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1. Wprowadzenie

1. Wprowadzenie

1.1 Metabolizm homocysteiny

Homocysteina (Hcy) jest niebiatkowym aminokwasem siarkowym. Jedynym
znanym zrédlem homocysteiny w ludzkim organizmie jest metionina (Met) pochodzaca z
biatek przyjmowanych z pokarmem (mig¢so, mleko, jaja itp.). Metionina jest uwalniana z
biatek w ukladzie trawiennym, a nast¢pnie jako wolny aminokwas jest transportowana
wraz z krwig do poszczegdlnych organdw i pobierana przez komodrki. Wewnatrz komorek,
metionina jest wykorzystywana do syntezy nowych bialtek, a takze S-adenozylometioniny
(SAM), uniwersalnego donora grup metylowych, w tzw. cyklu aktywowanego metylu,
podczas ktérego powstaje rOwniez homocysteina.

Aktywacja metioniny do SAM zachodzi przy udziale adenozylotransferazy metioninowej
(EC 2.5.1.6). Reakcja polega na przeniesieniu grupy adenozylowej z ATP na atom siarki
metioniny. Grupa metylowa metioniny jest aktywowana na skutek przyjecia dodatniego
fadunku przez sasiedni atom siarki, co sprawia, ze SAM jest czasteczkg bardzo reaktywna.
Nastgpnie grupa metylowa z SAM jest przenoszona przez metylotransferazg na akceptor
(np. cytozyng w DNA). W ten sposob z SAM powstaje S-adenozylohomocysteina (SAH),
ktora w reakcji katalizowanej przez hydrolazg S-adenozylohomocysteiny (EC 3.3.1.1)
ulega hydrolizie do Hcy i adenozyny. Enzymatyczna hydroliza SAH jest jedynym znanym
zrodtem Hey w ludzkim organizmie (Rys.1). Metionina moze zosta¢ odtworzona poprzez
transfer grupy metylowej z 5,10-metylotetrahydrofolianu na homocysteing, w reakcji
katalizowanej przez syntazg metioniny (MS), (EC 2.1.1.13). Do remetylacji niezbe¢dna jest
witamina B2 oraz 5,10-metylotetrahydrofolian, w ktorego powstawanie zaangazowana jest
reduktaza 5,10-metylotetrahydrofolianu (MTHFR), (E.C 1.5.1.20). Jest to jeden z dwodch
znanych enzymoéw (obok mutazy metylmalonylu CoA), ktore wymagaja metylkobalaminy
(biologicznie aktywnej formy witaminy Bi2) jako koenzymu. Innym enzymem biorgcym
udziat w remetylacji Hcy do metioniny jest metylotransferaza betaina : homocysteina (EC
2.1.1.5), w przypadku ktorej donorem grupy metylowej jest betaina lub trimetyloglicyna.
Ta alternatywna reakcja zachodzi jedynie w watrobie i nerkach, w przeciwienstwie do
remetylacji Hcy katalizowanej przez syntaz¢ metioniny, ktora zachodzi prawdopodobnie
we wszystkich tkankach. Aktywna forma metioniny — SAM — jest podstawowym donorem
grupy metylowej w wielu reakcjach, np. metylacji DNA, RNA, hormonoéw, lipidow czy tez

neuroprzekaznikdw.



1. Wprowadzenie

Homocysteina moze réwniez ulega¢ konwersji do cysteiny. W pierwszym etapie szlaku
transsulfurylacji, Hey 1 seryna ulegaja kondensacji do cystationiny, przy udziale f-syntazy
cystationiny (CBS), (EC 4.2.1.22). Nastepnie y- liaza cystationiny (EC 4.4.1.1) deaminuje
oraz hydrolizuje cystationing do kwasu a-ketobutyrowego i cysteiny. Nadmiar cysteiny jest
utleniany do tauryny lub organicznych siarczanow lub tez jest wydalany z moczem. W
warunkach fizjologicznych istnieje rownowaga pomiedzy tworzeniem i degradacja
homocysteiny, okoto 50% Hcy ulega remetylacji do Met, a nadmiar Hcy jest
transportowany do krwioobiegu.

Oba enzymy uczestniczace w szlaku transsulfurylacji wymagajg fosforanu
pirydoksalu (aktywna forma witaminy Be ) jako kofaktora. Szlak ten ograniczony jest do
watroby, nerek, jelita cienkiego i trzustki [1]. W zwigzku z tym, ze metabolizm Hcy
uzalezniony jest od kofaktoréw bedacych pochodnymi witamin, niedobor ktorejkolwiek z
nich (witaminy Biz, Bs czy kwasu foliowego) jest skorelowany z podwyzszonym
poziomem homocysteiny w organizmie, czyli hiperhomocysteinemig [1].

Ze wzgledu na swoje podobienstwo strukturalne do metioniny, Hcy moze by¢
rozpoznana i btgdnie aktywowana zamiast Met przez syntetaz¢ metionylo- tRNA (MetRS).
Jednak wbudowaniu Hcy do biatka zapobiega mechanizm naprawczy MetRS, w wyniku
ktorego powstaje tiolakton homocysteiny (HTL). Tioester ten jest reaktywny i lgczy si¢
wigzaniem amidowym z grupa e-aminowa reszty lizyny w biatkach, powodujac N-
homocysteinylacje biatka [2]. Homocysteina moze rowniez ulega¢ konwersji do S-nitrozo-
Hcy, SAH, dwusiarczkow Hcey, kwasu homocysteinowego [3].

