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PROTEAZY ASPARTYLOWE W CHOROBIE ALZHEIMERA

Barbara NAWROT

Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN, t06dz

Choroba Alzheimera (Alzheimer’'s diseaséAD) to zespét zaburZeneurodegeneracyjnych
mdbzgu prowadey do demencji. Schorzenie to statystycznie dotykalziewiata osole po 80-
tym roku zycia, a wedlug ocen ekspertow do roku 2025 na calwiecie kgdzie 22 min
chorych! Problem jest tym bardziej istotnye stale powiksza s liczba ludnéci na Ziemi i
wydtuza sk sredni czaszycia cztowieka. Konsekwengjest wzrost populacji ludzi starych - a
podeszty wiek stanowi najakszy czynnik ryzyka wysgpienia tej choroby.

AD towarzysa patologiczne zmiany w moézgu, prowade do neurodegeneracji i powstania
tzw. splotow neurofibrylarnych (ang. neurofibrillary tangles NFT) orazptytek starczych
(ang. senile plaqués Sploty NFT utworzoneasz prawo- lub lewosktnych, podwdjnych,
helikalnych filamentéw (angpaired helical filamentsPHF), skfadajcych s¢ z ubikwityny,
triady biatek neurofilamentow, peptydéw beta-amgtniych oraz hiperfosforylowanego biatka
tau, naléacego do tzw. bialek MAP (angnicrotubule-associated protei’s Plytki starcze,
zwane te blaszkami lub ztogami amyloidowymi, posiadaj rdzex zbudowany zZ3-
amyloidu, dystroficznych neurytow oraz komorek astro- krogleju. Generalnie, nazwg
amyloid okresla grug peptydéw i biatek, zwykle glikozylowanych, charaktzupcych sg
wspolnym motywem strukturalnym, zawieseym struktury B-fatdowe réwnolegte albo
prostopadte do osi widkien. Blaszki amyloidowe segkodliwy wptyw na neurony, powodigj
ich uszkodzenie na drodze niew§joonych do dz mechanizméw. Uwea sk, ze na skutek
akumulacji blaszek amyloidowych zostaje zaburzodavnowaga jonowa w komdrkach
nerwowych, co prowadzi m.in. do uszkodzenia przeagoth sygnatu nerwowego i zmienionej
aktywnaci kanatow wapniowych w synapsach. Zioftamyloidu mog tez powodowa
uszkodzenia mitochondriow oraz uwalnianie wolnyoknikow. Efektem tych proceséw jest
niszczenie i obumieranie komérek nerwowych. Procaésgradacji pogbia reakcja zapalna
organizmu wywotana przez obecne w mézgu komérkragjleju i astrocyty’.

Molekularne podtoze choroby Alzheimera(formy rodzinnej) zwqzane jest z mutacjami w

trzech genach. Pierwszym z nich jgeh APP(ang.Amyloid Precursor Protein znajdujcy sk
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na chromosomie 21, kodigly biatko prekursorowe amyloidu. W wyniku kilku gdisvych drog
skltadania (angalternative splicing mRNA biatka APP tworgce s¢ matryce translacyjne
zawieraj od 16 do 18 eksonowragmenty eksondéw 16 i 17 kodigekwengj B-amyloidu. APP
jest biatkiem transbtonowym obecnym wekszaci organelli komorkowych. Jedna z drog jego
proteolizy prowadzi do powstawania szkodliwe@@myloidu, gromadcego st w ptytkach
starczych. Mutacje w genie APR adpowiedzialne za niewielki odsetek rodzinnychtaoisAD

0 p&nym pocatku.

