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Modelowanie molekularne bialka 3-amyloidu ze szczegélnym uwzglednieniem jego roli

w rodnikowych procesach redox towarzyszgcych chorobie Alzheimera

I. Zarys stanu wiedzy dotyczacej molekularnych przyczyn choroby Alzheimera i
roli bialka $-amyloidu w jej patogenezie.

Choroba Alzheimera (AD, Alzheimer’s disease) jest jednym z gléwnych powodow
demencji starczej. Ocenia sig, ze u okoto pigtnastu procent osob powyzej szescdziesiatego
piatego roku zycia, ktére cierpia z powodu demencji, okolo potowa przypadkow
chorobowych jest zwigzana z AD. Przy czym, ogolny procent przypadkéw demencji podwaja
si¢ wraz z wiekiem mniej wigcej co dwadziescia lat.'

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, kluczowym dla patogenezy AD jest powstawanie
i pozakomorkowa agregacja biatka P-amyloidu (BAP)* (polipeptydu o masie rzedu 4-4,5
kDa’) ktorej towarzyszy podwyzszona ilo¢ PAP obserwowana we wszystkich
dziedziczonych formach choroby. Agregacja BAP w rejonach mézgu szczegdlnie podatnych
na procesy neurodegeneracyjne jest jednym z podstawowych kryteriow diagnostycznych tej
choroby. Przewazajaca liczba badah wskazujacych na fakt, ze BAP jest toksyczny wobec
neuronéw i klonowanych kultur linii komoérkowych,*® prowadzi do szeroko podzielanego
przekonania o szczegdlnej roli BAP w patogenezie AD.’

Sekwencje i konformacje fragmentow BAP obecne w patogenezie AD: Peptyd BAP1-42
(sekwencja w kodzie jednoliterowym: DAEFRH¢DSGYEVH,3H4QKLVFFAEDVG,sSNKG-
AsolIGLM;35VGGV39Va9lAgy) zostat zidentyfikowany jako gtowny sktadnik ztogow podczas
gdy fragment BAP1-40 jest glowna sekwencja cyrkulujaca w ptynie mézgowo-rdzeniowym.®’
Inne fragmenty sekwencji BAP25-35 oraz BAP31-35, dla ktorych stwierdzono zdolnosci do
tworzenia wolnych rodnikéw/ROS i/lub neurotoksycznos¢ in vitro,'" okazaly si¢ by¢ mniej
znaczace in vivo. Badania strukturalne BAP1-40 i BAP1-42 w uktadach micelarnych metoda
2D-NMR/MD,'"'* pokazaly, ze rodzimy PAP pomiedzy resztami aminokwasowymi 1-14 i
37-40(42) ma strukture nieuporzadkowana, posiada tez dwa odcinki a-helikalne 15-24 1 28-36
rozdzielone przez zagigcie okoto reszt 25-27.'""* Stwierdzono ponadto, ze utlenienie Metss do
sulfotlenku w BAP1-40 zaburza strukture C-koncowej helisy.'* Podobne badania strukturalne
wykonane dla N-koncowego fragmentu peptydu BAP1-28 w rozciefnczonym roztworze
wodnym (<300 puM, pH 5.6)"> pokazaly kompletny brak helikalnosci, ktora pojawia sie
dopiero po przejsciu do innych rozpuszezalnikow.'®'® Co wielce znamienne, wprowadzenie

kationéw Cu®" i Zn** do ujemnie natadowanego $rodowiska lipidowego indukuje w BAP1-28
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1 PAP1-42 zmiany konformacyjne od [-kartki do a-helisy, ktorym towarzysza

oligomeryzacja peptydu i pojawienie si¢ zdolnosci do przenikania przez membrany. "
Postulowane przyczyny neurotoksycznosci PBAP: (i) oddziatywanie z receptorami

powierzchniowymi komorek™ lub substancja P receptora NK-1?! (ii) uszkodzenie membran

