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Souhrn

JiZ delsi dobu je zndma souvislost mezi peptidem f3-amy-
loidem (Af) a Alzheimerovou nemoci (AD). Pivodni
hypotéza povazujici za hlavni toxickou formu Af} neroz-
pustné extracelularni plaky je dnes jiz prekondna a zdjem
se upird k rozpustnym formam Af a jejich pisobeni
uvniti buriky. Je znamo mnoho intracelularnich proteint
interagujicich s Af, mezi nimi téZ mitochondridlni
enzym amyloid vazajici alkoholdehydrogenasa (ABAD).
Vazba Af} na tento enzym poskozuje zatim ne zcela zna-
mym mechanismem mitochondrie a v kone¢ném duisled-
ku vede az k zaniku builky. V této praci jsou shrnuty
dosavadni poznatky o enzymu ABAD, jeho roli v rozvo-
ji AD a moZnostech ovlivnéni interakce ABAD-Af jako
potencidlnim cili pro farmakoterapii tohoto zavazného
onemocnéni.

Klicova slova: Alzheimerova nemoc « amyloid-f peptid
« mitochondridlni dysfunkce « amyloid vazajici alkohol
dehydrogenasa « frentizol

Summary

The amyloid-3 peptide (Af) has been associated with
Alzheimer’s disease (AD) for some time. The original
amyloid cascade hypothesis declared that the insoluble
extracellular plaques were responsible for main Af
toxicity. Nowadays, this hypothesis is outdated and
soluble intracellular Af; forms and their effects within the
cell have come into the centre of attention. There are
many intracellular proteins interacting with Af including
the mitochondrial enzyme amyloid-binding alcohol
dehydrogenase (ABAD). The interaction between ABAD
and Af impairs mitochondrial functions and ultimately
results in cell death. In this review, current findings
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concerning the enzyme ABAD are summarized. Its role
in AD development and its interaction with Aff as
a potential therapeutic target are discussed.
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mitochondrial dysfunction ¢ amyloid-binding alcohol
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Uvod

Alzheimerova choroba je nejbéznéjsim neurodegene-
rativnim onemocnénim vyskytujicim se u starsi popula-
ce. Poprvé bylo onemocnéni popsano na zacatku 20. sto-
leti Aloisem Alzheimerem. Je pro ni charakteristické
progresivni poSkozeni kognitivnich funkci a paméti.
Ztrata mozkovych funkci vede k naprosté socidlni nesa-
mostatnosti a v konecném duasledku ke smrti. Navzdory
intenzivnimu vyzkumu neni dosud zndma presna pricina
vzniku AD a mechanismus patologie v raném stadiu one-
mocnéni, a tedy ani neexistuje efektivni terapie.

Hlavnimi patologickymi znaky vyskytujicimi se
v postiZzenych oblastech mozku jsou pfitomnost extrace-
lularnich senilnich plakt tvofenych peptidem f-amyloi-
dem (Af), intraceluldrnich neurofibrilarnich klubek
vznikajicich agregaci fosforylovaného tau-proteinu
a ztrata neuronu, predev§im cholinergnich!?. AD je dale
spjata se zanikem synapsi, poskozenim mitochondrii
a zanétlivou reakci*”.

Ackoliv neni znama presnd pri¢ina AD, predpoklada
se, Ze hlavni roli v patologii onemocnéni hraje zvysena
tvorba peptidu f3-amyloidu (Af5). Af vznika proteolytic-
kym St€penim amyloidového prekurzorového proteinu
(APP) enzymy f3- a y-sekretasou. Pfi St€peni APP vzni-
kaji peptidy o délce prevazné 40 a 42 aminokyselin® *.
Piivodni hypotéza tzv. amyloidni kaskady predpokladala,
Ze ukladani nerozpustného Af3 v extraceluldrnim prosto-
ru je prvotni pfic¢inou rozvoje onemocnéni. Novéjsi data
vsak ukazuji, Ze nositelem toxicity jsou rozpustné formy
Af3 oligomert vyskytujici se intracelularné, jejichZ
kumulace uvnitt butiky ¢asové predchazi vzniku senil-
nich plaka'®'?. Na zékladé& téchto zjisténi byla upravena
plvodni hypotéza a vyzkum se zaméfil na plisobeni Af3
uvnitf buriky.

