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Wprowadzenie

Enzymy proteolityczne oprocz funkcji kataboli-
cznej, odpowiedzialnej razem z procesami syntezy
za wewnatrzkomodrkowe poziomy biatka, posiadajg
zdolnos$¢ potranslacyjnej modyfikacji — powszech-
nego mechanizmu regulacji procesow fizjologicz-
nych w komorce. W wyniku ograniczonej proteoli-
zy nawet jednego tylko wiazania peptydowego,
moze zosta¢ usunigty istotny funkcjonalnie peptyd
lub moze nastapi¢ zmiana stanu konformacji biatka,
a w konsekwencji zmiana aktywnosci badz funkcji
biologicznej. Rownoczesnie biatko to moze zostaé
wprowadzone na drogg degradacji poprzez zwigk-
szenie wrazliwosci na inne proteazy komodrkowe.
Kontrolowana degradacja biatek jest procesem za-
angazowanym w regulacje wielu istotnych proce-
sow komorkowych, w tym cyklu komérkowego, roz-
nicowania, dystrybucji bialek oraz programowane;j
$mierci komorki.

Ukiady proteolityczne lizosomalne i poza-lizoso-
malne wybidrczo, precyzyjnie reguluja degradacje
indywidualnych biatek w o$rodkowym uktadzie ner-
wowym. Proteoliza wigkszosci biatek komoérkowych
odbywa si¢ przy udziale proteaz poza-lizosomal-
nych. Jednym z gtéwnych uktadow tego rodzaju jest
ukiad wielokatalitycznej, wielofunkcyjnej proteazy
(ang. multicatalytic proteinase complex — MPC),
znany tez jako ukiad proteasomalny. Funkcja prote-
asomu in vivo nie jest jasno okreslona, natomiast
zlozony charakter aktywnosci proteolitycznej jaka
prezentuje proteasom in vitro sugeruje, ze aktywa-
cja tego ukladu moze prowadzi¢ do rozpadu wig-
kszosci wigzan peptydowych w kazdym biatku [4].

W ostatnich latach notuje si¢ wzrost zaintereso-
wania nastgpstwami ograniczonej proteolizy sub-
stratow biatkowych, oraz enzymami odpowiedzial-
nymi za ten proces. Enzymy takie mogg petnic rolg
neuronalnych czasteczek sygnatowych kontrolujacych
podstawowe procesy biologiczne. Zdolnos¢ cigcia
wigzan peptydowych w selektywnych miejscach
posiadajg dwie klasy enzymow nalezacych do ro-
dziny proteaz cysteinowych, a mianowicie kaspazy
1 kalpainy {3, 29].

Kaspazy, analogi produktu genu ced-3, jednego
z tak zwanych gendéw $mierci jaki zostal zidentyfi-
kowany w komorkach nicienia (Caenorhabditis ele-
gans), zostaty odkryte dopiero w ostatniej dekadzie.
Aktywowane w procesie apoptozy prowadza do
$mierci poprzez systematyczng degradacj¢ bialek
kluczowych dla zycia komorki.

Aktywnos¢ kalpain kontrolowana ;jest scisle przez
homeostaze wewnatrzkomorkowego Ca?* i wigze
sie¢ z procesami bionowej transdukcji sygnalow.
Niektérzy badacze zaliczajg t¢ proteaz¢ do wtor-
nych przekaznikow informacji. Mimo, Ze rola ukfa-
du kalpainowego, zwlaszcza w wysoko wyspecjali-
zowanych tkankach, nie jest w peini okre$lona, to
jego znaczenie dla funkcji komorek neuronalnych
nie budzi watpliwosci.

Dane ostatnich lat wskazujg, ze rownie wazne
dla prawidiowego funkcjonowania komorki sg en-
zymy proteolityczne funkcjonujace w przestrzeni
pozakomorkowej. Kluczowa rola fizjologiczna tych
proteaz polega na modulacji interakcji pomigdzy
komérkami 1 ich otoczeniem w czasie rozwoju
uktadu nerwowego. Do najlepiej poznanych uktadow,
zaangazowanych w modulacj¢ macierzy zewnatrz-
komorkowej (ang. extracellular matrix — ECM), na-
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Wykaz stosowanych skrétéw
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MAPK
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choroba Alzheimera

difosforan adenozyny
(5’-adenozynodifosforan)

kinaza serynowo/treoninowa

kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-i-
zo- ksazolopropionowy

apoptotic protease-activating factor
biatko prekursorowe amyloidu
trifosforan adenozyny
(5’adenozynotrifosforan)
adenozynotrifosfataza

proapoptotyczne biatko z rodziny Bcl2
biatka wigzace GDP i GTP

kinazy cyklinozalezne

death inducing signaling complex

kwas deoksyrybonukleinowy
autoimmunologiczne zapalenie mézgu
macierz zewnatrzkomorkowa
naskérkowy czynnik wzrostu

kinaza procesu ogniskowej adhezji
choroba Huntingtona

geny wczesnej odpowiedzi komorkowe;j
inhibitor czynnika transkrypcyjnego kB
interleukina

dlugotrwate wzmocnienie transmisji synap-
tycznej

biatko aktywowane przez mitogeny
biatko zwiazane z mikrotubulami

kinazy biatkowe aktywowane przez mito-
geny

kinaza MEK

enzymy z rodziny metaloproteaz

uktad proteosomalny (wielokatalityczna,
wielofunkcyjna proteaza)

czasteczka adhezyjna komoérki neuronu
prozapalny czynnik transkrypcyjny (czyn-
nik jadrowy ¢B)

kwas N-metylo-D-asparginowy
podjednostki receptora NMDA i NR2B
onkoproteina — p53

inhibitor aktywatora plazminogenu
polimeraza polif ADP-rybozy]

choroba Parkinsona

czynnik wzrostu pochodzenia plytkowego
kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

kinaza biatkowa C

kinaza biatkowa M, katalityczny fragment
PKC

ziarnistosci postsynaptyczne

tkankowy inhibitor metaloproteaz
tkankowy aktywator plazminogenu
urokinazowy aktywator plazminogenu
biatko uczestniczace w tworzeniu
potaczen zamykajacych migdzy
komorkami (zonula occludens)

leza aktywatory plazminogenu (urokinazowy i tkan-
kowy) 1 metaloproteinazy. Degradacja bialek macie-
rzy zewnatrzkomorkowej, kontrolowana precyzyjnie
przez te proteazy, uczestniczy w procesach prolife-
racji, migracji i rdznicowania komoérek. Utrata kon-
taktu komorek z macierza w wyniku nadmiernej
proteolizy prowadzi do zjawiska typu apoptozy,
okreslanej w tym przypadku terminem anoikis [21].

Aktywno$¢ uktadéw proteolitycznych w warun-
kach fizjologicznych podlega $cistej, wielopozio-
mowej regulacji — zaréwno na etapie syntezy enzy-
mow, aktywacji proenzymow jak i aktywnosci spe-
cyficznych inhibitoréw. Zaburzenia tych mechaniz-
mow 1 wynikajaca z tego nadmierna aktywacja lub
inhibicja procesu proteolizy towarzyszy licznym
stanom patologicznym osrodkowego ukfadu nerwo-
wego, ktore prowadza do $mierci komoérek nerwo-
wych. Na tej podstawie podejmowano w ostatnich
latach szereg prob stosowania inhibitorow proteaz
(kalpain, kaspaz, metaloproteaz), jako zwiazkow
neuroprotekcyjnych do ingerowanej regulacji akty-
wnosci proteolitycznej komarki [10].

Intencja tego opracowania jest proba usystema-
tyzowania aktualnej wiedzy dotyczacej roli proteaz
w ostrych 1 przewlektych zwyrodnieniach (neurode-
generacjach) uktadu nerwowego oraz przedstawienie
mozliwosci modulacji aktywnos$ci proteolitycznej
jako ewentualnej strategii terapeutycznej. Omowie-
nie roli poszczegdlnych ukladéw proteolitycznych
w wybranych chorobach zwyrodnieniowych poprze-
dzono ogodlna charakterystyka enzymow z uwzgled-
nieniem mechanizmoéw regulacji ich aktywnosci.
Uwzgledniajac fakt, ze najbardziej powszechnym,
wspllnym elementem towarzyszacym neurodege-
neracji jest udziat cytoplazmatycznego sygnatu wap-
niowego w aktywowaniu roznych szlakéw sygnato-
wych i metabolicznych, szczegdlna uwage zwrécono
na zalezne od wapnia kalpainy zaangazowane zarow-
no w przebieg apoptozy, jak i nekrozy komorek ner-
wowych w patologiach uktadu nerwowego [26].

Charakterystyka enzyméw proteolitycznych

Kalpainy

Kalpainy, obecne we wszystkich badanych ko-
morkach zwierzecych, sa jednymi z wazniejszych
proteaz wewnatrzkomorkowych. Scharakteryzowa-
ne pierwotnie jako aktywowane wapniem oboj¢tne
proteazy cysteinowe, naleza do rodziny cytosolo-
wych proteaz tiolowych. Nasza wiedza dotyczaca
enzymologicznych i biologicznych wiasnosci kal-
pain, odnosi si¢ do najbardziej rozpowszechnionych
form konwencjonalnych, to jest p- i m-kalpainy.
Izoformy te maja podobna charakterystyke bioche-
miczna, posiadaja te same parametry kinetyczne
i specyficzno$¢ substratowa. Roznig si¢ natomiast
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stezeniami jondéw wapniowych, wymaganymi dla
ich aktywacji w uktadach in vitro: p-kalpaina wy-
maga mikromolarnych st¢zen wapnia, natomiast
m-kalpaina st¢zen milimolarnych [7].