Synteza tiolaktonu Hcy wzrasta, gdy reakcje remetylacji 1 transsulfurylacji zostaja
zaburzone przez mutacje w genach kodujgcych CBS, MS, czy MTHFR, lub tez przy

niedoborach 5,10-metylotetrahydrofolianu.



1. Wprowadzenie
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy metabolizm Hcy u ludzi. Odwracalna enzymatyczna hydroliza SAH
do Hcy oraz adenozyny jest jedynym zrédlem Hcy w ludzkim organizmie. Poziom Hcy jest regulowany na
drodze remetylacji do Met, katalizowanej przez enzym syntaz¢ metioninowg (MS), a takze na drodze
transsulfurylacji do cystationiny, a nastgpnie cysteiny, katalizowanej przez enzymy B-syntazg cystationowa
(CBS) oraz y-liaze¢ cystationiny. Poziom syntezy HTL zalezy od czynnikow predysponujacych do miazdzycy
(hiperhomocysteinemia, dicta bogata w Met), a takze od aktywnosci tiolaktonazowej enzymow
wewnatrzkomorkowego - hydrolazy bleomycyny (BLH) oraz zewnatrzkomorkowego — paraoksonazy osocza
zwigzanej z HDL (PON1). Hey tworzy mostki dwusiarczkowe, szczegdlnie z biatkami (Hcy-S-S-biatka).
Tiolakton Hey reaguje spontanicznie z biatkami, tworzac N-Hcy-biatka.Rysunek wg [4].

1.2 Metabolizm i toksycznos¢ homocysteiny u Escherichia coli

U E.coli w obrobke Hcy, tj. zapobieganie jej inkorporacji do biatek poprzez
tworzenie cyklicznego tioestru — tiolaktonu Hcy, zaangazowane sg, poza syntetazg
metionylo-tRNA, takze syntetazy izoleucylo-tRNA (lleRS) oraz leucylo-tRNA (LeuRS).
Reakcje te, znane w literaturze anglojezycznej pod nazwa editing (obrébka), zapobiegaja
translacyjnej inkorporacji Hey do biatek. Jak wykazano w 1995 r. [5], wszystkie trzy
wymienione enzymy sa odpowiedzialne za editing egzogennej homocysteiny (pobieranej z
medium hodowlanego), natomiast jedynie MetRS jest zaangazowana w obrobke
endogennej Hcy (powstajacej na $ciezce biosyntezy metioniny). Endogenna Hcy jest
dostepna 1 obrabiana tylko przez syntetaz¢ metionylo-tRNA [6]. Z drugiej strony,
egzogenna Hcy jest dostgpna i podlega obrobce przez kazda syntetaze, ktora moze ja
btednie aktywowac. To sugeruje, ze proces editingu Hcy w komorkach bakteryjnych jest
uzalezniony od kompartmentyzacji metabolizmu Hcy, co moze powodowac ograniczenie
dostepu niektorych syntetaz do poszczegolnych aminokwasow wewnatrzkomorkowych.
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W komorkach E.coli Hcy powstaje w reakcji katalizowanej przez p-liaze
cystationinowg z cystationiny, lub tez w reakcji katalizowanej przez S-
rybozylohomocysteinaze  (LuxS), ktéora rozkltada S-rybozylohomocysteing do
homocysteiny oraz 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedion (DPD) [7]. Niskie stezenia Hcy (>0,5
mM) dodawane do medium minimalnego hamujg wzrost E.coli [8]. Badacze Tuite i wsp.
sugeruja, ze toksyczno$¢ Hcy w E.coli jest spowodowana zaburzeniami w biosyntezie
aminokwasow o rozgatezionych tancuchach. W przeprowadzonych badaniach wykazali, ze
izoleucyna oraz jej prekursor- a-keto-B-metylwalerian (KMV), dodawane do hodowli,
ktorych wzrost zostat zahamowany przez Hcy, powodujg zniesienie tej inhibicji [9]. Na tej
podstawie zasugerowano, ze Hcy blokuje pierwszy etap biosyntezy izoleucyny,
mianowicie konwersj¢ treoniny do a-ketobutyranu, przeprowadzang przez deaminazg
treoninowg (TD). Jak wykazano, Hcy hamuje aktywno$¢ TD in vitro, a ponadto
podwyzszona aktywnos¢ TD czeSciowo chroni przed toksycznym efektem Hcy. Jednakze
zastosowanie wyzszych stezen Hcy (np. 8mM) powoduje inhibicje wzrostu E.coli, ktora
nie moze zostaé w petni odwrocona przez dodatek izoleucyny do medium. To wskazuje, ze
Hcy w wyzszych stezeniach wywiera o wiele bardziej zlozony wplyw na fizjologie
komorek. Prawdopodobnie wazng role odgrywa kumulacja tiolaktonu Hcy w tych
warunkach.