Stale vice dikazli ukazuje na mitochondrie jako hlav-
ni misto toxicity intracelularniho Af (obr. 1), Jiz delsi
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Obr. 1. Projevy toxicity mitochondridlniho f3-amyloidu

dobu je zndmo, Ze AD je spojena s oxidativnim stresem
a poskozenim mitochondrii. Byly zjiStény zmény v poctu
a velikosti mitochondrii'®, sniZeni energetického meta-
bolismu'®, zvyseny oxidativni stres!”, poruchy homeo-
stazy vapniku'® a zmény v mitochondrialni DNA'®. Dale
byla prokédzana ptitomnost A v mitochondriich zviteci-
ho modelu onemocnéni i u lidskych pacientd a jeho
negativni dopad na jejich fungovani®* 2. In vitro bylo
prokazano, ze A pisobi poskozeni dychaciho fetézce,
sniZzeni membranového potencidlu, tnik cytochromu C,
zvySenou tvorbu mitochondridlniho permeabilniho tran-
zitniho kanalu (mPTP) a zvySenou tvorbu volnych radi-
kala?2%. Jakou cestou se Af3 dostavd do mitochondrii,
zatim nebylo jednoznac¢né zodpovézeno. Nejpravdépo-
dobnéjsi se jevi moZnost prostupu skrze transportni
kanidly TOM40 (vnéjSi mitochondridlni membréna)
a TIM22 (vnitini mitochondridlni membrana)®>. Dalsi
moZznosti je transport pies tzv. MAMSs (membrany asoci-
ované s mitochondriemi), které jsou soucasti endoplaz-
matického retikula?® 27,

Bylo identifikovano nékolik mitochondridlnich enzy-
md, které pfimo interaguji s Aff za ovlivnéni jejich fyzio-
logické funkce, napt. ABAD, CypD, GAPDH,
HtrA2%-3D, Mezi nimi amyloid vazajici alkoholdehydro-
genasa (ABAD) se zda byt kli¢ovou pro rozvoj neuroto-
xicky mitochondrialniho Af*". V tomto ¢lanku jsou shr-
nuty dosavadni poznatky o tomto enzymu, jeho roli
v rozvoji AD a moZnostech farmakologického ovlivnéni
interakce ABAD-A/; jako perspektivnim cili pro terapii
AD.

ABAD a jeho fyziologicka funkce

Enzym ABAD poprvé popsali v roce 1997 Yan et
al.”®® a o rok pozdé&ji byl identifikovan jako lidska obdo-
ba dfive objevené hovézi hydroxyacyl-CoA dehydroge-
nasy typu II*?. Pavodné byl oznaen jako ERAB
(s endoplazmatickym retikulem asociovany amyloid
vazajici protein) podle kompartmentu, ve kterém byl
pivodné chybné identifikovan. Jeho skute¢na lokaliza-
ce je uvniti mitochondridlni matrix*. Enzym ma jesté
dal$i alternativni nazvy jako SCHAD**, HADH II*,
173-HSD10*, MBHD??. Tyto nazvy byly odvozeny

NAD' NADH
., OH \_/ ., O
L ABAD I ,;"

Obr. 2. Oxidace alkoholii a redukce ketonii prostrednictvim
ABAD

podle raznych substratl, jejichZz preménu je ABAD
schopen katalyzovat.