Jakkolwiek wlasnosci strukturalne i enzymaty-
czne kalpain sa dobrze scharakteryzowane, nadal
nie jest wyjasniona ich funkcja fizjologiczna. Scista
zaleznos¢ aktywnosci katalitycznej od obecnosci
jonéw Ca?* sugeruje udziat kalpain w licznych, wa-
pniowo-zaleznych procesach komoérkowych. Akty-
wacja kalpain prowadzi do nieodwracalnego, prote-
olitycznego rozpadu bialek substratowych. Jak wy-
kazatly badania in vitro, kalpainy rozszczepiaja
ograniczong ilo$¢ specyficznych miejsc w biatkach
natywnych, prowadzac do powstania raczej duzych
fragmentow polipeptydowych anizeli drobnych pe-
ptydéw czy aminokwasow. Ograniczona proteoliza
biatek moze spowodowa¢ destabilizacj¢ ich struktu-
ry i zwigkszy¢ podatno$¢ na dzialanie innych prote-
az, a wigc moze kontrolowa¢ komorkowy poziom
tych makroczasteczek. Na uwagg zastuguje zdol-
no$¢ kalpain do modulacji aktywnosci i/lub funkcji
innych biatek. W przypadku niektérych enzymow
proces ten prowadzi do powstania aktywnych form,
ktére nie wymagaja czynnikéw koniecznych do
aktywacji form natywnych.

Kalpainy natywne sa proenzymami, ktore ule-
gaja aktywacji na btonach plazmatycznych w wa-
runkach wzrostu wewnatrzkomérkowego st¢zenia
Ca?*, poprzez ograniczong autolize czasteczki biat-
ka enzymatycznego. W wyniku autolizy p-kalpainy
powstaje aktywna forma proteazy o okolo dziesig-
ciokrotnie wyzszym powinowactwie do Ca®* anize-
li forma natywna. Taki aktywny enzym juz jest
zdolny do natychmiastowej proteolizy biatkowych
substratow blonowych, lub po uwolnieniu do frakc;ji
cytosolowej — takze substratow rozpuszczalnych.
Aktywne formy enzymu istniejg przejsciowo i ule-
gaja inaktywacji poprzez dalsza autoliz¢ lub zwia-
zanie ze specyficznym inhibitorem — kalpastatyna [7].
Mechanizm ten nie thumaczy wjaki sposob aktywo-
wana jest m-kalpaina. Opublikowane w ostatnich la-
tach wyniki do$wiadczen, prowadzone przy uzyciu
oczyszczonych enzymow, wskazuja na rolg proteo-
litycznej aktywacji tej izoformy przy udziale p-kal-
painy. Taka kaskada kalpainowa mogtaby koordy-
nowac¢ dzialanie omawianych proteaz w zywych or-
ganizmach. Dotychczas jednak nie ma danych
potwierdzajacych, czy proces taki zachodzi rzeczy-
wiscie in vivo. Wyjasnienie mechanizmu aktywacji
kalpain in vivo wymaga dalszych badan.

Proteolityczna aktywno$¢ kalpain regulowana
jest takze przez kalpastatyne. Kalpastatyna jest je-
dynym znanym, endogennym inhibitorem kalpain,
wysoce specyficznym dla obu izoform. Kalpastaty-
na, dziatajac jak inhibitor kompetycyjny, hamuje
w sposob odwracalny nie tylko aktywnos¢ proteoli-
tyczna, ale takze wigzanie kalpain do blon. Wzajem-

ny stosunek ilo§ciowy inhibitora i enzymu jest waz-
nym czynnikiem regulujacym stopien aktywacji
proteazy. Wyjasnienie mechanizmdéw regulacji aktyw-
nosci kalpain przez kalpastatyng in vivo komplikuje
fakt, ze sama kalpastatyna jest zaréwno substratem
kalpainy jak i kaspazy-3. Tak wigc translokacja mo-
lekut kalpainy i asocjacja z blonami oraz degradacja
kalpastatyny moga stanowi¢ czes¢ kompleksowego
mechanizmu, ktory kontroluje dziatanie wapniowo-
-zaleznego uktadu proteolitycznego.

Nasza dotychczasowa wiedza o substratach kal-
pain pochodzi gléwnie z badan prowadzonych na
kulturach tkankowych lub w ekstraktach komdrko-
wych, w warunkach stymulacji Ca®*-zaleznej prote-
olizy, w obecnosci oraz przy braku inhibitorow kal-
pain. Nalezy pamigtac, ze w wielu przypadkach ba-
dania wrazliwo$ci bialek na wapniowo-zalezng
proteoliz¢ prowadzono w obecnosci czystego enzy-
mu, zatem nie wszystkie biatka musza by¢ substra-
tami fizjologicznymi.

O roli kalpain w fizjologii komorki mozemy
wnioskowac¢ na podstawie znajomosci funkcji fizjo-
logicznej jej substratow [3, 7]. Przez ograniczong
proteoliz¢ biatek cytoszkieletowych kalpaina moze
wplywaé na organizacj¢ cytoszkieletu, geometrig
btony komorkowej, a wigc na ksztalt komérki i roz-
mieszczenie organelli. Stwierdzono na przyktad, ze
proteoliza biatka szkieletowego — spektryny — towa-
rzyszy szybkim morfologicznym i funkcjonalnym
transformacjom w ptytkach krwi i limfocytach T.

Jedna z intrygujacych wiasnosci kalpain jest
zdolnos¢ do proteolitycznego cigcia niektorych
biatek enzymatycznych mi¢dzy domena regulato-
rowg i katalityczna. Efektem takiego dziatania jest
zmiana regulacji aktywnosci enzyméw. Dobrym
przyktadem moze by¢ kinaza biatkowa C (PKC).
Ograniczona proteoliza PKC przy udziale kalpain
prowadzi do powstania autonomicznej formy enzy-
mu, tzw. kinazy biatkowej M, nie podlegajacej kon-
troli przez swoiste wtorne przekazniki informacji.

Liczne dane doswiadczalne wskazuja, ze w wy-
niku ograniczonej proteolizy dochodzi do potransla-
cyjnej modyfikacji receptorow. Substratami kalpai-
ny sa zaré6wno cytosolowe receptory steroidowe, jak
i blonowe receptory czynnikéw wzrostu — EGF
i PDGF (ang. epidermal growth factor; platelet
growth factor) oraz receptory glutaminianergiczne.
Wapniowo-zalezna proteoliza wigkszos$ci z tych re-
ceptorow nie ma jednak wigkszego wplywu na
wigzanie ligandéw, a tym samym nie sa znane funk-
cjonalne konsekwencje dziatania kalpainy na te
substraty. Stwierdzono natomiast, ze modulacja pro-
teolityczna receptora alfa 1-adrenergicznego powo-
duje utrat¢ zdolnosci interakcji z biatkami G.

Przyktadami bialek unieczynnianych przez kal-
paing zarowno w ukladzie in vitro, jak i in vivo, sa
czynniki transkrypcyjne c-Fos i c-Jun, zaliczane do
produktow genow wczesnej odpowiedzi komoérko-
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wej. Wskazuje to na istotny udziat kalpainy w regu-
lacji procesow transkrypcji.

Podsumowujac przytoczone dane mozna sadzié,
ze wszechobecne i1 konstytutywnie ekspresjonowa-
ne kalpainy sa wlaczone w podstawowe i zasadni-
cze funkcje komorek. Szybko rosnaca lista biatek,
identyfikowanych jako naturalne substraty kalpain,
wskazuje na szerokie mozliwosci regulacyjne dla
procesu wapniowo-zaleznej proteolizy. Istnieje pelna
zgodno$é, ze dzigki specyficznej lokalizacji subko-
morkowej, aktywacja kalpain ma Scisty zwiazek
z naptywem jondw wapniowych przez kanaly zwia-
zane z glutaminianergicznymi receptorami typu
NMDA. Niektorzy badacze podkreslaja rowniez
aktywujaca rolg ;jonéw wapniowych uwalnianych
z zasobow wewnatrzkomérkowych. W zaleznosci
od stopnia aktywacji, kalpainy moga by¢ wiaczone
zarowno w liczne adaptacyjne odpowiedzi neuronu
na stres, jak 1 w patologiczne procesy prowadzace
do neurodegeneracji.

W osrodkowym ukladzie nerwowym wystepuja
obie konwencjonalne formy kalpain, przy czym
p-kalpaina zlokalizowana jest glownie w neuronach.
Wysokie st¢zenie tej izoformy znaleziono w cialach
komoérkowych i dendrytach. Druga z izoform,
m-kalpaina, wystgpuje w duzej ilosci w komorkach
glejowych i aksonach. Obfito$¢ zarowno kalpain, jak
1 ich strategicznych bialek substratowych w prze-
dzialach synaptycznych, moze stanowi¢ wazny
czynnik wielopoziomowej regulacji procesu prze-
kaznictwa w neuronach. Rosnaca ilos¢ dowodow
wskazuje na udziat p-kalpainy w indukcji dlugo-
trwalego wzmocnienia synaptycznego (tzw. LTP,
ang. long term potentiation), molekularnego mode-
lu proceséw uczenia si¢ i pamigci. W modelach do-
$wiadczalnych indukcji LTP obserwowano zwig-
kszenie Ca?*-zaleznej aktywnosci proteolitycznej,
natomiast zastosowanie inhibitoréw kalpain prowa-
dzito do zahamowania indukcji LTP lub tcz ostabie-
nia juz uzyskanego wzmocnienia impulséw nerwo-
wych w pobudzonej synapsie. Jednym z kluczo-
wych zdarzen, zwiazanych z indukcja LTP, jest
trwale przemodelowanie bton synaptycznych przy-
pisywane katalizowanej przez kalpaing proteolizie
fodryny (nie-erytroidalnej spektryny) — glownego
skiadnika tej struktury. Istnieja przekonywujace do-
wody na to, ze modyfikacja cytoszkieletu wystgpuje
w synapsach hipokampa jako cz¢s$¢ ich funkcjonal-
nej rekonfiguracji. Modyfikacja synaps poprzez kal-
paing niesie za soba ekspozycj¢ latentnych recepto-
row glutaminianergicznych 1 wzrost wrazliwosci
zakonczen dendrytow na dalsza stymulacje.

