, z utworzeniem kompleksu Cu(l)4Zn(I1)sMT-3
[66]. Wyniki tej czeSci badan mozna podsumowaé stwierdze-niem, ze kompleks
Cu(ll)ApBs.1s jest w duzej mierze odporny na dziatanie czynnikow wspomagajacych
transfer miedzi i, w zwiazku z tym, moze by¢ elementem alterna-tywnego szlaku
metabolizmu miedzi.

PBT2, pochodna hydroksychinoliny, dotarta do drugiej fazy badan klinicznych
w leczeniu choroby Alzheimera, ale te badania zakonczyly si¢ niepowodzeniem.
Postulowanym mechanizmem dziatania tej czasteczki byto wigzanie pozakomoérko-
wych jonéw miedziowych (w tym odbieranie ich z komplekséw z peptydami ApS
i przenoszenie ich do wnetrza neuronow). W jednej z poprzednich prac
wykazaliSmy stabosci tego mechanizmu w odniesieniu do peptydow Ap1-x [67].
Zamiast tworzy¢ hydrofobowe kompleksy o stechiometrii CuLp, zdolne do
przenoszenia jonu Cu(Il) przez btone komoérkowa, czasteczka 2-[(dimetyloamino)-
metylo-8-hydroksychi-noliny, bliskiego analogu zastrzezonej podéwczas czgsteczki
PBT2, preferencyjniec tworzyta kompleksy ternarne typu CulA, gdzie
A reprezentuje pierScien imidazo-lowy dowolnej reszty His peptydu ApBi-x.
W omawianych tu badaniach zastosowa-lismy analogiczne podej$cie do peptydu
Apa16. Wykazalismy, ze 2-[(dimetyloami-no)-metylo-8-hydroksychinolina moze
oddziatywa¢ z kompleksem ATCUN/NTS peptydu Aps-16. Co prawda stanem
koncowym reakcji jest kompleks ATCUN/NTS z resztami Phe-Arg-His, ale
przejsciowo tworza si¢ rowniez kompleksy mieszane typu CuLA, analogiczne do
Ap1.16, ktore generuja rodniki hydroksylowe w tescie APF [68].
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Zbadali$my takze trawienie peptydow ApB1.16 | AB1-40 przez neprylizyng, prote-
az¢ cynkowa wskazywang jako jeden z gléwnych enzyméw katabolizmu peptydoéw AR
w mozgu, a takze potencjalne zrodto peptydow Apfs.x [69, 70]. ZbadaliSmy row-niez
wpltyw jonéw Zn(II) i Cu(Il) na aktywno$¢ enzymu i dystrybucj¢ produktow hydrolizy.
Stwierdzili$my, ze nadmiar jonéw Cu(Il) i Zn(Il) hamuje enzym, z wartosciami K; = 1,0
i 20 uM [71]. Ustalilismy, ze w warunkach eksperymentoéw tworza si¢ peptydy
ATCUN/NTS Apsy, a takze Af1o, natomiast gtéwnym produktem tego typu jest
peptyd Afsq, ze wzgledu na bardzo szybka eliminacje dipeptydu Tyr-Glu (ABip-11)-
W obecnosci jonéw Cu(ll) istotnym produktem reakcji jest kompleks CuApfsg, ktory
przejmuje jon Cu(ll) od substratu reakcji, peptydu Afi. Tworzenie tego kompleksu
rowniez czgéciowo hamuje enzym. W kolejnej pracy opisalismy wihasciwosci
koordynacyjne peptydow Apfag, Afrias | APiz1s. WykazaliSmy, ze peptydy te,
zwlaszcza peptyd Apfsg, tworza kompleksy miedziowe jeszcze silniejsze i jeszcze
bardziej inertne pod wzglgdem wymiany jonu Cu(Il), niz dlugie peptydy
ABax. Dla peptydu ABsg °Kz4 = 1,5 x 10™ M™%, czyli jest 5 razy wyzsza niz dla
peptydu ABa-16 [72].

Wykazano uprzednio, ze peptydy Afsx (x = 40, 42) agreguja szybciej niz odpo-
wiednie peptydy A1« [73]. Wplyw wigzania Cu(Il) do tych peptydow na ich agre-
gacje nie byl dotad badany. Wstepne wyniki naszych badan, prowadzonych wedtug
analogicznej metodologii, potwierdzajg bardzo duzg zdolno$¢ do fibrylizacji peptydu
ApB4.40 W stosunku do peptydu ApBi-49, ale wskazujg na czeSciowe znoszenie tego efektu
przez jon Cu(Il). Ponadto fibryle tworzone w obecnosci jonu Cu(Il) maja zmieniona
morfologie. Podobne réznicowe efekty otrzymujemy w badaniach oddziatywan tych
peptydow z modelowa blong biologiczna, z zastosowaniem uktadu do pomiaru
przenoszenia tadunku przez btone [74].

UWAGI KONCOWE

Nasze wyniki otworzyly nowy rozdziat w dziedzinie badan chemii i mechani-
zmow toksycznosci peptydow ApB. WykazaliSmy, ze peptydy Afsx moga by¢ pierw-
szoplanowymi czynnikami wigzacymi miedz w pozakomoérkowych przestrzeniach
mozgu, zdolnymi do btyskawicznego przejmowania miedzi od dotychczas badanych
peptydow Api.x. Kompleksy Cu(Il) peptydow Apfa.x sa bardzo odporne na utlenianie
i redukcje, powoli i niechetnie oddaja jon miedziowy innym czasteczkom i nie pro-
dukuja reaktywnych form tlenu. W zwiazku z tymi wlasciwosciami, zaproponowa-
lismy role fizjologiczna dla peptydu Aps42 jako czasteczki oczyszczajacej szczeling
synaptyczng z jonow Cu® i tym samym zapewniajacej prawidtowa neurotransmisje [59,
64, 66]. Funkcje te jednak mozna tatwo zaburzy¢ przez niewlasciwa interwen-cj¢
farmakologiczng [68]. Wyniki badan wptywu jondéw miedziowych na agregacje i
oddziatywania z blong peptydu Aps.40 sugeruja, ze miedz moze hamowac toksycz-no$¢
peptydow Apax, co dodatkowo potwierdza nasza koncepcj¢. Badania hydrolizy
peptydow ApS i wlasciwosci jej produktow ujawnity mozliwosc istotnej roli krotkich
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fragmentow w fizjologii miedzi w moézgu [71, 72]. Nasze hipotezy oczekujg na

wery-fikacje w rozpoczetych juz obecnie badaniach biologicznych.
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