ABAD je NAD-dependentni oxidoreduktasa patfici do
SDR (dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem)
skupiny enzymd. Je to multifunkéni enzym katalyzujici
redukci aldehydi a ketontl a oxidaci alkoholtd (obr. 2)*®.
ABAD je pomérné mélo substritové specificky a experi-
mentidlné pro néj bylo popsano mnoho potencidlnich
substratd. Je vSak otazkou, které z nich enzym skute¢né
preméiuje v prostiedi organismu?”.

Hlavni fyziologickou funkci ABAD je pravdépodobné
tieti krok f3-oxidace mastnych kyselin s kratkym rozvét-
venym fetézcem, kde vystupuje jako L-3-hydroxyacyl-
CoA dehydrogenasa. Tomu by napovidala i lokalizace
enzymu uvnité mitochondridlni matrix*. Z hlediska
energetického metabolismu se jevi vyznamna téZ schop-
nost metabolizovat ketolatky napt. f-hydroxybutyrit,
a tim dodavat burice energii pfi nedostatku kysliku*®.
Ucastni se té7 degradani cesty isoleucinu. Nesmyslna
mutace v genu kédujicim ABAD vede k poruse katabo-
lismu isoleucinu, kterd se klinicky projevi jako progre-
sivni ztrata mentalnich a motorickych schopnosti, men-
talni retardaci a epilepsii*”.

Dalsimi zvaZovanymi funkcemi jsou oxidace a inakti-
vace estradiolu a steroidnich modulatord GABA, recep-
toru. Role ABAD v inaktivaci estradiolu by mohla
vysvétlit, pro¢ AD trpi ¢astéji Zeny nezZ muzi*® 4V, ABAD
je také pravdépodobné soucasti mitochondridlni RNAsy
P. Tato funkce nesouvisi s enzymatickou aktivitou
ABAD. RNAsa P je enzym duleZity pro spravnou tvorbu
tRNA a nasledné i syntézu proteintt v mitochon-
driich*>#,

Struktura a mechanismus funkce

ABAD se v buiice vyskytuje ve formé homotetrameru.
Katalyticka tridda sestdvd z aminokyselin Serl55,
Tyr168 a Lys172 a je tedy stejna jako u ostatnich enzy-
mi z SDR skupiny®. Kofaktor NAD*/NADH se véZe na
enzym v blizkosti aminokyselin katalytické triddy
a vytvari s nimi nevazebné interakce. Vazebné misto pro
substrat obsahuje oblast s kladné nabitymi zbytky ami-
nokyselin lysinu a histidinu, se kterymi interaguje zapor-
né nabitd Cast substrati obsahujicich v molekule CoA.
Proto jsou substraty, které ve své molekule CoA neobsa-
huji, enzymem pieméniovany méné efektivné. Hydrofob-
ni oblast oddélujici katalytickou triddu a oblast s klad-
nym nabojem je vhodn€ uspordddna pro interakci
s alifatickym fetézcem mastné kyseliny. VSechny tyto
skute¢nosti podporuji domnénku, Ze acyl-CoA jsou pri-
marnim substraitem ABAD*#%.

Mechanismus katalyzy lze pfibliZit na prikladu reduk-
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ce ketonu na alkohol. Tyr168 interaguje s karbonylovou
skupinou substratu, ¢imz zvysuje elektrofilitu karbonylo-
vého uhliku. Amoniova skupina Lys172 interaguje
s tyrosinem za zvySeni jeho acidity. Donorem hydridu
pro vlastni redukci je kofaktor NADH. Pfi pfenosu hyd-
ridu na aktivovany karbonyl soucasné dochazi k deproto-
naci Tyr168 a proton je pfenesen na nové vytvoreny hyd-
roxylovy anion. Zaporny naboj vznikly na Tyrl168 je
stabilizovan vytvorenim vodikové vazby se Ser155%.

