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Modelowanie molekularne białka β-amyloidu ze szczególnym uwzględnieniem jego roli

w rodnikowych procesach redox towarzyszących chorobie Alzheimera

I. Zarys stanu wiedzy dotyczącej molekularnych przyczyn choroby Alzheimera i

roli białka β-amyloidu w jej patogenezie.

Choroba Alzheimera (AD, Alzheimer’s disease) jest jednym z głównych powodów

demencji starczej. Ocenia się, że u około piętnastu procent osób powyżej sześćdziesiątego

piątego roku życia, które cierpią z powodu demencji, około połowa przypadków

chorobowych jest związana z AD. Przy czym, ogólny procent przypadków demencji podwaja

się wraz z wiekiem mniej więcej co dwadzieścia lat.1

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, kluczowym dla patogenezy AD jest powstawanie

i pozakomórkowa agregacja białka β-amyloidu (βAP)2 (polipeptydu o masie rzędu 4-4,5

kDa3) której towarzyszy podwyższona ilość βAP obserwowana we wszystkich

dziedziczonych formach choroby. Agregacja βAP w rejonach mózgu szczególnie podatnych

na procesy neurodegeneracyjne jest jednym z podstawowych kryteriów diagnostycznych tej

choroby. Przeważająca liczba badań wskazujących na fakt, że βAP jest toksyczny wobec

neuronów i klonowanych kultur linii komórkowych,4-6 prowadzi do szeroko podzielanego

przekonania o szczególnej roli βAP w patogenezie AD.7

Sekwencje i konformacje fragmentów βAP obecne w patogenezie AD: Peptyd βAP1-42

(sekwencja w kodzie jednoliterowym: DAEFRH6DSGYEVH13H14QKLVFFAEDVG25SNKG-

A30IIGLM35VGGV39V40IA42) został zidentyfikowany jako główny składnik złogów podczas

gdy fragment βAP1-40 jest główną sekwencją cyrkulującą w płynie mózgowo-rdzeniowym.8,9

Inne fragmenty sekwencji βAP25-35 oraz βAP31-35, dla których stwierdzono zdolności do

tworzenia wolnych rodników/ROS i/lub neurotoksyczność in vitro,10 okazały się być mniej

znaczące in vivo. Badania strukturalne βAP1-40 i βAP1-42 w układach micelarnych metodą

2D-NMR/MD,11,12 pokazały, że rodzimy βAP pomiędzy resztami aminokwasowymi 1-14 i

37-40(42) ma strukturę nieuporządkowaną, posiada też dwa odcinki α-helikalne 15-24 i 28-36

rozdzielone przez zagięcie około reszt 25-27.11,13 Stwierdzono ponadto, że utlenienie Met35 do

sulfotlenku w βAP1-40 zaburza strukturę C-końcowej helisy.14  Podobne badania strukturalne

wykonane dla N-końcowego fragmentu peptydu βAP1-28 w rozcieńczonym roztworze

wodnym (<300 µM, pH 5.6)15 pokazały kompletny brak helikalności, która pojawia się

dopiero po przejściu do innych rozpuszczalników.16-18 Co wielce znamienne, wprowadzenie

kationów Cu2+ i Zn2+ do ujemnie naładowanego środowiska lipidowego indukuje w βAP1-28
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i βAP1-42 zmiany konformacyjne od β-kartki do α-helisy, którym towarzyszą

oligomeryzacja peptydu i pojawienie  się zdolności do przenikania przez membrany.19

Postulowane przyczyny neurotoksyczności βAP: (i) oddziaływanie z receptorami

powierzchniowymi komórek20 lub substancją P receptora NK-121 (ii) uszkodzenie membran

komórkowych22,23 i/lub tworzenie kanałów jonowych,24,25 związane z tym (iii) naruszenie

homeostazy jonowej komórki,6,26 (iv) tworzenie wolnych rodników (FR, free radicals) i/lub

reaktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen species27), prowadzące do utleniania lipidów i

białek.10 20,26,28-39Ta ostatnia hipoteza wydaje się być bardzo racjonalna gdyż mózg chorego

na AD charakteryzuje się rozległym stresem oksydacyjnym.7,34,40-44 Jakkolwiek nie

opracowano jeszcze szczegółowego mechanizmu chemicznego zależnego od βAP

powstawania wolnych rodników i reaktywnych form tlenu,28 to przedstawiono dowody na

„spontaniczne" utlenianie i fragmentację βAP1-40 roztworze buforowym z jednoczesnym

powstawaniem wolnych rodników.30 W istocie, zależne od βAP powstawanie FR/ROS zostało

zidentyfikowane jako potencjalnie znacząca droga patologii AD gdyż, przynajmniej

częściowo, neurotoksyczność βAP wydaje się korelować ze zdolnością βAP do redukcji CuII i

tworzenia FR.35 Ostatnio odkryto silną tendencję rodzimego βAP do redukcji

kompleksowanej przez peptyd CuII.35 Co ważne, ani skrócona na C-końcu sekwencja βAP1-

28, ani skrócona na N-końcu sekwencja βAP25-35 nie redukują CuII. Dane te zinterpretowano

postulując, że CuII jest związana przez reszty His na N-końcu peptydu podczas gdy elektron

redukujący CuII pochodzi z C-końcowej reszty Met.35,45,46 Zgodny z tą interpretacją jest brak

redukcji CuII przez βAP1-42 podstawiony w pozycji 35 sulfotlenkiem metioniny (MetO) lub