Biatkiem ulegajacym proteolizie kalpainowej
w wyniku aktywnosci synaptycznej jest takze
PSD-95, gléwne biatko zaggszczen postsynaptycz-
nych, wlaczone w architektur¢ synaps pobudzaja-

cych. Bialko PSD-95 zwiazane jest zarowno z do-
meng C-koncowa receptorow NMDA, jak i biatka-
mi cytoszkieletowymi oraz z czasteczkami syg-
nalowymi. Proteoliza PSD-95, utatwiona przez obe-
cnos¢ kalpainy w tym samym przedziale neuronu,
moze modulowac¢ transmisj¢ synaptyczna.

Punktem uchwytu zaleznej od wapnia proteolizy
moga by¢ rowniez same biatka receptoréw postsy-
naptycznych. Wykazana eksperymentalnie zdolnosé
kalpainy do modyfikacji podjednostek GluR 1 i GluR2
glutaminianergicznego receptora typu AMPA, czy
podjednostki NR2A receptora NMDA, moze wply-
na¢ hamujaco na odbiodr sygnatéw docierajgcych do
neuronu. Nie ma jednoznacznego pogladu, czy zja-
wisko to nalezy do fizjologii/plastycznosci synapsy,
czy tez wystepuje jedynie w stanach patologicznych.

Kolejnym waznym mechanizmem modyfikacji
przekaznictwa sygnalow z receptorow blonowych
jest aktywacja/dezaktywacja bialek sygnatowych
przy udziale kalpainy. W przypadku kinazy biatko-
wej C zmiana polega na odcigciu takicj czgsci
biatka, ktora pierwotnie jest odpowiedzialna za ha-
mowanie aktywnosci katalitycznej, a pod wplywem
aktywatorow odslania centrum aktywne. Podjed-
nostka katalityczna, zwana kinaza biatkowa M (PKM),
jest nadal forma aktywna, aczkolwiek wylaczong
spod kontroli wtérnych przekaznikéw. Teoretycz-
nie, PKM moze fosforylowa¢ inne, dodatkowe kla-
sy substratow, nieosiggalnych dla form natywnych,
zwiazanych funkcjonalnie z btonami i zaleznych od
kofaktorow. Potwierdzeniem funkcjonalnej aktyw-
nosci PKM w przedziale postsynaptycznym jest
wzrost wapniowo-niezaleznej aktywnosci kinazo-
wej po indukcji wzmocnienia synaptycznego. We-
dtug opinii niektorych badaczy, opartych jedynic na
spekulacjach, wlasnie forma PKM odpowiada za
dlugotrwate modyfikacje uwalniania neuroprzekaz-
nikéw z czgsci presynaptycznej neuronu. W podob-
ny sposéb moga by¢ modulowane inne kluczowe
kinazy biatkowe i fosfatazy, ktére w wyniku proteo-
lizy zmieniaja wewnatrzkomorkowe $ciezki trans-
dukcji sygnalow. Nie sposdb pomingé takze roli
ograniczonej proteolizy komponent kompleksow
adhezyjnych takich jak NCAM (ang. neuronal cell
adhesion molecule) i FAK (ang. focal adhesion mo-
lecule). Powstajace fragmenty natywnych bialek mo-
ga modyfikowac proces transdukcji sygnalow na szla-
kach specyficznie aktywowanych przez te kompleksy.

Kaspazy

Kaspazy, podobnie jak omowione wyzej kalpai-
ny, s3 proteazami cysteinowymi, ekspresjonowany-
mi konstytutywnie we wszystkich komoérkach orga-
nizméw zywych. Enzymom tym przypisuje sig
kluczowa role w przebiegu efektorowej, nieodwra-
calnej fazy apoptozy (3, 29].
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Wszystkie poznane dotad kaspazy (> 14, w tym
12 zidentyfikowanych u czlowieka) syntetyzowane
sa w komorce jako nieaktywne prekursory (zy-
mogeny), skladajace si¢ z dwodch podjednostek
(~20 kDa — ~10 kDa) potaczonych krotkim odcin-
kiem (tacznikiem) oraz z tak zwanej prodomeny,
polipeptydu o réznej dlugosci. Prodomena utrzymu-
je kaspazy w formie zymogenow i jest odszczepiana
w czasie aktywacji. Aktywne enzymatycznie formy
kaspaz powstaja w wyniku autoproteolizy enzymu,
lub tez ograniczonej proteolizy przez inne kaspazy.
Kaspazy posiadajace tak zwane duze prodomeny, to
jest kaspaza— 1, 2, 8, 9, 10, ulegaja autokatalitycz-
nej aktywacji poprzez interakcje ze specyficznymi
biatkami adaptorowymi, ktére uczestnicza w prze-
kazywaniu sygnatu proapoptotycznego.

Na inny niz autokataliza mechanizm aktywacji
prokaspaz wskazuja badania dotyczace udziatu
w apoptozie bialka CED 4 u C. elegans i jego ho-
mologu, biatka Apaf wystgpujacego w komorkach
ssakow. Postuluje sig, ze prokaspazy w komoérkach
nie zastymulowanych do apotozy wyst¢puja w po-
Iaczeniu z hamujacymi apoptozg biatkami z rodziny
Bcl-2, ulokowanymi na btonach struktur subkomor-
kowych. W wyniku zadziatania proapoptotycznego
sygnalu dosztoby do oddysocjowania biatka Bcl-2
1 utworzenia nowego kompleksu, tzw. apoptosomu,
utworzonego z prokaspazy, biatka Apaf-1 i cytochro-
mu ¢ uwolnionego z mitochondriéow. W obecnosci
ATP, po nie do konca poznanych zmianach konfor-
macji biatek, uwolniona zostataby aktywna kaspaza
9. Aktywne kaspazy, zwane niekiedy inicjujacymi
(kaspaza 2, 8, 9, 10), aktywujg w kaskadzie proteoli-
tycznej kolejne kaspazy tzw. wzmacniajace i wyko-
nawcze (kaspaza 3, 6, 7), ktore przeprowadzaja pro-
teoliz¢ wewnatrzjadrowych substratow biatkowych.

Chociaz ogdlny schemat budowy kaspaz jest
podobny, to mozna je zgrupowa¢ w dwie podstawo-
we, filogenetycznie pokrewne podrodziny, ktérych
prototypami sa kaspaza 1 — (ICE) i kaspaza 3 —
(CPP32, apopaina). Wydaje sig, ze w przeciwien-
stwie do CPP32, uczestnictwo kaspaz z podrodziny
ICE nie jest istotne dla przebiegu apoptozy, chociaz
sprawa ta jest ciagle przedmiotem dyskusji. Szcze-
golne cechy budowy czasteczki kaspaz, ich po-
wszechne wystgpowanie, a takze zdolnos¢ do prze-
prowadzania proteolizy réznych strukturalnie i fun-
kcjonalnie biatek, s3 podstawowymi czynnikami
decydujacymi o ich istotnej roli w apoptozie.

Wszystkie kaspazy rozszczepiaja polipeptydy
w sposob wysoce selektywny, w specyficznym kon-
tek$cie reszt aminokwasowych (za reszta asparagi-
nowa). Substratami kaspaz sa liczne biatka cytopla-
zmatyczne i jadrowe, a ich proteoliza moze prowa-
dzi¢ zaréwno do aktywacji, jak tez hamowania
petnionych przez nie funkcji.

Prowadzone od lat badania specyficznosci po-
szczegblnych kaspaz sa na ogot wykonywane w ukla-

dach bezkomoérkowych. Badania te wskazuja, ze
niektore kaspazy maja zdolno$é degradacji wielu
substratow, inne tylko bardzo okreslonych. Nadal
nie jest jasne, jak te procesy zachodzg w warunkach
fizjologicznych. Wydaje si¢, ze podczas apoptozy
w wigkszosci komoérek proteolizie podlegaja: lami-
na — bialko strukturalne blony jadrowej, polimeraza
polifADP-rybozy] (PARP), zalezne od DNA kinazy
biatkowe, topoizomeraza I, II, kinazy biatkowe
PAK (ang. p21Ras activated kinase), kinaza FAK
(ang. focal adhesion kinase) i biatka cytoszkieletu —
fodryna i aktyna. Produkt degradacji fodryny o cig-
zarze 120 kDa jest uznawany jako wyznacznik apo-
ptotycznej aktywacji kaspaz. Ponadto, potencjal-
nymi substratami kaspaz jest szereg bialek, ktore
decyduja o prawidlowym przebiegu cyklu komor-
kowego i o przekaznictwie sygnatow [18].

Proteasom

Jednym z gléwnych pozalizosomalnych szlakow
degradacji bialek jest proteasom, obecny w cytopla-
zmie i1 jadrze wszystkich zbadanych do chwili obec-
nej komorek eukariotycznych. Jest to duzy ATP-za-
lezny kompleks proteolityczny o masie rzgdu 650-700
kDa. Dwie gtéwne formy proteasomu w komorce to
biatka o statej sedymentaciji 20S i 26S. Wystepujg
one w stanie dynamicznej rownowagi i charaktery-
zuja si¢ szerokim spektrum aktywnosci proteolity-
cznej. Proteasom 20S tworzy proteolityczny rdzen
kompleksu. Do jego koncéw przylaczone sa dwa
asymetryczne kompleksy regulatorowe o stalej se-
dymentacji 19S. Kompleksy regulatorowe zawie-
rajg ok. 15-20 réznych podjednostek posiadajacych
aktywnosci ATP-az, aktywnosci umozliwiajace
wigzanie ubikwityny oraz aktywnosci izopeptydaz.
Podjednostki o aktywnosci ATP-az prawdopodob-
nie biorg udziat w dysocjacji i rozfatdowywaniu
substratow biatkowych przed ich translokacjg do
rdzenia proteolitycznego. Inne podjednostki zaan-
gazowane sa w rozpoznawanie substratow biatko-
wych, niosacych sygnaly do rozpoczg¢cia degrada-
cji. Kowalencyjne przyltaczenie ubikwityny, matego
(76 aminokwasow), powszechnie wystgpujacego
biatka globularnego, do wlasciwego biatka substra-
towego jest zasadniczym, cho¢ nie wylacznym syg-
natem do proteolizy. W kaskadowym procesie ubik-
witynacji biatek, zachodzacym przy udziale ATP,
uczestniczg co najmniej trzy enzymy: aktywujacy
ubikwityne, taczacy si¢ z aktywowang ubikwityna
oraz enzym przenoszacy ja na biatkowy substrat
badz bezposrednio, badz w wyniku wspotdziatania
z ligaza ubikwitynowa. Zubikwitynowane substraty
biatkowe dzigki formie 26S ulegaja degradacji do
krotkich polipeptydow, z ktorych wigkszos¢ jest dalej
degradowana przez komorkowe egzopeptydazy [4].