Na rozdil od ostatnich enzymti SDR skupiny obsahuje
molekula ABAD navic dvé sekvence aminokyselin (rezi-
dua 102-107 a 141-146). Pravé oblast zahrnujici rezidua
102-107 a nachazejici se v blizkosti aktivniho centra
enzymu je mistem vazby Af?L 349,

Interakce ABAD-AS a jeji disledky

Interakce ABAD s Af byla poprvé prokdzana v roce
1997 pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému?®.
V nésledujicich letech bylo toto zji§téni potvrzeno za
pouziti dalSich metod, napf. ELISA*Y, krystalografie?,
SPR (surface plasmon resonance)?"4®, ko-imunoprecipi-
tace?! 2 nebo imunocytochemie nasledované konfokalni
mikroskopiiZ".

Vazebnym mistem Af je oblast aminokyselinovych
rezidui 100-110, oznacovana téZ jako Loop-D. Bodové
mutace v oblasti Loop-D (konkrétné rezidua 98-101
a 108-110) zabranily vazbé AfS na enzym?). Ostatni
enzymy SDR skupiny tuto oblast ve své molekule neob-
sahuji*?. To by vysvétlovalo, pro¢ pouze ABAD a niko-
liv ostatni SDR enzymy interaguje s Af3.

Vazba Af; na enzym zpusobi sterické zmény v oblasti
vazebného mista pro kofaktor NAD*, ktery se pak nemu-
7e na enzym vazat, a tim je inhibovana jeho funkce. Na-
opak enzym s navazanym kofaktorem s Af3 neinteraguje.
Ackoliv se tedy A3 a NAD* vdZou na rizna mista enzy-
mu, jejich soucasné navazani se vylucuje?! 9.

A3 inhibuje funkci enzymu (K. = 1,2-1,6 uM) pro sub-
strat acetoacetyl-CoA*" *¥, Zajimavé viak je, Ze vazba
Af3 na ABAD je popsana jiz pfi koncentracich v fadu
desitek nM?% 49, Mozné vysvétleni predpokladd, Ze pro
inhibici enzymu nesta¢i navdzani monomerni formy Af,
ale je ji dosaZeno aZ agregovanou oligomerni formou
amyloidu?”.

Byly provedeny pokusy na Zivych buiikach, které ve
zvySené mife exprimovaly v rdznych kombinacich
ABAD, enzymaticky inaktivni ABAD, Af; nebo APP. Pii
téchto pokusech bylo zjisténo, Ze zvysSenou toxicitu
vykazoval Af3 (resp. APP) pouze v téch burikach, které
soucasné exprimovaly i funkéni ABAD. Samotny
Af/APP nebo v kombinaci s inaktivni formou ABAD
mél podstatné nizsi toxické Gcinky. Z toho lze usuzovat,
Ze toxicita Af3 nespocivd v inhibici enzymu, ale ve zmé-
né jeho vlastnosti (napf. funkce nebo lokalizace). Nosite-
lem toxicity je tedy katalyticky aktivni enzym po nava-
zani Af3, ¢emuZ by odpovidalo i vySe zminéné zjisténi, Ze
vazba Af; na enzym probiha jiZ v o dva fady niz8ich kon-
centracich, nezZ jaka je potfebna k jeho inhibici*”. Pfi
jiném experimentu potvrzujicim tuto domnénku vedlo
podani protilatek proti ABAD ke sniZeni toxicity AB*®.

Proteomické studie odhalily dva proteiny, jejichZ
exprese se zvysSuje v dusledku interakce ABAD-AS.

Peroxiredoxin II je antioxidacné ptisobici enzym a jeho
zvySend exprese pusobi protektivné proti toxickym ucin-
kam Af*). Druhy z proteind, endofilin I (EP-I), pusobi
naopak cytotoxicky, kdyz aktivuje proapoptotickou sig-
nalni kaskadu>® b,