Roe i wsp. wykazali, ze w obecno$ci stabych kwaséw organicznych, w lekko
kwasnym pH, zostaje zahamowana S$ciezka biosyntezy metioniny, w wyniku czego
nastepuje nadmierna kumulacja homocysteiny [8]. Stabe kwasy organiczne, ze wzgledu na
swoje wlasciwosci antybakteryjne, sg stosowane jako konserwanty zywnoS$ci. Ich
toksyczno$¢ jest wieloczynnikowa 1 obejmuje m.in. zdolno$¢ swobodnej dyfuzji
niezdysocjowanych kwasow przez blony komorkowe 1 uwalnianie protondw w
cytoplazmie, obnizanie pH cytoplazmatycznego [10], interkalacje niezdysocjowanych
kwasow do blony lipidowej w warunkach niskiego pH zewngtrznego [11] oraz zmiany w
rownowadze anionoéw [12]. Zgodnie z tymi mechanizmami, inhibicja wzrostu bakterii jest
zalezna od pH. Liczne badania nad mechanizmem dziatania kwasow organicznych
wykazaly, Ze inhibicja wzrostu jest spowodowana zmianami w pH cytoplazmatycznym
oraz statusie energetycznym komorki. Roe | wsp. zaobserwowali, ze metionina odwraca
efekt inhibicji wzrostu E.coli spowodowanej stabymi kwasami organicznymi, a ponadto,
ze produkty posrednie S$ciezki  biosyntezy metionina - homoseryna, O-

succinylohomoseryna, cystationina - nie maja takich samych wtasciwosci odwracajacych

9
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efekt inhibicji (Rys.2). Badacze Ci zasugerowali, ze octan hamuje aktywno$¢ ktorego$ z
enzymow w S$ciezce biosyntezy metioniny, co prowadzi do kumulacji Hcy. Jednak
przeprowadzone przez nich badania wykluczyly udziat transmetylaz MetH i MetE oraz
hydroksymetylotransmetylazy serynowej GlyA, enzymdw biorgcych udzial w biosyntezie
metioniny bezposrednio z homocysteiny. Nadekspresja tych enzyméw nie chronita przed
inhibitorowym wplywem octanu.

Z badan przeprowadzonych przeze mnie podczas wykonywania tej pracy doktorskiej
wynika, ze hodowla komorek E.coli z octanem sodu nie powoduje wzmozonej syntezy

tiolaktonu Hcy w komoérkach, co wyklucza mozliwos¢, ze dochodzi do kumulacji Hey.

Homoseryna

v

O-succinylohomoseryna

A\
Cystationina

v . . .
Homocysteina » Tliolakton homocysteiny

CH3-THF <
CH2=THF
*THF [~ Glicyna
v Seryna

SAM < Metionina

Rysunek 2. Schemat S$ciezki biosyntezy metioniny u E.coli. SAM, S-adenozylometionina; THF,

tetrahydrofolian.

1.3 Hiperhomocysteinemia

Stan patologiczny, w ktorym stezenie catkowitej homocysteiny (tHcy) w osoczu
lub surowicy jest znacznie podwyzszone, okre§lany jest mianem hiperhomocysteinemii
[13]. Hiperhomocysteinemia jest niezaleznym czynnikiem ryzyka chorob uktadu krazenia
[14], udaru moézgu [15], zarostowej choroby naczyn krwionosnych (ang. occlusive
vascular disease) [16], czy tez zakrzepicy zylnej [17]. Podwyzszony poziom Hcy odgrywa
robwniez istotng role w dysfunkcji tozyska [18] oraz w przypadku choréb
neurodegeneracyjnych [19]. Nadmiar homocysteiny powoduje dysfunkcje S$rodblonka

naczyn krwiono$nych, a takze indukuje apoptotyczng $mier¢ komorek zwigzanych z
10



1. Wprowadzenie

chorobg zakrzepowa, tacznie z komorkami s$rodblonka [20] oraz komoérkami migéni
gladkich [21].

Juz 40 lat temu McCully postulowal, ze podniesiony poziom Hcy moze
powodowac¢ wzrost ryzyka wystapienia choréb uktadu krazenia, po tym jak zaobserwowat
uszkodzenia $cian t¢tnic w przypadku zaburzen metabolicznych metioniny [22]. Kilka lat
p6zniej, Wilcken 1 Wilcken wykazali, ze pacjenci z potwierdzong angiograficznie choroba
wiencowa, charakteryzowali si¢ podwyzszonym stgzeniem Hcy [23]. Na podstawie tych
badan zasugerowano, ze nawet tagodna hiperhomocysteinemia jest zwigzana z wyzszym
ryzykiem wystgpienia zawatu serca, choroby tetnic obwodowych i zakrzepicy zylnej [17,
24, 25].

Stezenie tHey W 0soczu zdrowych oséb waha sie w przedziale 5-15 pM. Pacjenci z
fagodng postacig hiperhomocysteinemii majg st¢zenie tHcy na poziomie 15-25 pM.
Wyzsze stezenia tHcy (25-50 pM) wystepuja u pacjentdow z choroba nerek w fazie
koncowej. Mutacje w genach odpowiedzialnych za metabolizm Hcy, jak np. B-syntazy
cystationowej (CBS), syntazy metioniny (MS), reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianu
(MTHFR), czy metylotransferazy betaina : homocysteina (BHMT), prowadza do powaznej
postaci hiperhomocysteinemii (st¢zenie Hcy 50-500 pM), zwanej homocystynuria.
Najczestsza genetyczng przyczyng homocystynurii jest homozygotyczna mutacja w genie
CBS. Ta genetyczna wada objawia si¢ szeregiem cech fenotypowych, takich jak:
uposledzenie umyslowe, osteoporoza, nieprawidlowosci w budowie szkieletu czy tez
ottuszczenie watroby. Jednakze to choroby uktadu krazenia stanowia gtowna przyczyng
$miertelnosci U nieleczonych pacjentow posiadajagcych t¢ mutacje [26]. Chociaz
homozygotyczna mutacja w genie CBS wystepuje rzadko, to heterozygotyczna mutacja
CBS wystgpuje u okoto 1% ogolnej populacji 1 jest skorelowana z chorobg uktadu
krazenia.