. 22,23 24,25
komoérkowych™ h,”™

i/lub tworzenie kanatow jonowyc zwiazane z tym (iil) naruszenie
homeostazy jonowej komorki,**® (iv) tworzenie wolnych rodnikow (FR, free radicals) i/lub
reaktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen species’’ ), prowadzace do utleniania lipidow i
biatek.'® 2°262*3%Tq ostatnia hipoteza wydaje sie by¢ bardzo racjonalna gdyz mézg chorego

7,34,40-44 . .
= Jakkolwiek nie

na AD charakteryzuje si¢ rozleglym stresem oksydacyjnym.
opracowano jeszcze szczegdlowego mechanizmu chemicznego zaleznego od BAP
powstawania wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu,”® to przedstawiono dowody na

.spontaniczne" utlenianie i fragmentacje BAP1-40 roztworze buforowym z jednoczesnym

powstawaniem wolnych rodnikow.*® W istocie, zalezne od BAP powstawanie FR/ROS zostato

zidentyfikowane jako potencjalnie znaczaca droga patologii AD gdyz, przynajmniej

cze$ciowo, neurotoksycznoéé BAP wydaije si¢ korelowaé ze zdolnoscia BAP do redukcii Cu" i

tworzenia FR.” Ostatnio odkryto silng tendencje rodzimego PBAP do redukeiji
kompleksowanej przez peptyd Cu".*> Co wazne, ani skrocona na C-koncu sekwencja BAP1-
28, ani skrocona na N-koncu sekwencja BAP25-35 nie redukuja Cu". Dane te zinterpretowano
postulujac, ze Cu" jest zwiazana przez reszty His na N-koncu peptydu podczas gdy elektron

redukujacy Cu" pochodzi z C-koncowej reszty Met.*>**4°

Zgodny z ta interpretacja jest brak
redukcji Cu" przez BAP1-42 podstawiony w pozycji 35 sulfotlenkiem metioniny (MetO) lub

Nle.”

Roéznica pomigdzy Egu,/,,ﬁ » =0.5-0.55 V* a potencjatem anodowym utleniania Met

~1.5 V¥ wynosi okoto 1.0 V. W normalnych warunkach powinno to zapewni¢ przesunigcie
rownowagi reakcji 1 w lewa strong.
ki

MetS + Cu" = MetS" + Cd (1)
k.

Z drugiej jednak strony, obydwa produkty reakcji, MetS*" i Cu', moga by¢ wydajnie usuwane
z rownowagi 1. W rezultacie rOwnowaga 1 moze by¢ przesuni¢ta w prawo, podobnie jak to
ma miejsce np. podczas utleniania p-ksylenu przez Ce'' gdzie takie niekorzystne
termodynamicznie przeniesienia elektronu napgdzane jest przez nastgpujaca po nim silnie

egzoenergetyczng reakcje deprotonacji prowadzaca do rodnika 4-metylobenzylowego.*
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Zalezne od obecnosci O, powstawanie H,O, podczas inkubacji BAP1-42* sugeruje ze Cu'
jest usuwane z rownowagi 1, najprawdopodobniej przez tworzenie kompleksow
Cu"/ponadtlenkowych (reakcja 2), ktére sa znanymi produktami posrednimi w wielu
reakcjach CuI/Oz.49'53

ks
Cu' + 0, = Ccu'...0,” )
ko
Istnieje wiele przyczyn ktore moga wpltywaé na roéwnowage 1 wspierajac powstawanie

MetS*". W ogdlnosci procesy redox w tioeterach organicznych przebiegaja z udziatem grup
sasiadujacych kinetycznie i1 termodynamicznie stabilizujacych kationorodnik tioeterowy (jak
np. MetS"") poprzez tworzenie komplekséw typu kationorodnik—nukleofil.>*>’ Mozna to
przedstawi¢ ogolna reakcja 3, w ktorej X reprezentuje heteroatomy S, Se, Te, O, N, P, Cl, Br,
1I (L =ligand organiczny, m = 0-2; n =0,1).