Mechanismus toxicity komplexu ABAD-Af

Mechanismus, kterym Af3 po navazani na ABAD roz-
viji svoji neurotoxicitu, neni dosud znadm, avSak existuje
nékolik teorii. Nej¢astéji zmifiovana teorie predpoklada,
7Ze ABAD po navazani Af produkuje toxické aldehydy
HNE (4-hydroxynonenal) a MDA (malondialdehyd),
které za normalnich okolnosti naopak detoxikuje. Tato
teorie je podporena vysledky experimentti na bunéénych
liniich. V nich pouze buiiky, které exprimovaly katalytic-
ky aktivni ABAD a soucasné Af3, vykazovaly zvySenou
tvorbu HNE a MDA. Naopak buiiky exprimujici pouze
ABAD vykazovaly zvySenou odolnost proti toxickym
ucinkm téchto aldehydil. K tomu mize dochédzet bud na
zakladé zmény funkce enzymu, anebo zmény distribuce
enzymu, jenZ nasledné dostane moZnost metabolizovat
substraty z jinych kompartment*’- 3239,

Jin4 teorie pfedpoklada, Ze ABAD po interakci s Afs ve
zvySené mife metabolizuje hormon estradiol, at uZ vinou
zmény distribuce enzymu, nebo v dasledku jeho zvySené
exprese a nasledné i aktivity*®. Bylo prokazéno, Ze estra-
diol ptsobi protektivné vici toxickym ucinkim Af a jeho
preventivni podévani sniZuje riziko onemocnéni AD.

Dalsi moznosti je poskozeni funkce mitochondrialni
RNAsy P, které je ABAD soucasti. To by narusilo synté-
zu mitochondridlnich proteind, véetné soucasti dychaci-
ho fetézce, s naslednym poskozenim energetického
metabolismu buiiky*> 4.

V neposledni fadé miiZe byt toxicita interakce ABAD-
-Af3 zprostfedkovana proteinem EP-I, jehoZ exprese je
v disledku této interakce zvySend. EP-I aktivuje enzym
JNK (c-Jun N-termindlni kinasa), ktery je soucasti pro-
apoptotické signalni kaskady, coz muze v konecném
dasledku vést az k zaniku buriky. ZvySena aktivace JNK
je spojovéna s patologii AD jiz delsi dobu a protein Ep-1
se tak zda byt moznym propojenim mezi ni a ptisobenim
AﬁSOA, 51

Ovlivnéni interakce ABAD-Af jako potencialni cil
terapie AD

Pro ovéfeni, zda je Loop-D skutecné mistem vazby
Af3 a zda jeji preruSeni sniZi toxicitu, byl syntetizovan
tzv. ABAD-navnadovy peptid (ABAD-decoy peptide;
ABAD-DP), jehoz aminokyselinova sekvence (rezidua
92-120) oblast Loop-D zahrnuje. Pfedpokladalo se, ze
ABAD-DP vyvaze Af, a tim ochrdni vlastni enzym.
Peptid blokoval vazbu ABAD-Af s K, v fddu jedno-
tek UM. K, pro komplex A3 s ABAD-DP byla podobna
jako pro ABAD-A/;. Pfi pokusech na buné¢nych liniich,
které byly vystaveny pusobeni Af, snizilo podani
ABAD-DP tvorbu volnych radikald, uvoliiovani cyto-
chromu C z mitochondrii a zvySilo Zivotaschopnost
bunék?V. Systémova 1é¢ba pomoci ABAD-DP (obohace-
ného o aminokyselinové sekvence umoziujici prechod
prfes membrany a vstup do mitochondrii) u zvifeciho
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modelu AD zlepsila kognitivni schopnosti v porovnani
s neléenou skupinou®. Na zdkladé vySe uvedenych
udaju se jevi interakce ABAD-Af jako perspektivni cil
pro farmakoterapeuticky zasah.

ABAD-DP je jako peptid svym charakterem nevhod-
ny pro béznou lécbu. Peptidy jsou malo dostupné po
perordlnim podani a v organismu maji nizkou stabilitu.
Je proto snaha nalézt nizkomolekularni latky schopné
inhibovat interakci ABAD-Af. Prvni vysledky v této
oblasti publikoval Xie et al.*.