O wiele mniej poznana jest rola uktadéw proteo-
litycznych, opartych na samodzielnych proteaso-
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mach 20S i na niezaleznych od ubikwityny syste-
mach znakujacych substraty. W warunkach in vitro
proteasom 208 przejawia 3 gtdéwne aktywnosci pro-
teolityczne: trypsyno-podobna, chymotrypsyno-po-
dobna oraz aktywnos$é hydrolizujaca wigzania pep-
tydyloglutamylowe. Ponadto proteasom 20S posia-
da jeszcze co najmniej dwie dodatkowe aktywnosci
proteolityczne, polegajace na hydrolizie wigzan
miedzy aminokwasem rozgal¢zionym np. leucyng
a innym, oraz wigzan mi¢dzy aminokwasem matym
i obojetnym elektrycznie np. glicyna a innym. Sko-
ordynowane dziatanie calego spektrum aktywnosci
prezentowanych przez ten ukiad prowadzi do szyb-
kiego rozpadu wickszosci wigzan peptydowych
w kazdym biatku. Réznorodno$é aktywnosci prote-
olitycznych sugeruje wysoce selektywna i znaczaca
rolg proteasomu w komodrkowych procesach bio-
chemicznych. Niestety, brak selektywnych inhibito-
réw blokujacych funkcje proteasomu w zdrowych
komoérkach uniemozliwia okreslenie jego specyficz-
nych funkcji fizjologicznych. Nasza dotychczasowa
wiedza o substratach proteasomu gtéwnie pochodzi
z badan in vitro.

Kompleks proteasomowy 26S zaangazowany
jest gtownie w degradacj¢ nieprawidtowo zbudowa-
nych i zdenaturowanych biatek, oraz licznych bia-
fek komoérkowych o krotkim okresie pottrwania,
istotnych w procesie proliferacji i regulacji cyklu
komorkowego. Ponadto proteasomy 26S bezposred-
nio wplywaja na regulacj¢ transkrypcji genow przez
przeksztatcenie czynnika transkrypcyjnego NFkB
1 degradacj¢ jego inhibitora IkB, jak réwniez przez
proteoliz¢ innych czynnikéw transkrypcyjnych ta-
kich jak c-Fos i c-Jun. Ostatnio wykazano $ciste po-
wigzanie aktywnosci proteasomu z kontrolg cyklu
podziatowego 1 programem $mierci komérkowe;.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze proteasom 268 zaj-
muje kluczowa pozycj¢, dziatajac jako ,przetacznik”
decydujacy o losach komorki, o tym czy komorka
przystapi do proliferacji, czy tez podda si¢ apoptozie.
Zahamowanie aktywnosci proteasomu w komorce
prowadzi do aktywacji lub inhibicji apoptozy, a wzdr
odpowiedzi zalezy prawdopodobnie od dojrzatosci
1 zréznicowania komorki. I tak, w komoérkach proli-
ferujacych inhibicja prowadzi do aktywacji apopto-
zy, natomiast w komoérkach nie dzielacych sig takich
jak limfocyty T czy neurony, do jej inhibicji [6, 16].

Liczne obserwacje wskazuja, ze zaburzenie fun-
keji proteasomu jest przyczyna akumulacji bialek
o nieprawidtowej strukturze i powstawania ich nie-
rozpuszczalnych agregatow. Powstawanie takich
agregatow biatkowych obserwuje si¢ w schorzeniach
degeneracyjnych uktadu nerwowego. Zagadnienie
to zostanie szerzej oméwione w dalszej czgsci.

Proteazy zewngtrzkomorkowe

Proteoliza zewnatrzkomoérkowa stata si¢ przed-
miotem intensywnych badafi neurobiologicznych
dopiero w ostatniej dekadzie, po odkryciu roli tego
procesu w plastycznosci i neurogenezie mozgu.
Podstawowga funkcjg zewnatrzkomoérkowych enzy-
moéw proteolitycznych jest modulacja interakcji po-
mi¢dzy komorkami a ich otoczeniem, na drodze
ograniczonej degradacji biatkowych komponent
macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM), receptorow
btonowych i cytokin. Proteazy zewnatrzkomorkowe
naleza w wigkszosci do dwoch gtéwnych klas enzy-
moéw proteolitycznych, jakimi sa metaloproteazy
(MMPs) i proteazy serynowe [11]. Enzymy te syn-
tetyzowane sa w komorkach 1 w formie prekurso-
réw uwalniane do przestrzeni zewnatrzkomorko-
wej, gdzie ulegaja aktywacji poprzez proteolityczne
cigcie w rejonie propeptydu. Obie klasy proteaz sa
precyzyjnie regulowane na poziomie transkrypcji
i translacji. Dodatkowym potranslacyjnym mecha-
nizmem kontroli aktywnosci proteolitycznej sa po-
ziomy specyficznych inhibitoréw proteaz, ktore ra-
zem z samymi enzymami ksztaltuja biochemiczng
charakterystyke ECM. W przypadku aktywatorow
plazminogenu sa to inhibitor typu I i typu II (PAI-1
i PAI-2). Natomiast inhibitorami aktywno$ci MMPs
sa inhibitory tkankowe tzw. TIMPy, nalezace do
rodziny sekrecyjnych biatek wiclofunkcyjnych, a obe-
jmujacych 4 biatka (TIMP-1 do TIMP-4) z 30-40%
podobienstwem sekwencji. Wszystkie TIMP-y inhi-
buja aktywne formy wickszosci MMPs przez tworze-
nie z nimi kowalencyjnych kompleksow.

W osrodkowym uktadzie nerwowym kluczo-
wym reprezentantem klasy proteaz serynowych jest
tkankowy 1 urokinazowy aktywator plazminogenu
(tPA 1 uPA), odpowiedzialny za przeksztalcenie nie-
aktywnego prekursora proteazy — plazminogenu
w aktywng plazmine, proteaz¢ zdolng do degradacji
wigkszo$ci biatek zewnatrzkomérkowych.,

Klas¢ metaloproteaz reprezentuje w chwili obec-
nej 26 zaleznych od Zn?* endopeptydaz, nalezacych
do 4 podstawowych grup: Zzelatynaz, kolagenaz,
stromielizyn 1 metaloproteaz typu btonowego. Me-
chanizm aktywacji metaloproteaz nie jest wyjasnio-
ny do konca. Wyniki badan biochemicznych i mole-
kularnych wskazuja, ze aktywatorem niektérych
metaloproteaz jest plazmina. Nie mozna wykluczy¢
réwniez innych enzymow umiejscowionych na ze-
wngtrznej powierzchni komorki, jak 1 udziatu me-
chanizmu autokatalitycznego. Rola plazminy w akty-
wacji MMPs wskazuje na sciste wspoldziatanie obu
omawianych uktadéw proteolitycznych.

Przemodelowanie struktur macierzy zewnatrz-
komoérkowej na drodze proteolizy jest niecodzow-
nym warunkiem rozwoju uktadu nerwowego, a wigc
proceséw proliferacji, morfogenezy, czy migracji.
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Zwigkszona ckspresja aktywatora plazminogenu
w stozkach wzrostu hodowanych neurondéw obwo-
dowych, czy podwyzszony poziom tego aktywatora
w komorkach ziarnistych dojrzewajacego mozdzku
sugeruja, ze proteoliza zewnatrzkomoérkowa z udzia-
lem plazminy moze ulatwia¢ wzrost neurytow
w czasie rozwoju ontogenetycznego [24]. Niekon-
trolowany wzrost aktywnosci MMPs i intensywna
degradacja ECM, obserwowana na przyktad w sta-
nach zapalnych i reaktywnych osrodkowego uktadu
nerwowego, moze prowadzi¢ do $mierci komorek
na drodze apoptozy (anoikis) przez utrat¢ kontaktu
Z macierzg zewnatrzkomorkowa [21].

Rola enzymoéw proteolitycznych w patologii
oSrodkowego ukladu nerwowego

Podczas gdy aktywnos$¢ enzymow proteolitycz-
nych w warunkach fizjologicznych podlega $cistej
regulacji, to w stanach patologicznych zardéwno
ostrych, jak i przewlektych, dochodzi do zaburzenia
mechanizmow kontrolnych oraz nadmiernej stymu-
lacji procesu. W takich warunkach enzymy demon-
struja niekontrolowana sit¢ proteolityczng, ktdra
moze stac si¢ przyczyng intensywnego katabolizmu
biatek komdrkowych. Przedtuzony proces proteoli-
tyczny moze prowadzi¢ do powaznego uszkodzenia
cytoszkieletu komorki, bton plazmatycznych, do za-
burzenia transportu aksonalnego, zaburzenia we-
wnatrzkomorkowej transdukeji sygnaldw, a dalej do
utraty integralnosci 1 $mierci neurondéw. Jednym
z najcie¢zszych 1 najczg¢sciej wystgpujacych ostrych
czynnikéw uszkadzajacych uklad nerwowy jest
niedokrwienie mézgu. Moze ono wynika¢ z wielu
przyczyn zaburzajacych przeptyw krwi 1 powo-
dujacych odcigeie doptywu tlenu i glukozy.