Doroste myszy z wylaczonym genem MTHFR (hetero- i homozygoty) wykazuja
akumulacje lipidow w aorcie przypominajaca wczesne uszkodzenia miazdzycowe, a takze
obserwuje si¢ U nich zmiany patologiczne w obrgbie moézgu [27]. Chociaz zmiany te nie sg
tak zaawansowane jak w innych modelach mysich z miazdzyca (np. z wylagczonym genem
ApoB czy receptora LDL), to wskazuja na udziat tagodnej postaci hiperhomocysteinemii w
rozwoju zmian miazdzycowych [28]. Natomiast u myszy z mutacja w genie CBS

obserwuje si¢ uszkodzenie watroby. Wykazano takze nasilone wigzanie monocytow do
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komorek $rodblonka u szczuréw z hiperhomocysteinemia, co jest jednym z pierwszych
etapdw rozwoju zmian miazdzycowych [29].

Obserwacje, ze obnizanie poziomu Hcy poprzez suplementacj¢ diety witaminami z
grupy B zmniejsza ryzyko wystgpienia choréb uktadu krazenia u pacjentéw z mutacjg w
genie CBS, swiadczg o istotnej roli Hcy w powstawaniu miazdzycy oraz zakrzepicy naczyn
krwionosnych. Stwierdzono, ze obnizenie Hcy osocza prowadzi do ok. 21-24% redukcji
ryzyka wystgpienia naglego pogorszenia u pacjentow z wysokim ryzykiem wystapienia
udaru mozgu, ale nie u pacjentow po zawale serca [30]. Na podstawie tych badan mozna
wnioskowac, ze Hcy odgrywa wiekszg role w powstawaniu udaru moézgu niz zawatu serca,
co jest zgodne z obserwacjami, ze u nieleczonych pacjentéw z mutacjag w CBS, ataki
chorobowe ze strony uktadu nerwowo-naczyniowego wystepuja osiem razy czesciej niz
zawaly serca. Ponadto, odpowiednio wcze$nie rozpoczeta terapia zapobiega takze
chorobom mozgu u pacjentow z mutacja w genie MTHFR [31]. Badania nad
hiperhomocysteinemig na modelach zwierzgcych rowniez dostarczaja mocnych dowodow
o przyczynowej roli Hcy w rozwoju chorob uktadu krwionosnego [32].

Poziom homocysteiny osocza zalezy od wielu czynnikow, m.in. demograficznych,
genetycznych, a takze od stylu zycia czy pici. Palenie tytoniu, zbyt duza konsumpcja kawy
czy alkoholu oraz brak ruchu, mogg powodowaé¢ wzrost poziomu Hcy [33]. Wiek, ptec
meska, jak rowniez wiek pomenopauzalny u kobiet sg réwniez skorelowane z wysokim
poziomem Hcy [34]. Umiarkowana hiperhomocysteinemia jest powszechna u alkoholikow,
jednak ograniczone spozycie alkoholu przyczynia si¢ prawdopodobnie do redukcji
poziomu tHcy. Stezenie tHcy wzrasta po spozyciu wina i spirytusu, ale nie po konsumpcji
piwa, prawdopodobnie z powodu wysokiej zawarto$ci w nim kwasu foliowego i witaminy
B6 [35].

1.4 Terapia witaminowa a obnizanie poziomu homocysteiny

Terapia witaminowa kwasem foliowym, pirydoksyna (witamina Bg) oraz
kobalaming (witamina Bi2) redukuje poziom homocysteiny i przywraca funkcjonalnosc¢
srodbtonka naczyn krwiono$nych. Wzbogacanie produktow zbozowych w kwas foliowy w
Stanach Zjednoczonych i Kanadzie od 1996 r. spowodowalo wzrost stezenia kwasu
foliowego 1 spadek stgzenia homocysteiny we krwi ludzi, a co za tym idzie, odnotowano

spadek smiertelnosci z powodu udaru mozgu [36].
12
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Wald i wsp. przewidujg, ze redukcja poziomu homocysteiny o 3 umol/l wigzataby
si¢ z 24% spadkiem ryzyka wystgpienia udaru moézgu oraz 16% spadkiem ryzyka
wystapienia choroby wiencowej serca (ang. coronary artery disease, CAD). Natomiast
zastosowana terapia witaminowa pozwolila na zaobserwowanie korelacji pomiedzy
wyzszym poziomem homocysteiny a ryzykiem powtdérnego wylewu; zostalo ono
zmniejszone w grupie przyjmujacej wysoka dawke witamin [37].