Nle.35

Różnica pomiędzy 55.05.00
/ −=APCu IIIE

β
V46 a potencjałem anodowym utleniania Met

~1.5 V47 wynosi około 1.0 V. W normalnych warunkach powinno to zapewnić przesunięcie

równowagi reakcji 1 w lewą stronę.

k1

MetS + CuII MetS•+ + CuI (1)
k-1

Z drugiej jednak strony, obydwa produkty reakcji, MetS•+ i CuI, mogą być wydajnie usuwane

z równowagi 1. W rezultacie równowaga 1 może być przesunięta w prawo, podobnie jak to

ma miejsce np. podczas utleniania p-ksylenu przez CeIV gdzie takie niekorzystne

termodynamicznie przeniesienia elektronu napędzane jest przez następującą po nim silnie

egzoenergetyczną reakcję deprotonacji prowadzącą do rodnika 4-metylobenzylowego.48
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Zależne od obecności O2 powstawanie H2O2 podczas inkubacji βAP1-4246 sugeruje że CuI

jest usuwane z równowagi 1, najprawdopodobniej przez tworzenie kompleksów

CuII/ponadtlenkowych (reakcja 2), które są znanymi produktami pośrednimi w wielu

reakcjach CuI/O2.49-53

k2

CuI + O2 CuII…O2
•- (2)

k-2
Istnieje wiele przyczyn które mogą wpływać na równowagę 1 wspierając powstawanie

MetS•+. W ogólności procesy redox w tioeterach organicznych przebiegają z udziałem grup

sąsiadujących kinetycznie i termodynamicznie stabilizujących kationorodnik tioeterowy (jak

np. MetS•+) poprzez tworzenie kompleksów typu kationorodnik–nukleofil.54-57 Można to

przedstawić ogólną reakcją 3, w której X reprezentuje heteroatomy S, Se, Te, O, N, P, Cl, Br,

i I (L = ligand organiczny, m = 0-2; n = 0,1).

k3

 R2S+• + (LmX)n- [R2S-XLm](1-n)+   (3)
k-3

W przypadku Met i jej kationorodnika, MetS•+, takie oddziaływanie może obniżać potencjał

redukcji zwiększając k1 i odpowiednio zmniejszając k-1. Jedynym nukleofilem w

bezpośrednim otoczeniu Met35 w βAP jest wiązanie peptydowe. Ostatnio przedstawiliśmy

dowody eksperymentalne oddziaływania pomiędzy kationorodnikiem tioeterowym a

wiązaniem peptydowym podczas jedno-elektronowego utleniania Met w modelowym amidzie

N-acetylmetioniny,58 potwierdzające potencjalną rolę tego rodzaju mechanizm we

wspomaganiu utleniania Met w βAP. W kilku przypadkach pokazano, iż podobne wiązania

mogą promować jedno-elektronowe utlenianie związków modelowych,59 stąd przypuszczamy

że podobny mechanizm może towarzyszyć utlenianiu βAP.

 Opierając się na rezultatach badań w modelowych peptydach postawiliśmy hipotezę,

że jedno-elektronowe utlenianie Met35 w βAP jest ułatwiane przez efekt grupy sąsiadującej,

gdyż w α-helikalnym C-końcowym fragmencie βAP Ile31
 jest położona bardzo blisko Met35

A

i dzięki tworzeniu wiązania trójelektronowego (S∴O) może stabilizować powstający w

procesie jedno-elektronowego utleniania Met35
 kationorodnik Met(S•+).

Ponieważ, bezpośrednia detekcja eksperymentalna powstawania wiązania (S-O) w

βAP z użyciem czasowo-rodzielczej spektroskopii jest utrudniona ze względu na niewielką

rozpuszczalność peptydu, hipoteza ta została przez nas, przynajmniej częściowo,

                                                
A Średnia odległość S-O pomiędzy Met35 i Ile31-C=O w optymalizowanych strukturach, wynosząca ~3.6  Å,13

jest bliska sumie promieni van der Waalsa tych dwu atomów ~3.3 Å.68
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zweryfikowana z użyciem metod modelowania molekularnego. Modelowanie pokazało, że

dzięki specyficznym własnościom strukturalnym fragment βAP26-40, reprezentatywny dla

rodzimego βAP1-42, przejawia większą tendencję do tworzenia wiązania (S-O) pomiędzy

Ile31C=O i Met35 niż modelowe βAP26-36, βAP26-40(Ile31Pro), czy peptyd o odwróconej

sekwencji βAP40-26.60

II. Założenia projektu

Cel projektu: Celem proponowanego projektu jest zdefiniowanie parametrów odniesienia dla

eksperymentalnego badania procesu transferu elektronu Met35(S)→CuII - hipotetycznego

procesu inicjacji przemian rodnikowych w βAP. Wyniki modelowania w swoim założeniu

powinny być skonfrontowane z rezultatami planowanych eksperymentów radiolizy

impulsowej i EPR dla wybranych fragmentów βAP w obecności i braku kationów miedzi w

układzie. Modelowania winno obejmować charakteryzację centrów redox potencjalnego

donora elektronu tj. wewnątrzcząsteczkowego kompleksu βAP{Met35S…Ile31C=O} (A1) i

jego utlenionej formy βAP{(Met35(S•+)…Ile31C=O)} (A2), akceptora elektronu tj. CuII/CuI

kompleksowanej przez βAP w otoczeniu reszt aminokwasowych His13 i His14 (B1) lub His6

(B2) oraz zaproponowanie drogi transferu elektronu pomiędzy centrami redox.
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