Niedokrwienie mozgu

Jesli epizod niedokrwienny nie doprowadza bez-
posrednio do $mierci organizmu, to indukuje w do-
tknigtych nim komodrkach reakcje ,kryzysowe”.
W zaleznos$ci od charakteru i gradacji pierwotnego
uszkodzenia ischemicznego, po przywrdceniu kraze-
nia reakcje te moga doprowadzi¢ do regeneracji
tkanki, albo z przyczyn nie do konica poznanych
moga indukowa¢ w okreslonych okolicach mézgu
opdzniong $mier¢ poischemiczng o cechach apoptozy.

W przypadku cigzkiego uszkodzenia, z nieod-
wracalnym wyczerpaniem rezerw energetycznych,
reakcje ,kryzysowe” moga przyczyni¢ si¢ do cli-
minacji komorek w mechanizmie nekrotycznym.
W niektorych klinicznych postaciach niedokrwienia,
takich jak udar mézgu, neurony w centrum uszko-
dzenia niedokrwiennego ging na drodze nekrozy,
natomiast w okolicy otaczajacej to ognisko, tzw. pe-
numbrze, aktywowane sg szlaki prowadzace do teo-
retycznie odwracalne] apoptozy. Jest sprawg oczy-

wista, ze poznanie podtoza procesdéw zachodzacych
w niedokrwionej tkance nerwowej, jest szczegolnie
istotne dla wypracowania efektywnych schematéw
terapeutycznych.

Liczne przestanki, ktore sa efektem wieloletnich
badan doswiadczalnych wskazuja, ze patologia nie-
dokrwienia jest zwigzana z naptywem ;jondéw wap-
nia do komorek w nastgpstwic nadmiernego uwal-
niania neuroprzekaznikow pobudzajacych i aktywa-
cji ich receptoréw o cechach kanaléw jonowych
przepuszczalnych dla Ca?* [25]. Efekty funkcjonal-
ne, wynikajace z tak zwanego pobudzenia ekscyto-
toksycznego, w duzej mierze zalezg od aktywnosci
wapniowo-zaleznych proteaz — kalpain. Narastajaca
dysfunkcja tego wewnatrzkomérkowego sensora syg-
natu Ca?* wydaje si¢ byé jednym z pierwszych ogniw
przekazywania sygnatu patologicznego, prowadza-
cego do smierci. Badania prowadzone na przestrzeni
ostatnich lat w Pracowni Neuropatologii Molekularne;j
IMDiK jak réwniez dane literatury wskazuja, ze wias-
nie te wtormne drugorzgdowe procesy, takie jak opisana
proteoliza kalpainowa, bedace pierwszym ogniwem
zaburzen, moga odgrywacé istotna rol¢ w zwigzanych
z ischemia procesach uszkodzenia i naprawy, co wie-
cej, moga decydowac o sposobie smierci komorki (ne-
kroza czy apoptoza).

Dane doswiadczalne potwierdzaja, ze aktywacja
kalpain jest jednym z wczesniejszych etapdw zmian
indukowanych ischemia. Stymulacji Ca?*-zaleznych
proteaz towarzysza zmiany w ich lokalizacji we-
wnatrzkomoérkowej. We wszystkich badanych mo-
delach ischemii obserwowano przemieszczenie en-
zymdéw do frakcji blon i wzrost postautolitycznej
formy aktywnej [17, 33].

Preferowanym miejscem natychmiastowej pois-
chemicznej translokacji niektorych biatek sygnato-
wych sa gestosci postsynaptyczne, struktury gdzie
znajdujg si¢ liczne receptory dla neuroprzekazni-
kow 1 kanaly jonowe. Kaskady biochemiczne, indu-
kowane nadmierng aktywnoscia kalpain w prze-
dziatach synaptycznych, moga by¢ stopniowo prze-
noszone do cial komérek nerwowych powodujac
opozniona, w stosunku do bodzca, smier¢ neuro-
néw. Modulacja ukfadu transdukcji sygnatow lub
rozpad biatka cytoszkieletowego w wypustkach
nerwowych moze by¢ podstawg zaleznych od wap-
nia uszkodzen. W szczegdlnosci degradacja ele-
mentéw cytoszkieletu indukowana kalpaing moze
prowadzi¢ do patologicznych zmian morfologii ne-
uronalnej, takich jak odpaczkowywanie blon (ang.
membrane blebbing) i obkurczenie komorek, specy-
ficznych dla sSmierci apoptotycznej [5].

Uwaga licznej grupy badaczy skupita si¢ na sku-
tkach degradacji fodryny — gléwnego bialka stru-
kturalnego btony postsynaptycznej, ktore kontroluje
zardéwno ksztatt komorki jak i organizacje lipidowa
oraz biatkowg blony. Uwzglgdniajac intramolekular-
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ne asocjacje fodryny (obejmujace m.in. neurofila-
menty, aktyny, lipidy bton i inne komponenty cyto-
szkieletu oraz transblonowe receptory adhezyjne)
mozna postulowac, ze jej hydroliza jest cz¢scia me-
chanizmu patologicznej reorganizacji cytoszkieletu.
Oprécz fodryny, obserwowano takze poischemiczng
degradacje innego biatka cytoszkieletowego, a mia-
nowicie biatka zwiazanego z mikrotubulami — MAP2
(ang. microtubule associated protein) [35]. Nad-
mierna degradacja fodryny, razem z wrazliwym na
proteolize bialkiem zwiazanym z mikrotubulami
i biatkami neurofilamentéw, moze przerwac trans-
port wewnatrzkomorkowy i ostabic stabilizacj¢ cy-
toszkicletu w obszarze somatodendrytycznym. Jest
wielce prawdopodobne, ze w wielu zaburzeniach
neurodegeneracyjnych, np. w niedokrwieniu méz-
gu, urazach mdzgu, i przewleklych chorobach neu-
rodegeneracyjnych, degeneracja synaps i neurytéw
wyprzedza smier¢ neuronalng.

Z drugiej strony, zalezna od kalpainy ograniczo-
na proteoliza aktyny, spektryny, jak i samych recep-
torow glutaminianergicznych NMDA 1 AMPA, mo-
ze hamowa¢ naptyw wapnia i w pewnych warun-
kach spetnia¢ rolg waznego modulatora homeostazy
wapnia w neuronach.

Na uwage zashuguje takze obserwowana w is-
chemii proteoliza kinazy biatkowej C, prowadzaca
do powstania kinazy M oraz modulacji specyficz-
nych dla PKC odpowiedzi fosforylacyjnych [32].
Interakcj¢ pomigdzy kalpaing a PKC ulatwia pra-
wdopodobnie translokacja obu czasteczek bialko-
wych do blon komérkowych. Obecne w blonie fos-
folipidy wplywaja pozytywnie na dalsze, wzajemne
oddziatywanie obu enzyméw poprzez zmiang kon-
formacji. Kalpaina moze by¢ odpowiedzialna za po-
aktywacyjne wylaczenie PKC ze szlaku specyficz-
nie regulowanych bodzcéw wewnatrzkomérko-
wych. Znaczenie proteolitycznej modyfikacji PKC
w propagacji sygnatu ischemicznego jest nadal
przedmiotem licznych kontrowersji, spowodowa-
nych zapewne znikomym, czg¢sto niewykrywalnym
poziomem PKM w warunkach fizjologicznych.

Zalezna od jonéw Ca?* kalpaina wydaje si¢ by¢
Iacznikiem wiaZzacym krétkotrwate reakcje, zaini-
cjowane przez transmisj¢ pobudzajaca, z wystapie-
niem utrwalonych zmian transkrypcji i ekspres;ji
tzw. genéw wtornych. Spowodowane niedokrwie-
niem zmiany stopnia fosforylacji wielu substratow
PKC, podstawowych dla prawidlowego funkcjono-
wania komorki, moga na r6znych poziomach zabu-
rzy¢ funkcje neuronéw. Dane doswiadczalne wska-
zuja na udziat kalpain w apoptozie. Na przyklad,
potwierdzona ostatnio translokacja kalpain do jader
komérkowych w czasie niedokrwienia poprzez in-
terakcje¢ z czasteczka p53, aktywuje proapoptotycz-
ny gen biatka Bax.

Na podstawie powyzszych danych mozna wnio-
skowac, ze inhibicja aktywnosci kalpainy zaangazo-

wanej w ewolucje uszkodzenia poischemicznego
prowadzacego do nekrozy czy tez apoptozy, wydaje
si¢ by¢ wlasciwa i czgsto sugerowana strategia tera-
peutyczna. Tym bardziej, ze w warunkach fizjologi-
cznych kalpaina istnieje gtdéwnie w formie latentne;j,
a wigc czasowa inhibicja jej aktywnosci nie powin-
na powodowac¢ niekorzystnych efektow wtornych
[30]. Hipoteza ta znalazla poparcie w wynikach te-
stow prowadzonych w ukladach in vitro, gdzie eli-
minacja aktywnosci kalpain nie miala wplywu na
przezycie kultur tkankowych. W ostatniej dekadzie
zsyntetyzowano szereg zwiazkéw o wysokim powi-
nowactwie i stopniu selektywnosci w stosunku do
kalpain (CX216, AK275, AK295, CEP-4143), ktore
nie wykazuja niekorzystnych dziatan ubocznych.
Brak wptywu tych zwiazkéw na transmisj¢ podsta-
wowg jest dodatkowym argumentem przemawia-
jacym za brakiem aktywnosci kalpain w komoérkach
»spoczynkowych”. Podstawowym problemem jest
niedostateczna penetracja syntetycznych inhibito-
réw do komodrek nerwowych, co sprawia, ze zna-
czacy efekt protekcyjny byt osiagany jedynie po do-
moézgowym podaniu leku.

Stwierdzono doswiadczalnie, ze inhibicja prote-
olizy kalpainowej zapobiega degradacji cytoszkie-
letu, zmniejszajac réwnoczesnie poischemiczne
uszkodzenie neuronéw o 50-75%. Inhibitory kalpa-
in okazaty si¢ by¢ tak samo efektywne w hamowa-
niu apoptozy neuronalnej w niektérych formach
ekscytotoksycznosci;jak inhibitory kaspaz.