ks
R,S™ + (LnX)™ = [RS-XLp ] ™" (3)
ks
W przypadku Met i jej kationorodnika, MetS*", takie oddziatywanie moze obniza¢ potencjat

redukcji zwigkszajac k; 1 odpowiednio zmniejszajac k. Jedynym nukleofilem w
bezposrednim otoczeniu Metzs w BAP jest wiazanie peptydowe. Ostatnio przedstawiliSmy
dowody eksperymentalne oddzialywania pomigdzy kationorodnikiem tioeterowym a
wiazaniem peptydowym podczas jedno-elektronowego utleniania Met w modelowym amidzie
N-acetylmetioniny,™ potwierdzajace potencjalna role tego rodzaju mechanizm we
wspomaganiu utleniania Met w BAP. W kilku przypadkach pokazano, iz podobne wiazania
moga promowaé jedno-elektronowe utlenianie zwiazkéw modelowych,” stad przypuszczamy
ze podobny mechanizm moze towarzyszy¢ utlenianiu BAP.

Opierajac si¢ na rezultatach badan w modelowych peptydach postawiliSmy hipotezg,
ze jedno-elektronowe utlenianie Metss w BAP jest ulatwiane przez efekt grupy sasiadujace;,
gdyz w a-helikalnym C-koncowym fragmencie BAP Iles; jest potozona bardzo blisko Metss™
1 dzigki tworzeniu wigzania trdjelektronowego (S..O) moze stabilizowaé powstajacy w
procesie jedno-elektronowego utleniania Metss kationorodnik Met(S™").

Poniewaz, bezposrednia detekcja eksperymentalna powstawania wigzania (S-O) w
BAP z uzyciem czasowo-rodzielczej spektroskopii jest utrudniona ze wzgledu na niewielka

rozpuszczalno$¢ peptydu, hipoteza ta zostala przez nas, przynajmniej czgsciowo,

A Srednia odlegto$é S-O pomiedzy Met;s i Iles;-C=0 w optymalizowanych strukturach, wynoszaca ~3.6 A,"
jest bliska sumie promieni van der Waalsa tych dwu atoméw ~3.3 A,
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zweryfikowana z uzyciem metod modelowania molekularnego. Modelowanie pokazato, ze
dzigki specyficznym wiasnosciom strukturalnym fragment BAP26-40, reprezentatywny dla
rodzimego BAP1-42, przejawia wigksza tendencje do tworzenia wiazania (S-O) pomigdzy
Ile;;C=0 1 Metss niz modelowe BAP26-36, BAP26-40(Ile;;Pro), czy peptyd o odwroconej
sekwencji BAP40-26.%

I1. Zalozenia projektu

Cel projektu: Celem proponowanego projektu jest zdefiniowanie parametrow odniesienia dla
eksperymentalnego badania procesu transferu elektronu Metss(S)—>Cu - hipotetycznego
procesu inicjacji przemian rodnikowych w BAP. Wyniki modelowania w swoim zatozeniu
powinny by¢ skonfrontowane z rezultatami planowanych eksperymentéow radiolizy
impulsowej 1 EPR dla wybranych fragmentow BAP w obecnosci i1 braku kationdw miedzi w
uktadzie. Modelowania winno obejmowac¢ charakteryzacj¢ centrow redox potencjalnego
donora elektronu tj. wewnatrzczasteczkowego kompleksu BAP{Mets;sS Ile;;C=0} (Al) i
jego utlenionej formy BAP{(Metss(S*")Ile;;C=0)} (A2), akceptora elektronu tj. Cu"/Cu'
kompleksowanej przez BAP w otoczeniu reszt aminokwasowych His;; 1 Hisj4 (B1) lub Hise

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