Undas i wsp. zbadali wptyw przyjmowania kwasu foliowego (1 mg dziennie) na
poziom przeciwcial przeciwko formie N-Hcy-albuminy oraz formie N-Hcy-hemoglobiny
[38]. Zaobserwowano, ze poziom przeciwcial przeciw tym N-homocysteinylowanym
biatkom spadl znaczaco po 3-miesigcznej terapii kwasem foliowym u 0s6b zdrowych.
Natomiast u pacjentow z chorobg niedokrwienng serca nie zaobserwowano znaczacej
redukcji poziomu tych przeciwcial. Kolejne 3 miesigce terapii nie daly rezultatu w postaci
dalszego obnizenia poziomu przeciwcial, zarbwno u pacjentow, jak i osob zdrowych.
Jednakze wyjsciowy poziom homocysteiny 1 jej obnizenie zaindukowane kwasem
foliowym bylo bardzo podobne w obu grupach. Co wigcej, okazato si¢, ze u zdrowych
0sob wykazujacych hiperhomocysteinemi¢ poziom przeciwcial przeciw formie N-Hcy-
albuminy jest raczej zwigzany z iloscia kwasu foliowego obecnego w osoczu, a nie z
calkowita zawartoscig homocysteiny [38].

Brak wplywu kwasu foliowego na poziom przeciwciat przeciwko formie N-Hcy
biatek u pacjentow z chorobg niedokrwienng serca (pomimo, iz z wysoka efektywnoscia
redukuje on poziom homocysteiny) sugeruje, ze zaawansowane zmiany patogenne nie
mogg by¢ zniwelowane przez terapi¢ obnizajgcg catkowitg zawarto$¢ homocysteiny [38].
Z drugiej strony, na podstawie obserwacji, ze kwas foliowy obniza poziom przeciwciat
przeciwko N-Hcy-biatkom u o0sob zdrowych sugeruje sie, iz poczatkowe zmiany
patogenne, (ktére moga zachodzi¢ u potencjalnie zdrowych osob) sa odwracalne. W tym

kontekscie, zapobiegawcza terapia obnizajgca poziom homocysteiny bytaby wskazana.

Wedlug najnowszych badan, terapia obnizajagca poziom Hcy, polegajaca na
przyjmowaniu 2,5 mg kwasu foliowego, 50 mg witaminy B6 oraz 1 mg witaminy B12
przez pi¢¢ lat, moze obnizy¢ ryzyko wystgpienia udaru mozgu, natomiast nie moze
ztagodzi¢ efektow udaru po jego wystapieniu. Zaobserwowano takze znaczne obnizenie
ryzyka wystgpienia udaru mozgu u osob ponizej 70 roku zycia, ktore uczestniczyly w
terapii obnizajacej poziom Hcy, nie uczestniczac rownolegle w terapii przeciwzakrzepowej
czy obnizajacej poziom lipidoéw, a takze u 0séb z hiperhomocysteinemig [39].
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1.5 Prawdopodobne patomechanizmy choréb ukladu krazenia zwigzane z Hcy

Cechy charakterystyczne choréb uktadu krazenia, takie jak dysfunkcja srodbtonka,
aktywacja odpowiedzi immunologicznej, czy zakrzepica, obserwuje si¢ takze u ludzi 1
zwierzat z hiperhomocysteinemia [32]. Stopien uszkodzenia $rédbtonka w przypadku
hiperhomocysteinemii jest podobny jak w przypadku hipercholesterolemii.

Komorki §rédblonka pelnig istotng funkcje w regulowaniu i utrzymaniu uktadu
krwionosnego w zdrowej kondycji. Jedng z pierwszych cech miazdzycy jest zniszczenie
srédblonka naczyn krwiono$nych, a subtelne zmiany jego funkcji pojawiaja si¢ wczesniej
niz mozliwe do wykrycia zmiany strukturalne. Kontrola metaboliczna $rodbtonka jest
skomplikowana. W gléwny system regulatorowy zaangazowana jest syntaza tlenku azotu
(NOS), ktoéra syntetyzuje tlenek azotu (NO), indukujacy rozszerzanie naczyn
krwionos$nych i regulujacy ich napiecie. Wysoki poziom Hcy uposledza funkcjonowanie
srodbtonka, powodujac jego zniszczenie, zarowno U ludzi jak i zwierzat. Wskazuje to na
wrazliwos¢ warstwy srodbtonkowej na zmiany w poziomie Hcy osocza, co zwigzane jest
prawdopodobnie z brakiem $ciezki transsulfurylacji Hey do Cys w tych komoérkach [40].