Jak juz wspomniano, poischemiczna opdzniona
eliminacja neuronéw moze zawiera¢ komponente
apoptotyczna. Wiadomo, Zze czynniki indukujace
apoptozg¢ prowadza do aktywacji kaspaz, ktore od-
grywaja kluczowa rolg w procesie programowanej
$mierci komérek [18, 28]. W zaleznosci od syg-
natéw inicjujacych, programy $mierci realizowane
sa z udzialem réznych komplekséow biatkowych
1 réznych kaspaz inicjatorowych. Dotychczas po-
znano dwa takie kompleksy — apoptosom 1 kom-
pleks DISC (ang. death inducing signalling comp-
lex). W indukowanej ischemia apoptozie neuronow
prawdopodobnie dochodzi do aktywacji apoptoso-
mu w powiazaniu z destabilizacja funkcji mitochon-
driow. Powstanie tego kompleksu powoduje akty-
wacj¢ kaskady proteolitycznej prowadzace] przez
kaspaze-3 i endonukleazg do typowej dla apoptozy
oligonukleosomalnej fragmentacji DNA. Aktywacji
kaspazy-3 towarzyszy hydroliza PARP-u — enzymu
naprawy DNA.

Innym biatkiem substratowym degradowanym
proteolitycznie w czasie apoptozy jest biatko cyto-
szkieletu — fodryna. Konsekwencje hydrolizy biatek
cytoszkieletu oméwiono w akapicie opisujacym kal-
painy. Do konca nie jest jasne, ktore z pozostatych
substratow kaspaz sa degradowane w procesie pois-
chemicznej apoptozy neuronéw. Biorac pod uwagg
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role, jaka petnig one w zdrowych komérkach, ocze-
kuje sie, ze ich hydroliza moze mie¢ istotne skutki
proapoptotyczne. Kinazy biatkowe PAK, regulujace
migdzy innymi aktywno$¢ kinaz z rodziny MAP, sg
rowniez waznymi regulatorami cytoszkieletu. Kina-
za FAK znajduje si¢ w kompleksach w plytkach ad-
hezji komorkowe;j. Petni ona wazng rol¢ w przeka-
zywaniu sygnalow inicjowanych przez integryny
i neuropeptydy. Proteoliza kinaz bialkowych PAK
i FAK przez kaspazy, prowadzi do zaburzonej fos-
forylacji bialek komoérkowych, ktére uczestnicza
w waznych szlakach sygnatowych. Wydaje sig, ze
skutkiem zaburzenia tych sygnaléw moze by¢ pato-
logiczne faldowanie bton komérkowych, rozpad pty-
tek adhezyjnych, cofanie si¢ wypustek i rozpad pota-
czen migdzykomorkowych, ktére naleza do pierw-
szych objawow apoptozy. Z kolei degradacja przez
kaspazy aktyny i lamin jadrowych, wystgpujaca we
wczesnym etapie apoptozy, moze by¢ odpowiedzial-
na za uwolnienie endonukleaz, ktére uczestnicza
we fragmentacji jadrowego DNA. Proteoliza ;jedne;j
z podjednostek endonukleazy DFF-45 prowadzi do
jej aktywacji i jest prawdopodobnie przyczyna cigcia
DNA na fragmenty wielkosci nukleosomu.

Kaspazy byty prawdopodobnie jednymi z pierw-
szych obiektOow strategil terapeutycznej, majacej na
celu modulacj¢ procesu apoptozy [20, 22]. Progra-
my syntezy inhibitoréw kaspaz byly realizowane
przez firmy farmaceutyczne jeszcze przed odkry-
ciem ich roli jako egzekutoréw S$mierci. Pierwsze
proby dotyczyly inhibicji enzymu przeksztalcaja-
cego interleuking-1f (ICE, lub kaspaza 1) odpowie-
dzialnego za aktywacj¢ cytokin pro-zapalnych. Po
udokumentowaniu roli kaspazy 3 jako egzekutora
$mierci, rozpoczg¢to prace nad synteza inhibitorow
tego enzymu. Dost¢pne w chwili obecnej inhibitory
kaspazy-3, syntetyzowane jako pochodne ketonow
peptydowych (Z-Vad-Fmk, Y Vad-fmk 1 Devd-Fmk),
okazaly si¢ by¢ niezbyt selektywne. Inhibicja ka-
spaz wykazala znaczaca skuteczno$¢ w doswiad-
czalnym niedokrwieniu takich narzadéw jak serce,
watroba, jelita, nerka 1 mézg. We wszystkich przy-
padkach zaobserwowano obnizenie stopnia apopto-
zy i dluzsze przezycie. W moézgu pole uszkodzenia
ulegato zmniejszeniu o 50-60%.

Na podstawie tych danych wydawaé si¢ moglo,
ze inhibicja kaspaz w ischemii czy to na drodze far-
makologicznej, czy molekularnej, moze zatrzymac
neurodegeneracj¢. Zaprzeczeniem tej hipotezy byla
obserwacja, ze w wigkszosci kultur tkankowych in-
hibicja kaspaz oferowata jedynie przejsciowa prote-
kcje i komorki umieraty w wyniku nieodwracalnych
zmian na poziomie mitochondriéw, na drodze nie-
zaleznej od kaspaz. By¢é moze w tych przypadkach
dochodzito do aktywacji alternatywnych drég pro-
wadzacych do apoptozy, np. takich jak dyskutowa-
ny ostatnio czynnik indukcji apoptozy — AIF (ang.
apoptosis inducing factor).

Nalezy pamigtac takze, ze w proces indukowa-
nej ischemig apoptozy (jak i nekrozy) zaangazowa-
na jest takze zalezna od wapnia proteaza — kalpaina
[26]. Okreslenie roli kalpain i kaspaz w poischemi-
cznej $mierci neurondéw jest niezwykle skompliko-
wane przez wzajemne interakcje obu uktadow [2,
15]. W badaniach in vitro zaobserwowano, ze prote-
oliza przez kalpaing pewnych kaspaz (kaspazy 7, 8
19) prowadzi do zahamowania aktywnosci tych en-
zymoOw. Zupelnie inny efekt dziatania kalpainy opi-
sano w przypadku proteolizy kaspazy-3 w modelu
niedokrwienia in vivo. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze proteoliza kalpainowa ma utatwia¢ dalsza hydro-
lize kaspazy-3 do formy aktywnej. Z kolei kaspa-
za-3, proteolizujac wraz z kalpaing endogenny inhi-
bitor kalpainy — kalpastatyn¢, moze posrednio przy-
czyni¢ sie do stymulacji aktywnosci proteolitycznej
po epizodzie niedokrwiennym. Rozstrzygnigcie, ktory
enzym petni dominujaca rol¢ w aktywacji proteoli-
tycznej kaskady poniedokrwiennej, na obecnym
etapie wiedzy nie wydaje si¢ mozliwe.

W podsumowaniu tych rozwazan nalezy zazna-
czy¢, ze mimo pozytywnych wynikéw dotychczaso-
wych badan eksperymentalnych, inhibitory kaspaz
i kalpain nie znalazly zastosowania dla zahamowa-
nia ewolucji uszkodzenia po niedokrwieniu w klini-
ce. Ze wzgledu na lawinowa, roéwnolegly aktywacje
calego szeregu reakcji wtornych w krotkim czasie
po rozpoczgciu niedokrwienia oraz ze wzgledu na
skomplikowane wspétzaleznosci réznych, potencja-
Inie uszkadzajacych drog sygnatowych, zablokowa-
nie jednego tylko lancucha reakcji z pewnoscia nie
bedzie wystarczajace. Jednym z mozliwych roz-
wigzan wydaje si¢ by¢ kombinacja lekow, bloku-
jacych réwnoczesnie kilka mechanizméw (np. blo-
kery uwalniania glutaminianu czy substancje blo-
kujace powstawanie wolnych rodnikéw lacznie
z inhibitorami proteolizy).

W przeciwiefistwie do bogatej literatury doty-
czacej proteaz cysteinowych, niezwykle skape dane
doswiadczalne wskazuja na zaangazowanie protea-
somu w rozw¢j uszkodzen wywotanych niedo-
krwieniem. Generalnie — odwrotnie niz w przypad-
ku proteaz cysteinowych, zahamowanie funkcji pro-
teasomu prowadzi do uszkodzen komoérkowych.
Sugeruje si¢, ze w warunkach obnizonego poziomu
ATP dochodzi do zahamowania funkcji proteolity-
cznej tego uktadu, a wigc zahamowania proteolizy
potencjalnych substratoéw jakimi sq biatka proapop-
totyczne, tj. p53, cyt ¢, bid i bax [1]. Ustalenie roli
proteasomu w scenariuszu poniedokrwiennej Smier-
ci wymaga dalszych intensywnych badan.

Przeprowadzone w ostatnich latach badania me-
chanizméw $mierci neuronéw po przebytym stresie
niedokrwiennym, wskazuja na istnienie dodatniej
korelacji migdzy aktywnoscia zewnatrzkomoérko-
wych enzymdw proteolitycznych, a dynamika Smier-
ci komoérek nerwowych w réznych modelach ische-
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mii [14]. W autopsyjnym badaniu mozgdéw ludzkich
podwyzszone poziomy MMPs utrzymywaly sig je-
szcze kilka dni, a nawet kilka miesigcy po przeby-
tym udarze. Silnym poparciem roli MMP-9 w nie-
dokrwieniu sa wyniki badan prowadzone na pozio-
mie molekularmnym — u myszy pozbawionych genu
kodujacego to biatko znacznie zmniejszato si¢ pole
uszkodzenia ischemicznego.