Wczesne aipienie starcze (<40 rokuaycia) obserwowane u 0sOb zespotem Downa
ktGrego przyczya jesttrisomia chromosomu 21 spowodowane jest nadmigrekspresj tego
biatka. Wkksza¢ rodzin obczonych AD o wczesnym pogtku (<30 roku zycia) jest
nosicielami mutacji w dwoch kolejnych genaphesenilinie 1 i presenilinie 2(PS1 i PS2). Do
chwili obecnej zidentyfikowano ponad 10&ngch mutacji w genach PS1 i PS2. Pod koniec lat
dziewicédziesitych w genie PS1 wykryto pierwsmutacg nazywar polsks.* Ostatnie badania
dotyczce wpltywu mutacji w genach presenilin odpowiedzrain za wczesne przypadki AD
doprowadzity do wykrycia dwoch nowych mutacji patdkw genie PS1 oraz jednej w genie
PS2? Preseniliny s duzymi biatkami obecnymi w blonach siateczkbdplazmatycznej i aparatu
Golgiego. Zaangawane § w transport transbtonowy oraz w hydrelibiatka APP (jako
sktadnikiy—sekretazy).

Ze sporadycznymi lub géymi przypadkami rodzinnej choroby Alzheimeraaxé sk
polimorfizm genuapolipoproteiny (ApoE), ktéregolocus znajduje si na chromosomie 19.
Stwierdzono,ze czstas¢ wyskpowania alleluapoE4 (&4) u pacjentéw ze sporadyecgiforma
AD jest znacznie wisza, nk u pacjentow z dziedzicarchoroly AD. Stwierdzonoze izoforma
biatka ApoE4 €4) mae stanowé ,patologiczny chaperori wspomagajcy tworzenie
trzeciorzdowej strukturyf-amyloidu, uczestniezego w formowaniu ztogéw amyloidowych
(przewaga struktur-fatdowej nada-helikalm). Druga hipoteza zaktadze 3-amyloid stanowi
dla biatkag4 tzw. ,escort proteify tzn. jest fenotypowym markerem pierwotnej rai

Kolejnym genem ryzyka, wywiergym wpltyw na rozwoj AD, jest gen kodigy enzym
zaliczany dometaloendopeptydaz rozktadagcych insuling (ang.insulin-degrading enzyme
IDE) oraz inne mate peptydy. Biatko IDE bierze wdzv degradacjp-amyloidu wydzielanego
do przestrzeni mdzykomorkowej. Zaburzenia roéwnowagi tworzenaamyloidu i jego
usuwania na drodze degradagjicgynnikiem ryzyka wysgpienia AD.

W patogenezie choroby Alzheimera giGwmole odgrywa biatko prekursorowe beta-
amyloidu APP.Proteoliza biatka APP zachodzi na jednej z dwoch atigvych drog (wedtug

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

sekretazy, 2 na drodz:
amyloidogennej udziat biarf3- i y-
sekretaza.

Cytoplazma

Droga nieamyloidogenna

W pierwszej z tych drogekretazaa
hydrolizuje tacuch polipeptydow
APP pomé¢dzy Lys687 i Leu688, \
wyniku czego powstaje rozpusz-
czalny peptyd-APPs, oraz zwzany

z btom peptyd C83 o masie 8O
kDa. Peptyd C83 jest dal
srodbtonowo hydrolizowany przeg
sekretaz dapc nietoksycznepeptydy
P3 i P7 (CTh Jest to drog
dominupca; 90 % biatka prekur-
sorowego beta-amyloidu jest hydroli-
zowane przemn-sekretaz.

ooH  Drogaamyloidogenna

o -sekretaza
[}

Na drodze amyloidogennej biatko APP hydrolizowamst jza pomac sekretazy 3
pomigdzy aminokwasami Met671 i Asp672. Produktem tejrblmy jest rozpuszczalne biatko
B-APPs, oraz zakotwiczony w btonie peptyd C99 o madki-12 kDa. Ten ostatni jest dalej
hydrolizowany za pomacsekretazyy, dapc w efekcie pepty@-amyloidowy o masie ~4 kDa
oraz produkt CTF.

Czasteczki A3 sa w wickszaici peptydami o diugai 39 i 40 aminokwasow (B39, AB40),
ale powstaje tale pewna pula peptydu zawieeggo 42 aminokwasy (@42). AB42 jest
bardziej hydrofobowy i krétsze peptydy, co determinuje jegcaek@ze zdolnéci do tworzenia
agregatow (ztogow) - gtéwnych sktadnikow ptytekrsigch.