Istnieje kilka mechanizméw prowadzacych do patologicznych zmian w komorkach
srodbtonka, w ktore zaangazowana jest Hcy. Naleza do nich m.in. tworzenie reaktywnych
form tlenu, takich jak anion ponadtlenkowy (O2") (ang. Reactive Oxygen Species, ROS) w
reakcji utleniania Hcy [41], hipometylacja [42], wzrost poziomu stresu siateczki
srodplazmatycznej (ang. endoplasmic reticulum, ER) i indukcja odpowiedzi na
niesfatdowane biatka (ang. unfolded protein response, UPR) (omdéwione w rozdziale 1.9.2)
[43], zmiana w rownowadze pro- i antykoagulacyjnej sprzyjajaca trombozie [44],
aktywacja i agregacja ptytek krwi [45], proliferacja komorek migsni gtadkich naczyn
krwionosnych [46], N-homocysteinylacja bialek (omoéwiona w rozdziale 1.8) [47] oraz
indukcja wrodzonej i adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej (omoéwiona w rozdziale
1.9.3) [48].
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Rysunek 3. Prawdopodobne mechanizmy rozwoju chorob ukladu krazenia zwiazane z Hey. Zalezna od
tiolaktonu Hcy N-homocysteinylacja biatek powoduje zniszczenie biatek oraz $mier¢ komorek. N-Hcy-biatka
indukuja odpowiedz immunologiczng, a takze zakrzepicg¢ spowodowang N-homocysteinylacja fibrynogenu.
Ponadto N-Hcy-biatka i Hcy majg zdolno$¢ indukcji stresu siateczki $rodplazmatycznej (ER) oraz
odpowiedzi na niesfaldowane biatka (UPR). Indukowany przez Hcy stres oksydacyjny i ER moze
przyspiesza¢ rozwdj miazdzycy i zakrzepicy poprzez powstajacy stan zapalny i apoptoze w komorkach
naczyn krwiono$nych. Stres oksydacyjny moze przyczynia¢ si¢ do dysfunkcji $roédbtonka i zakrzepicy
poprzez powstajace reaktywne formy tlenu, np. nadtlenki. Hey powoduje takze podwyzszenie poziomu
asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA), co moze spowodowaé rozdysocjowanie syntazy tlenku azotu
(NOS), czego rezultatem jest obnizenie produkcji NO, a wzmozenie produkcji nadtlenku wodoru. Reakcja
utleniania nadtlenku wodoru i tlenku azotu generuje powstanie nadtlenku azotu i obniza biodostepnos¢ NO,
co prowadzi do dysfunkcji §rodblonka. Nadtlenek azotu z kolei moze spowodowaé dalsze rozdzysocjowanie

NOS (Rysunek na podstawie [32]).

1.5.1 Stres oksydacyjny

Hiperhomocysteinemia sprzyja oksydacyjnemu uszkodzeniu $rodbtonka poprzez
inhibicje syntazy tlenku azotu, a w konsekwencji obnizenie biodostepnosci NO.
Uposledzenie zaleznego od tlenku azotu rozkurczania naczyn u zwierzat z
hiperhomocysteinemia [49] jest zgodne z wczeéniejszymi obserwacjami, ze Hcy obniza
biodostepnos¢ NO w liniach komérkowych srédbtonka [50]. Obnizona biodostepnosé NO
moze si¢ réwniez przyczynia¢ do zakrzepicy oraz miazdzycy, gdyz pochodzacy ze
srodbtonka NO hamuje agregacje ptytek krwi 1 adhezje leukocytow. Przyczyna
uposledzonej biodostgpnosci NO w przypadku hiperhomocysteinemii jest ztozona, jednak

na podstawie badan przeprowadzonych na modelach zwierzecych sugeruje sig, ze gtdéwna
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przyczyng jest stres oksydacyjny indukowany Hcy, prowadzacy do przyspieszonej
oksydacyjnej inaktywacji NOS [49].

W normalnych warunkach tlenek azotu detoksykuje homocysteing tworzac S-nitrozo-
homocysteing. Jednak nadmiar Hcy nie jest catkowicie neutralizowany przez NO i ulega
ona auto-utlenieniu do homocystyny, w wyniku czego powstajg reaktywne formy tlenu
(ang. reactive oxygen species, ROS), ktore sg toksyczne dla komoérek $rodbtonka -
powoduja wzrost adhezji monocytoéw do tych komorek [51]. Homocysteina obniza
aktywno$¢ enzyméw o wilasciwosciach antyoksydacyjnych, takich jak peroksydaza
glutationu (Gpx-1), ktéra w prawidtowych warunkach neutralizuje wolne rodniki i
zewnatrzkomoérkowa dysmutaza ponadtlenkowa, ktéra petni funkcje ochronne wobec $cian
naczyn krwiono$nych podczas stresu oksydacyjnego [50].

Wolne rodniki tlenowe powstajace w wyniku autoutleniania Hcy w osoczu inicjuja
utlenianie lipidow, a utlenione formy LDL (ang. low density lipoprotein) aktywuja ptytki

krwi i powodujg powstawanie miazdzycy.

1.5.2 Inhibicja oksydazy lizynowej

Hiperhomocysteinemia zwigzana jest takze ze zmianami Ww macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM), co prowadzi do obnizenia
elastycznosci $cian naczyn krwiono$nych. Oksydaza lizynowa (LOX) jest jednym z
enzymoOw zaangazowanych w dojrzewanie ECM. Homocysteina inhibuje aktywnos¢ LOX
w komorkach $rodblonka naczyn krwiono$nych, a w mechanizmie tym uczestniczg
reaktywne formy tlenu [52]. Inhibicja LOX zachodzi juz w niskim stezeniu Hey (35 uM) i
moze powodowaé powstawanie niedojrzatej formy ECM oraz wzrost rozpuszczalno$ci
elastyny i kolagenu. Utrata normalnych wlasciwosci macierzy zewnatrzkomorkowej jest
prawdopodobnie powigzana z jej wiekszg podatno$cig na uszkodzenia powodowane przez
miazdzyce. Hey podwyzsza rowniez poziom ekspresji enzymow zaangazowanych w
degradacje ECM in vivo oraz in vitro [53, 54], a zmniejsza poziom ekspresji fibrilliny-2,

biatka strukturalnego wtokien elastycznych w aorcie kurczaka [55].