Degradacja bialeck ECM przez metaloproteazy
i aktywatory plazminogenu jest przyczyna zaburze-
nia prawidlowej interakcji komorek z macierza, co
jest warunkiem przezycia wielu typéw komorek,
w tym komorek neuronalnych. O znaczeniu konta-
ktu komponent obu przedziatow, oddzielonych blo-
ng komorkowa, moga swiadczyé wyniki badan in
vitro wskazujace, ze zaburzenie interakcji komorka-
-macierz indukuje apoptoz¢ w wielu uktadach do-
$wiadczalnych. Badania prowadzone w Pracowni
Neuropatologii Molekularnej, wykazaty korelacje
aktywnosci metaloproteazy-9 i degradacji jednego
z bialek macierzy — lamininy, z topografia opdznio-
nych zmian neuronalnych wywotanych niedokrwie-
niem mozgu [34]. Konsekwencja aktywacji MMPs
jest zmiana adhezji komérek do ECM 1 zaburzenie
sygnalu integrynowego stymulujacego prozyciowy
szlak PI3/Akt. Proteolityczna modyfikacja nie-re-
ceptorowe] kinazy FAK, obserwowana przez nas
w tych samych doswiadczeniach, moze wskazywaé
na zaburzenia informacji przekazywanej z ECM do
systemoOw sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej.

Wazrost aktywnosci MMPs, w modelu ischemii
ogniskowej, prowadzi do degradacji blony podstaw-
nej 1 przerwania ciaglosci bariery krew-mozg, ulat-
wiajac tym samym przenikanie elementéw morfoty-
cznych krwi do mozgu. Nalezy wspomnieé, ze
biatko bariery ZO-1 jest substratem MMP-9. Poda-
nie inhibitoréw MMPs powoduje utrzymanie ciag-
osci bariery, zmniejszenie ogniska ischemicznego
1 redukcje obrzgku mozgu [23].

Liczne inhibitory MMPs znajduja si¢ obecnie
w stadium prob preklinicznych i klinicznych, jed-
nak ich zastosowanie ukierunkowane jest gldwnie
na leczenie takich schorzen jak arterioskleroza, ar-
tretyzm, stany zapalne oraz w onkologii 1 stomato-
logii. Uzycie tych zwiazkow jako czynnikow prote-
keyjnych w niedokrwieniu nie posunglo si¢ poza
fazg eksperymentow na modelach zwierzgcych.
Pewna ostroznos$¢ w stosowaniu tej strategii w cho-
robach uktadu nerwowego dyktuje pozytywna rola
aktywacp metaloproteaz, wyrazajaca sig¢ przysple-
szeniem powrotu plastycznosci aksonow i dendry-
tow po ostrym niedokrwieniu.

Proteaza zewnatrzkomorkowa stosowang z du-
zymi ograniczeniami w patologii udaru niedo-
krwiennego u ludzi jest rekombinowany aktywator
plazminogenu (rtPA). Dziatanie tego aktywatora po-
lega na aktywacji trombolizy poprzez przeksztalce-
nie plazminogenu w aktywna plazming. Z pozytyw-

nym skutkiem mozna go stosowaé w czasie nie
przekraczajacym 3-¢j godziny od momentu wysta-
pienia epizodu ischemicznego i w warunkach perfe-
kcyjnego monitorowania stanu pacjenta. Ogranicze-
nia te eliminujg mozliwosci stosowania takiego po-
stgpowania w Polsce. W USA terapig taka prowadzi
si¢ jedynie u 3% pacjentow z udarem. Efektem ubocz-
nym terapii jest aktywacja metaloproteazy MMP-9,
co moze doprowadzi¢ do wylewu krwotocznego
w wyniku degradacji blony podstawnej naczyn [8]
Potrzeba chwili jest uwzglgdnienie mozliwosci in-
terakcji obu uktadéw proteolitycznych przy opraco-
wywaniu nowej strategii terapeutycznej. Racjonalne
przestanki wskazuja, ze niepozadanym skutkom te-
rapii mogloby zapobiec podawanie rtPA razem ze
specyficznym inhibitorem MMP-9.

Enzymy proteolityczne w neurodegeneracjach
przewleklych

Badania molekularne nad patologia moézgu
wskazuja na zaangazowanie ukladow proteolitycz-
nych takze w rozwdj proceséw neurodegeneracyj-
nych o charakterze przewlektym. Do grupy choréb
zwyrodnieniowych moézgu tradycyjnie wilacza sig¢
wszystkie postgpujace niejasne etiologicznie zespoty,
w ktorych istota procesu sa zmiany dystroficzne
1 zanikowe elementéw uktadu nerwowego. W prze-
biegu choroby zniszczeniu ulegaja komorki nerwo-
we z wypustkami. Proces patologiczny dotyczy okre-
$lonych okolic lub catego ukladu nerwowego. Przy-
ktadami choréb zwyrodnieniowych sa: 1) choroba
Alzheimera (AD), 2) stwardnienie rozsiane (MS),
3) choroba Parkinsona (PD) czy 4) Huntingtona (HD).
Bez wzgledu na rézna etiologie, wszystkie te stany
charakteryzuja si¢ jedng wspolng cechq jaka jest ku-
mulacja nieprawidlowych biatek. Odmienno$é tych
bialek polega na zmienionej strukturze fancucha poli-
peptydowego, ktory jest albo czgsciowo zwinigty, albo
zwinigty w sposob nieprawidlowy (ang. toxic folds),
stajac si¢ czynnikiem patogennym [27, 31]. Takie
nieprawidtowe biatka maja sktonnos¢ do tworzenia
widzialnych mikroskopowo agregatow, czg¢sto o spe-
cyficznym, wlasciwym dla danego schorzenia chara-
kterze. I tak w chorobie Alzheimera sg to ptytki amy-
loidowe utworzone przez amyloid f3, w przypadku
choroby Parkinsona agregaty a-synukleiny, w cho-
robie Huntingtona — biatko huntingtina. Bialka te
charakteryzuja si¢ wysokim stopniem toksyczno$ci
w stosunku do neuronow. Patologiczna konsekwencja
powstania takich agregatéw moze by¢ zmiana trans-
portu aksonalnego, uszkodzenie cytoszkieletu 1 utrata
potaczen z komérkami docelowymi. Badania prowa-
dzone w uktadach in vitro wykazaly, ze formowanie
agregatow pewnych bialek zmutowanych podlega re-
gulacji przez kortykosteroidy i szlaki sygnatowe (np.
kinazy stresu MEKK1), a wigc wbrew wczesniej-
szym hipotezom, sugeruje to proces aktywny.
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Niezaleznie od statego postgpu badan poswigco-
nych molekularnym symulacjom struktur biatko-
wych, wiedza o mechanizmach regulujacych proces
zwijania tancuchow polipeptydowych nadal nie jest
kompletna.

Warto przypomnie¢, ze aktywne funkcjonalnie
komorki, migdzy innymi komorki neuronalne, wy-
ksztalcity ewolucyjnie silne mechanizmy zabezpie-
czajace przed neurotoksycznym efektem Zle zwinig-
tych tancuchéw polipeptydowych. Zaburzenie tego
mechanizmu z przyczyn biochemicznych czy gene-
tycznych, prowadzi do nagromadzania takich ,,nie-
chcianych” i potencjalnie szkodliwych biatek. We-
dlug ogolnie akceptowanej hipotezy, za degradacje
tych biatlek ma odpowiadaé proteolityczny uktad
wewnatrzkomorkowy proteasom-ubikwityna, a wigc
dysfunkcja tego uktadu moze by¢ istotnym czynni-
kiem patogenetycznym choréb zwyrodnieniowych [6].

Schorzenia o podtozu neurodegeneracyjnym, ta-
kie jak choroba Alzheimera, Parkinsona, a takze uda-
ry moézgu, nalezg do najbardziej uposledzajacych
zycie. Przykladem jest omowiona nieco dokladniej
choroba Alzheimera.

1) Choroba Alzheimera (AD) — jest nieuleczal-
nym schorzeniem neuro-psychiatrycznym, z poste-
pujacym uszkodzeniem funkcji poznawczych, utrata
synaps i neuronow. Odpowiada za 50-75% przypa-
dkéw demencji, wyrazajacej si¢ postgpujacym spa-
dkiem sprawno$ci intelektualnej. Jakkolwiek jest to
choroba zwigzana z podeszlym wiekiem, opisano
przypadki pojawiania si¢ jej objawow takze w wie-
ku $rednim. W obrazie morfologicznym mozgow
z AD obserwuje si¢ pozakomdrkowe ztogi amyloi-
du oraz zmiany wiokienkowe neuronéw (podwojne
helikalne filamenty utworzone z nadmiernie ufosfo-
rylowanych form zwigzanych z mikrotubulami
biatek tau). Obecnos¢ tych struktur poczatkowo za-
burza funkcj¢ neuronu, a w koficu powoduje jego
rozpad. Ubytek liczby neuronéw makroskopowo
przejawia si¢ zanikiem moézgu. Dzigki badaniom
prowadzonym na myszach transgenicznych, rozwi-
jajacych patologi¢ ptytek starczych, obserwuje si¢
znaczny postgp wiedzy dotyczacy wyjasnienia pato-
mechanizmu AD. Nalezy jednak zdawa¢é sobie spra-
we, ze eksperymentalny model choroby nie daje
pelnego obrazu patologii ludzkiej — np. u myszy nie
stwierdzono obserwowanego u ludzi charakterysty-
cznego zwyrodnienia widkienkowego neuronow.

Aktualne dane wskazuja, Ze choroba Alzheime-
ra jest uwarunkowana genetycznie i w zaleznosci od
fenotypu schorzenia jest nastgpstwem mutacji kilku
genow, tj. genow kodujacych biatko prekursorowe
amyloidu, preseniling (1 i 2) oraz alipoproteing E.
Okoto 10% przypadkéw zwigzanych jest z mutacja
genu APP Rozwazania na temat etiopatogenezy
choroby Alzheimera oparte sg na przestaniu, ze pier-

wotng przyczyna zwyrodnienia neuronéw jest od-
ktadanie si¢ ztogéw amyloidu beta (peptyd o 3942
resztach aminokwasowych) i wtorne do tego proce-
sy neurodegeneracyjne. Amyloid beta pochodzi
z proteolitycznego rozpadu transblonowego biatka
blon neuronalnych, tzw. prekursora amyloidu (APP,
ang. amyloid precursor. protein).