Powigzanie przyczyn AD z proteolizAPP pozwolito na pociku lat dziewgcdziesitych
sformutowa hipoteze kaskady amyloidowej®’ wedtug ktérej ztogi amyloidowe powstag w
mdzgu powoduy najwczdniejsze i krytyczne zmiany istotne dla rozwoju ator Alzheimera.
Kilka lat p&niej sformutowandhipoteze starzenia sé biatek w AD,® wedtug ktérej peptyd B
odgrywa gtébwa role w genezie AD, jednak o jego toksyczoo decyduj zmiany
konformacyjne zachodeze w tacuchu (spontaniczna, chemiczna modyfikacja reszt
asparaginianowych zachada w rozpuszczalnej formie (). Zatem wedlug obu hipotez

obecnd¢ beta-amyloidu ma decydigy wptyw na rozwoj AD.
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Charakterystyka proteaz biatka APP

Proteoliza biatka APP na drodze nieamyloidogenregghedzi pod wplywema- i y-
sekretazy a-Sekretazajest metaloproteinaz dezintegryny zalezna od jonow cynku. Jest to
najprawdopodobniej biatko TACE [ADAM17 lub ADAM10R)ktywnos¢ proteolityczna tego
enzymu znacznie wzrasta w obeériaktywatoréw kinazy biatkowej C (PKC), takich jaktry
forbolu. Aktywacja receptoréw PKC nie prowadzt do zwkkszenia stopnia hydrolizy APP w
miejscu a i obnizenia proteolizy w miejscuB. Badania przeprowadzone na myszach
pozbawionych genu TACE wykazaty catkowity zanikyakmosci a-sekretazy w proteolitycznej
hydrolizie biatka APP. Tak genetycznie zmienione smy nie daywaly narodzin, co
wskazywatoby na istotnrole biatka TACE w metabolizmie komoérki i, co bardzisfotne,ze
TACE nie mae stanowd terapeutycznego celu w projektowaniu lekdw prz&oivD.

y-Sekretazajest to transbtonowy kompleks biatkowy o aktyweigproteazy aspartylowe;j
katalizupcy proteoliz biatka APP wewsgirz btony reticulum endoplazmatyczneg@ER) i
aparatu Golgiego. Kompleks ten sklada i heterodimeréw presenilin 1 i 2 (PS1 i PS2),
odpowiedzialnych za aktywié proteolityczm APP, glikozylowanej formy nikastryny (ang.
nicastrin NCT), bioncej udziat w tworzeniu aktywnego kompleksu, oraatdd Aph-1a/Aph-1b
i Pen-2, ktére prawdopodobnie stabilizwgaty kompleks i biar udziat w tworzeniu aktywne;j
formy presenilin (heterodimeréw).

Biatka PS1 i PS2 maj bardzo zbliona topologk; ,przecinap” wielokrotnie btorg
komoérkows. Posiadaj 8 domen transmembranowych gr#onych gtlami wystajcymi do
przestrzeni wewdtrz- i zewrgtrzkomorkowej. Presenilinyasproteazami katalizagymi reakcg
wewngtrz bton (I-CliPs, angintramembrane-cleaving protea3e Prowadz proteoliz kilku
réznych bialek transblonowych: APP, receptora Notatgeptora Erb-B4 i E-kadheryny.
Fragment CTF biatka PS1 tworzy kompleksy z kalseauihi orazp-kateninami. Kalsenilinyas
neuronalnymi biatkami vgizacymi jony wapnia, degradowanymi przez kaspazy. @#me
poziomu kalsenilin meze prowadz do zaburzé transdukcji sygnatu z udziatem jonéw Ca
Mnogas¢ funkcji jakie spetniag preseniliny raczej wyklucza zastosowanie skutegane
inhibitora aktywndci y-sekretazy — zwizku o potencjalnych wiaiwosciach terapeutycznych -
nie wywotupcego skutkow ubocznych.