1.5.3 Procesy zapalne
Miazdzyca jest choroba przebiegajaca ze stanem zapalnym, za ktory

odpowiedzialne sg przede wszystkim cytokiny, majace charakter prozapalny, a ktérych
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zwickszong  produkcje  indukuje = homocysteina.  Podwyzszona w  wyniku
hiperhomocysteinemii aktywacja czynnika NF-kappaB (NF-xB) w tkankach aorty
prowadzi do zwigkszonej ekspresji VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion molecule-1) -
molekuly o charakterze prozapalnym, a takze czynnikow prozapalnych RAGE (ang.
receptor for advanced glycation endproducts) i EN-RAGE (ang. ligand for the receptor for
advanced glycation end products). Wszystkie wymienione czynniki sg zaangazowane w

powstawanie miazdzycy oraz stan zapalny naczyn krwionos$nych [56].

1.6 Formy wystepowania Hcy w ludzkim organizmie i ich efekt biologiczny

Do catkowitej homocysteiny osocza (tHcy) zalicza si¢ zaréwno wolng
homocysteing, jak i t¢ zwigzang z biatkiem wigzaniem dwusiarczkowym. Na wolng Hey
sktada si¢ zredukowana Hcy (z wolng grupg -SH), stanowiaca ~1% tHcy, oraz formy
utlenione: homocystyna (utleniony dwusiarczek Hcy, Hcy-S-S-Hcy), stanowigca 5-10%
tHcy; mieszany dwusiarczek (Hcy-S-S-Cys), ktory stanowi 5-10% tHcy oraz Hcy
zwigzana z biatkiem (Hcy-S-S-Biatko), stanowiagca ok. 80% tHcy w krwioobiegu.

W standardowych metodach okreslania catkowitej Hcy stosuje si¢ pH zasadowe, co
prowadzi do hydrolizy tiolaktonu Hey do Hecy i w zwigzku z tym pula tHecy moze by¢
zawyzona. Przytaczanie si¢ Hcy do biatek za posrednictwem tiolaktonu homocysteiny
prowadzi do utworzenia stabilnego wigzania amidowego pomig¢dzy grupa e-aminowa
reszty lizyny biatka a grupa karbonylowg tiolaktonu homocysteiny, a proces ten nazywany
jest N-homocysteinylacja (Rys. 4 B i C). Homocysteina zwigzana wigzaniem amidowym z
biatkiem nie moze zosta¢ oszacowana w standardowym te$cie oceniajagcym ilo$¢
catkowite] Hey osocza, w ktorym stosuje si¢ czynniki redukujace - zrywajace wigzania
dwusiarczkowe i uwalniajace Hcy, a jedynie moze zostaé uwolniona od biatka poprzez
hydrolize kwasowa. Mechanizm biosyntezy HTL oraz N-Hcy-bialek, a takze szkodliwos¢

tych metabolitow zostaly opisane szczegdtowo w rozdziatach 1.7 oraz 1.8.

1.6.1 Formy utlenione Hcy
L-homocysteina tworzy z reszta cysteiny biatka stabilne wigzanie kowalencyjne
dwusiarczkowe poprzez reakcje wymiany tiol-dwusiarczek. Reakcja przytaczania Hcy do

biatek poprzez wigzanie dwusiarczkowe jest nazywana S-homocysteinylacja (Rys. 4 A).
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Rysunek 4. Addukty Hcy z bialkami osocza. (A) Biatko S-homocysteinylowane na grupie tiolowej reszty
cysteiny, (B) Biatko N-homocysteinylowane na grupie e-aminowej reszty lizyny, (C) Biatko N-
homocysteinylowane na grupie e-aminowej reszty lizyny. Hcy moze tworzy¢ mostek dwusiarczkowy z Cys

(rysunek na podstawie [57]).

Biatkiem ulegajacym S-homocysteinylacji w najwigkszym stopniu W 0soczu Krwi
jest albumina, jako zZe jest to biatko wystepujace w najwigkszej ilosci w osoczu, w stgzeniu
34-48 mg/ml (512-723 uM). Czasteczka albuminy (masa molekularna 66.4 kDa) zawiera
585 aminokwasow, w tym 35 reszt cysteinowych, z czego 34 tworzg wewnatrztancuchowe
wigzania dwusiarczkowe, ktore sa schowane w obrebie struktury czgsteczki. Cysteina
wystepujaca w pozycji 34 znajdujaca si¢ na powierzchni albuminy, ma bardzo niska
wartos¢ pKa grupy —SH (pKa ~5), w zwigzku z tym w pH fizjologicznym albumina
wystepuje gtownie jako jon tiolanowy, silnie reaktywny w stosunku do metali, tioli i
dwusiarczkéw. Tworzenie wigzania dwusiarczkowego z homocysteing lub cysteing sprzyja
ekspozycji reszty Cys®* [58].