Byl proveden screening skupiny 50 latek, o nichZ se
védélo, Ze interaguji bud s Af, nebo s ABAD, anebo
pusobi neuroprotektivng, na schopnost inhibovat interak-
ci ABAD-Af. Aktivitu vykdzaly tfi slouceniny: Aff vazi-
ci barviva Kongo Cerveii a thioflavin-T a neuroprotektiv-
ni latka resveratrol. Jako nejvhodnéjsi kandidat pro dalsi
zkoumani byl vybran thioflavin-T pro svou nizkou toxi-
citu a dobry prinik pfes biologické membrany. Pfi
nasledném screeningu analogickych struktur byla obje-
vena ucinnéjsi latka frentizol, zndmé imunosupresivum
a antivirotikum pouZzivané naptiklad k 1écbé revmatické
artritidy. Na zdkladé predlohové molekuly frentizolu
byla pfipravena a otestovana série jeho strukturnich ana-
logt, z nichz dva nejucinnéjsi vykazovaly 30x vyssi inhi-
bi¢ni aktivitu vici ABAD ve srovnani s frentizolem
(obr. 3)®. Zatim vSak nebylo prokédzéano, zda jsou inhi-
bic¢ni vlastnosti téchto latek specifické pro vazbu ABAD-
Af3 a zda jsou schopné sniZovat toxicitu Af3.

Jinou moZnosti jak zabranit -amyloidem indukované
neurotoxicité je inhibovat katalytickou funkci ABAD,
ktera se pro ni jevi jako nezbytna. Tento pfistup je vSak
méné specificky pro vlastni onemocnéni a bude jim
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Obr. 5. Monomer ABAD s navdzanym kofaktorem NAD* (fia-
lova) a inhibitorem AG18051 (zelena). Zluté je naznaceno mis-
to vzniku kovalentni vazby mezi kofaktorem a inhibitorem.

ovlivnéna i fyziologicka funkce enzymu, coz by se moh-
lo projevit v podobé nezadoucich ucinkl. Za timto tce-
lem byla testovana slou¢enina AG18051 (obr. 4)* 39,

AG18051 je specificky inhibitor ABAD, ktery nema
strukturni podobnost se Zadnym ze zndmych substrati.
VaZe se na aktivni misto enzymu, kde se orientuje do
oblasti vazebného mista pro substrat a vytvaii kovalentni
vazbu s kofaktorem NAD* (obr. 5). Na zZivych buiikdch
bylo potvrzeno, Ze inhibice ABAD pomoci AG18051
snizuje toxicitu Af. Bylo téZ prokdzano, Ze AG18051
Castecné brani vazbé Aff na ABAD. Vzhledem k mecha-
nismu inhibice odpovid4 toto zjisténi vySe zminéné sku-
tecnosti, Ze soucasna vazba kofaktoru a Aff na enzym se
vylucuje. Schopnost inhibovat vazbu ABAD-Af tak
pravdépodobné prispivd k neuroprotektivnim ucinkiim
AG180514+39,

Zavér

ABAD je dosud nejlépe prozkoumanym intracelular-
nim proteinem interagujicim s Af. Pfima vazba Af na
tento mitochondridlni enzym byla jednoznacné prokaza-
na pomoci rtiznych metod. Interakce ABAD-Af vede
k poskozeni mitochondrii typickému pro AD. Inhibice
této interakce tedy predstavuje perspektivni cil pro tera-
pii AD, cozZ bylo potvrzeno za pouZziti ABAD-DP. Prvni
pokusy o nalezeni nizkomolekularniho inhibitoru vedly
k syntéze série derivata frentizolu. Pro dalsi vyvoj 1é¢iv
tohoto typu je v§ak nezbytné hloubéji porozumét podsta-
té interakce ABAD-A/} a zjistit pfesny mechanismus jeji-
ho toxického plsobeni.

Stiet zajmu: Zadny.
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