W 1999 r. metodami biologii molekularnej zidentyfikano gen biatka o aktywso 3-
sekretazyB-Sekretaza jest proteag aspartylowa Asp 2, zwan takze biatkiem BACEL1L (ang.
[Bsite APP Cleaving Enzyhiib memapsyn2.*? Biatko to wykazuje okoto 30 % homolagk
biatkami rodziny pepsyn. Zidentyfikowano tak biatko BACE2 (memapsyna l, Aspl)
posiadajce 64 % homologi z biatkiem BACE (nazywanym teraz BACE1L). Oba tailka
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stanowd, nowg grupe transbtonowych proteaz aspartylowythViadomo ju, ze biatko BACE2
w przeciwieistwie do biatka BACE1 nie odgrywa zasadniczej wlprocesie generowanpa

amyloidu. Drzewo rodziny proteaz aspartylowych paee jest na schemacie.

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

Biatko BACE jest przede wszystkim obecne w btonathczajcych takie organelle jak
aparat Golgiego czy endosomy, aleamby zlokalizowane take w btonie cytoplazmatyczne;.
BACE sktada s z 501 aminokwaséw; na N-kou znajduje € 21 aminokwasowy peptyd
sygnatowy oraz pomdzy aminokwasami 22-45 sekwencja propeptydu.swietle organelli
komorkowych pozostaje region paogdzy aminokwasami 46 i 460. B& C-kaca
Zlokalizowana jest domena transbtonowa, utrzyowmj biatkko w membranie (poruzy
aminokwasami 461-478), za k#Opozostaje 24-aminokwasowy ogon cytoplazmatyczny. W
obrebie regionu pozostagego wsiwietle organelli BACE posiada dwa miejsca aktywzeyarte
w sekwencjach aminokwasowych 93-96 i 289-292. Regie zawieraj aminokwasy o silnie
konserwatywnej sekwencji charakterystycznej dlagap aspartylowych: kwas asparaginowy,
glicyne i seryre lub treonir.

BACE charakteryzuje i wiasciwosciami typowymi dla bialek z rodziny proteaz
aspartylowych. Proteazy te hydrolizujviazanie peptydowe z wykorzystaniem dwoch reszt
asparaginianu, przy czym jedna z nich must lzjonizowana. Kwasowo-zasadowa funkcja
katalityczna reszt Asp polega na tyme, aktywuj one znajdujca Sie migdzy nimi casteczk
wody i dziataj jak akceptory i donory protonéw. Schemat reakajakzowanej przeztrodzire
proteaz aspartylowych przedstawiony jest pepi
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Udane proby wykrystalizowania biatka BACE w kompik z inhibitorem peptydowym
OM99-2"* pozwolity ustalé struktue tego biatka. Poznanie sekwencji genu oraz stryktur
trzeciorzdowej 3-sekretazy znacznie utatwito poszukiwania inhitertego biatka. Z drugiej
strony wykazanoze myszy pozbawione genu BACE (BACKEhock-ou} nie wykazywaty
aktywnadici B-sekretazy i nie produkowalyA Transgeniczne myszy pzavaly, byly ptodne
i nie wykazywaly defektow rozwojowych.

Wyniki powyzszych bada sugeruy bezpieczéstwo terapii, majcych na celu obaenie
aktywnaci  [3-sekretazy, a wrC wskazuy, ze [-sekretaza mde by dobrym celem
terapeutycznym

Wiele grup badawczych, szczegélnie z amefigkech firm farmaceutycznych prowadzi
poszukiwania nowych lekow zapobieg@mjch mdz leczicych chorob Alzheimera w grupie
inhibitorbw hamuj acych aktywnos¢ [B-sekretazy Poszukiwania inhibitorow BACE
prowadzone sw obrbie peptydowych analogéw substratu, tj. peptydortyki@v o sekwencji
homologicznej do sekwencji biatka APP, rozpoznawaneez 3-sekretaz. Jednym z nich jest
inhibitor OM99-2, o sekwencji Glu-Val-Ask{(Leu-Ala)-Ala-Glu-Phe. Inhibitor ten catkowicie
hamuje aktywn&t -sekretazy (Ig= 2,0 nM). Jego die powinowactwo do BACE pozwolito

na krystalizagj i rozwiazanie struktury biatka z rozdzielcziq 1,9 A.