Istniejq przestanki wskazujace na udziat defektu
degradacji proteosomalnej w patogenezie choroby.
Poparciem takiej hipotezy sa wyniki precyzyjnych
badan biochemicznych, ktére wykazaty, ze amyloid
beta jest selektywnym niekompetycyjnym inhibito-
rem chymotrypsyno-podobnej aktywnosci proteaso-
mu, co z kolei prowadzi do wzrostu poziomu toksy-
cznej formy amyloidu. Innym czynnikiem, wska-
zujacym na zaburzenie degradacji proteosomalne;j
jest ekspresja zmutowanej formy ubikwityny w neu-
ronach mézgu z AD, ktéra wspotzawodniczy z ubi-
kwityna w procesie inicjowania degradacji biatek.
Tak wyznakowane biatka nie podlegaja hydrolizie
przez proteasom. Zaburzenie funkcji proteasomu
moze, przynajmniej czgsciowo, odpowiadac za aku-
mulacj¢ agregatow.

Na uwage zastuguje takze, sugerowane coraz
czg$ciej zaangazowanie kalpain w rozwoj choroby
Alzheimera [19]. Wzrost wewnatrzkomdrkowego
poziomu wapnia w neuronach i aktywacja kalpain
obserwowane byly w eksperymentalnych modelach
AD. Wczesne pojawienie si¢ aktywnej kalpainy, je-
szcze przed symptomami neurodegeneracji neuro-
ndéw, sugeruje mozliwos$¢ jej udzialu we wczesnej
fazie patobiologii AD. Wzrost poziomu CaZ* i akty-
wacja kalpain w kulturach tkankowych poddanych
dziataniu egzogennego amyloidu beta jest jeszcze
jednym dowodem zaangazowania kalpain w rozwo-
ju AD. Zgodnie z ostatnimi doniesieniami, jednym
z substratdow kalpain jest biatko p35, specyficzny
dla neuronow aktywator cyklino-zaleznej kinazy
(cdk5), wiaczone] w fosforylacjg¢ biatka tau. Proteo-
liza tego aktywatora prowadzi do powstania nie-
czynnego fragmentu p25 [9]. Wiadnie akumulacj¢
tego fragmentu stwierdzono w ptytkach starczych,
w mozgach pacjentéw z choroba Alzheimera. Ze
wzgledu na ciggly brak precyzyjnego okre$lenia
znaczenia aktywacji kalpainy w otg¢pieniu typu Alz-
heimera, nie podejmowano prob modulowania jej
aktywnosci w klinice.

Bialko prekursorowe amyloidu podlega hydroli-
zie przez 3 formy proteaz asparaginowych, tzw. se-
kretaz alfa, beta 1 gamma. Toksyczny amyloid beta
powstaje w wyniku proteolizy prekursora jedynie
przy udziale beta-sekretazy, zwanej inaczej BACEL.
Za udziatem sekretazy beta przemawiaja obiecujace
wyniki badan prowadzone u myszy knock-out po-
zbawionych genu kodujacego BACE]. Na podstawie
tych obserwacji mozna wnioskowaé, ze inhibicja
beta sekretazy bylaby wlasciwg strategia terapeu-
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tyczna w chorobie Alzheimera. Pomimo wielolet-
niego zaangazowania firm farmaceutycznych, do tej
pory nie udato si¢ uzyskac¢ leku przechodzacego
przez barierg krew-moézg i1 wykazujacego specyficz-
nos¢ w stosunku do sekretazy beta. W chwili obe-
cnej mozna stosowaé jedynie leczenie objawowe,
fagodzac skutki choroby.

2) Stwardnienie rozsiane (MS) — ;jest nastgp-
stwem zaburzenia uktadu immunologicznego, cha-
rakteryzujacego si¢ demielinizacja powiazang z duza
komponenta zapalng oraz wtorng patologia akso-
néw. Enzymami, ktore wydaja si¢ by¢ zaangazowa-
ne w rozwoj patologii s3 zewnatrzkomorkowe me-
taloproteazy, gtéwnie MMP-9 [11]. Aktywna MMP-9
znaleziono w ptynie mézgowo-rdzeniowym pacjen-
tow oraz w ogniskach uszkodzen. MMP-9 moze by¢
zaangazowana w degradacj¢ mieliny i bialek btony
podstawnej naczyn. Konsekwencja tego drugiego
procesu jest uprzepuszczalnienie $ciany naczyn i in-
filtracja komorek zapalnych krwi do moézgu. Po-
twierdzeniem roli metaloproteaz sa badania prowa-
dzone u zwierzat z autoimmunologicznym zapale-
niem moézgu (EAE), eksperymentalnym modelem
MS. Na podstawie pozytywnej korelacji pomigdzy
podwyzszonymi poziomami MMPs a nasileniem ob-
jawow klinicznych choroby zaklada sig istnienie pra-
wdopodobnego zwiazku przyczynowego. Mocnym
poparciem tej hipotezy jest wyrazne ostabienie zmian
chorobowych po podaniu inhibitorow MMPs. Podo-
bny efekt miato wykluczenie genu kodujacego t¢ me-
taloproteazg u zwierzat transgenicznych. Z inhibicja
MMP-9 przez interferon beta mozna laczyé sukces
terapeutyczny leczenia pacjentow tym lekiem.

Dane z literatury zwracaja takze uwagg¢ na rolg
tkankowego aktywatora plazminogenu w rozwoju
zmian chorobowych w EAE [11]. W ostrej fazie za-
palenia mézgu tPA ma podobnie jak MMP-9 dziata-
nie prozapalne, indukujac aktywne formy cytokin
prozapalnych z ich prekursoréw (np. TNF alfa).
W fazie remisji choroby moze spetnia¢ rol¢ protek-
cyjna w mechanizmie usuwania depozytow ﬁbryny,
ktore nasilaja uszkodzenie aksonalne. Pomimo ciag-
tego postgpu wiedzy dotyczacej patologii SM, jest
ona w dalszym ciagu jedynie fragmentaryczna.
Oprocz wspomnianego wyzej interferonu beta, tera-
pia przy pomocy inhibitoréw enzyméw zewnatrzko-
morkowych jest nadal w stadium badan wstgpnych.

3) Choroba Parkinsona (PD). Etiologia choro-
by Parkinsona zwiazana jest z mutacja genow kodu-
jacych alfa-synukleing (PARK-1) i biatko parkin
(PARK 2). W rozwoju tej choroby obserwuje si¢
odkiadanie agregatow synukleiny w postaci tzw.
cialek Leviego, specyficzniec w neuronach dopa-
minergicznych. Tworzenie agregatow synukleiny,
podobnie jak 1 innych agregatow biatkowych
w chorobach zwyrodnieniowych moézgu, wiazane
jest z zaburzeniem funkcji proteasomu. Inhibicja
proteasomu w komorkach neuronalnych ekspresjo-

nujacych synukleing powoduje agregacj¢ tego
bialka i prowadzi do apoptozy [13].

4) Choroba Huntingtona (HD). Rozlegle usz-
kodzenie neuronalne w korze mézgu i w prazkowiu
spowodowane jest nadmierng ekspresja poligluta-
miny, kodowanej powtarzanymi sekwencjami trinu-
kleotydu CAG (adeniny, guaniny i cytozyny). Lan-
cuchy bialkowe zawierajace poliglutaming staja si¢
biatkami toksycznymi Istniejace dane sa fragmen-
taryczne 1 wskazuja na zaburzenie funkcp proteaso-
mu [16]. Dane doswiadczalne sugeruja réwniez
udziat kaspazy-1. Zaobserwowano, ze u mutantow
pozbawionych kaspazy-1 notuje si¢ opOznione po-
jawianie si¢ agregatow. Podobny efekt miato poda-
nie inhibitora tej kaspazy.

Wydaje sig, ze racjonalnym podejsciem terapeu-
tycznym, w omowionych zwyrodnieniach przewle-
klych, byloby zablokowanie ekspresji lub tez przy-
$pieszenie degradacji bialek potencjalnie toksycz-
nych. To drugie postgpowanie daloby pozytywne
efekty tylko wtedy, jesli fragmenty degradowanych
bialek nie okazatyby si¢ by¢ bardziej patogenne niz
nietknigty fancuch biatkowy. Ze wzglgdu na sugero-
wang rol¢ dysfunkcji proteasomu we wszystkich
omawianach chorobach zwyrodnieniowych wydaje
si¢, ze aktywacja tego uktadu moglaby przyniesé
pozytywne wyniki w leczeniu wielu schorzen neu-
rodegeneracyjnych.

Wigkszosé badaczy uwaza, ze $mier¢ komorek
w przewleklych chorobach zwyrodnieniowych ma
charakter apoptotyczny. W badaniach post mortem
aktywne kaspazy znaleziono w przypadkach AD
(kaspaza 3, 6, 9), PD (kaspaza 3, 8, 9) i w chorobie
Huntingtona (kaspaza 1 i 8). Z faktu, ze apoptoza,
w przeciwienstwie do nekrozy, jest procesem prze-
dluzonym, wymagajacym aktywacji nowych genow
1 syntezy nowych bialek, wynikaja nowe mozliwo-
$ci terapeutyczne [12]. Niestety, podejmowane pro-
by protekcji komorek nerwowych przez stosowanie
inhibitoréw kaspaz nie daty do tej pory jednoznacz-
nych wynikéw, miedzy innymi ze wzglgdu na brak
selektywnosci. W ukladach modelowych inhibitory
kaspaz jedynie op6zniaja utrat¢g neurondéw, zwalnia-
jac przebieg neurodegeneracji. Nalezy mie¢ peina
swiadomos¢, ze modele zwierzgce odzwierciedlaja
jedynie pewne aspekty choroby, ale zaden z nich nie
daje odbicia catoksztaltu patologii ludzkiej. Dalsza,
wnikliwa analiza mechanizméw lezacych u podloza
choréb zwyrodnieniowych z pewnoscia przyczyni
si¢ do znaczacego postgpu w opracowaniu skutecz-
nych metod terapii.
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