Istniep jednak pewne ograniczenia w uzyskaniu skutecznaiitora biatka BACE.
Dotychczas wytworzone niskagsteczkowe inhibitoryB3-sekretazy nie wykazaijkoniecznych
wiasciwosci leku, chociaby dlatego,ze nie przekraczajbariery krew-mézg (anghlood-brain
barrier, BBB), oraz g inhibitorami innych proteaz aspartylowych takicik jkatepsyna D,
koniecznych dla prawidiowego funkcjonowania komorKilatego te problem znalezienia
dobrego inhibitora biatka BACE, spetniaggo wymagania stawiane lekom, jestag@twarty.

Zaprezentowane pousgj podejcie opiera s na poszukiwaniachmiskoczsteczkowych
inhibitoréw biatek blokuj acych niepaiadana aktywnosé (poprzez tworzenie funkcjonalnie
nieaktywnych kompleksow biatko / lek).
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Aktywnos¢ biatka moze by takze obnizona badz zniesiona poprzez ograniczenie
ekspresji jego genu Od ponad 25 lat rozwijane $6znego rodzaju podgjia zmierzajce do
wykorzystania fragmentow kwaséw nukleinowych, zanévsyntetycznych jak i wytwarzanych
wewnatrzkomdrkowo, do sekwencyjnie specyficznego hamaavakspresji genéw na poziomie
potranskrypcyjnym. \&f0d nich najwgksze znaczenie magj

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

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

3. Efekt niszczenia matrycy translacyjnej ina osigm¢ wykorzystupc rybozymy i
deoksyrybozymy. Czsteczki te rozpoznaj komplementarn sekwengj substratu w
sposob analogiczny do oligonukleotydow antysensbwydegraduyj mRNA poprzez
katalityczry hydroliz; lub trans-estryfikagjwiazania internukleotydowego.

4. Najnowsa, bardzo atrakcym strategi terapeutyczsm wyciszania ekspresji genéw na
etapie potranskrypcyjnym jest wykorzystanie zjawiskerferencji RNA . Syntetyczne
dupleksy RNA (angshort interfering RNASIRNA) podawane do komorek ssaczych
wywotuja efekt wyciszania genu komplementarnego do antgsegjsnici SIRNA. W
procesie tym bierze udziat kompleks biatkowy RIS@vierapcy zarowno helikazy RNA
jak i rybonukleazy.

Strategie hamowania ekspresji gendw aktywnaci niepazadanych biatek za pomaec

syntetycznych oligonukleotydéw, fragmentéw DNA i RIdokazane gsnha rysunku poagj.

Oligomery CpG-

immunostymulacj 4
p . Translacja
Strategia Transkrypcja J/-->
antygenowa
f&\/\- Strategia
Cep ABAA - antysénson

Strategia
Cap ’\%M rybozygmowa
P's RNAi

Degradacja mRNA

Transkrypcja

miRNA-regulacja
translacji

15



SZKOEA WIOSENNA 2005: GENETYCZNE PODSTAWY CHOROB NEURODEGENE RACYJNYCH (11-03-2005)

Znajoma¢ sekwencji kodujcej (-sekretazy otworzyta tak maliwosci wykorzystania
dostpnych strategii terapeutycznych do hamowania ekgpego biatka. W Zaktadzie Chemii
Bioorganicznej CBMiM PAN w todzi prowadzone $adania nad inhibitorowymi kwasami
nukleinowymi, skierowanymi na gdisekretazy. 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&wotuja zahamowanie
ekspresji genu biatka BACE i w konsekwencji ofaji ilos¢ wydzielanego pozakomorkowo
peptydu beta-amyloidowed6®!"*8Zwiazki te g testowane jako potencjalne czynniki anty-
amyloidowe o witdciwosciach terapeutycznych.

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