W krwiobiegu zdrowych osob stezenie Alb-Cys**-S-S-Hcy waha sie w granicach 3-
12 uM. Podejécie terapeutyczne majace na celu obnizenie homocysteiny zwigzanej z
bialkiem za pomoca wysokich stezen egzogennych tioli, nie dato oczekiwanych
rezultatow. Stabilno$¢ wigzania dwusiarczkowego biatko-S-S-Hcy jest zwigzana z wysoka
wartoscig pKa (~10) grupy tiolowej Hcy. Natomiast pKa grupy —SH cysteiny wynosi tylko

~8,3. Wyzsze pKa grupy —SH homocysteiny ma kilka waznych konsekwencji: (a) anion
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tiolanowy w fizjologicznym pH wystepuje w niskim st¢zeniu, (b) pomimo, iz <1% Hcy
wystepuje W formie anionu tiolanowego, jest on bardzo reaktywnym nukleofilem, (c)
wigzanie dwusiarczkowe miedzy biatkiem a Hcy jest silniejsze niz z innymi tiolami,
majacymi grupy —SH o nizszej wartosci pKa, a takze (d) konsekwentnie, wymiana
homocysteiny z kompleksu biatko-S-S-Hcy na inne tiole jest mocno ograniczona.

Znaczng ilo$¢ wewnatrzkomorkowych Hcy-S-S-biatek zaobserwowano w tkankach
gryzoni. Na przyktad, Hcy-S-S-biatka stanowig ~42% tHcy w watrobie, nerkach, sercu i
phucach szczura. W moézgu oraz médzdzku szczura, Hey-S-S-biatka stanowig odpowiednio
30,4% oraz 5,3% tHcy [59]. Jednakze do tej pory nie zbadano czy jakiekolwiek ludzkie
biatka wewnatrzkomorkowe zawierajag Hcy zwigzang wigzaniem dwusiarczkowym.

Formy dwusiarczkowe Hcy wystepujgce w 0S0CzU nie wywieraja prawdopodobnie
szkodliwego wptywu na organizm ludzki [4, 60]. Na podstawie przeprowadzonych ex vivo
badan dotyczacych potencjalnej szkodliwosci Hcy-S-S-biatek wewnatrzkomorkowych,
sugeruje si¢, ze metalotioneina (biatko wigzace jony cynku) ulega S-homocysteinylacji w
hodowli ludzkich komorek s$rodbtonka aorty (ang. human aortic endothelial cells,
HAECs). Dodanie Hcy do medium hodowlanego powoduje wzrost stezenia
wewnatrzkomorkowego wolnego cynku, co z kolei powoduje indukcje ekspresji genow
wczesnej odpowiedzi wzrostu, jak np. Egr-1 (ang. early growth response -1). Ponadto
zaobserwowano wzrost ilosci reaktywnych form tlenu. Efekt ten przypisano tworzeniu si¢
dwusiarczkéw Hcy z metalotioneing. JednakZze na podstawie obserwacji, Ze na wigzanie
Hcy nie wplywa glutation o stg¢zeniu 10 mM oraz, Ze cysteina nie tworzy dwusiarczku z
tym biatkiem [61], mozna zasugerowaé¢ inny mechanizm odpowiedzialny za wigzanie Hcy
do metalotioneiny, mianowicie N-homocysteinylacje. Podobnie jak inne biatka,
metalotioneina moze by¢ modyfikowana przez tiolakton Hcy. Metalotioneina jest biatkiem
o duzej zawartosci reszt cysteinowych, uczestniczy prawdopodobnie w detoksykacji metali
ciezkich, reguluje roéwnowage cynk/miedz, a takze usuwa reaktywne formy tlenu.
Metalotioneina odgrywa wazng rolg w regulacji potencjatu komdrkowego, metabolizmie
tlenku azotu oraz homeostazie cynku. Ze wzgledu na istotny udzial cynku w funkcjach
enzymatycznych i przewodzeniu sygnatow, uposledzone wigzanie cynku mogltoby mieé

negatywne konsekwencje w wielu procesach komoérkowych.

19



1. Wprowadzenie

1.6.2 S-adenozylohomocysteina (SAH)

SAH jest bezposrednim prekursorem Hcy i wystgpuje w komoérkach ludzkich oraz
osoczu, w stezeniu odpowiednio mikromolarnym oraz nanomolarnym. Stgzenie SAH jest
33-krotnie wyzsze w ludzkim moczu niz osoczu [62].

Kumulacja S-adenozylohomocysteiny jest szkodliwa ze wzglgdu na zdolno$é tego
metabolitu Hcy do hamowania wzrostu komorek s$rodbltonkowych oraz wywieranie
wplywu na ekspresje genow poprzez zmiany wzoru metylacji DNA [10]. Ponadto, SAH
wystepujaca w osoczu jest duzo bardziej czutym wskaznikiem chorob uktadu krazenia u
ludzi niz catkowity poziom Hcy osocza. Wplyw podwyzszonego poziomu SAH na
metylacje DNA wydaje si¢ by¢ tkankowo-zalezny. U myszy z hiperhomocysteinemia, ilo$¢
tHcy osocza jest skorelowana pozytywnie z SAH w wickszosci tkanek, z wyjatkiem nerek,
natomiast negatywna korelacj¢ z metylacja DNA obserwuje si¢ w watrobie. Z drugiej
strony, wzrost metylacji DNA wystepuje w modzgu oraz aorcie zwierzat z

hiperhomocysteinemig [63].

1.7 Tiolakton homocysteiny

Tiolakton Hcy zostal odkryty w bakteriach E.coli oraz u drozdzy jako produkt
reakcji korekcyjnej syntetazy metionylo-tRNA [6, 64]. Odkrycie to jest cytowane w
podrecznikach biochemii i biologii molekularnej [65-67]. Pierwsze doniesienia o tym, ze
HTL moze by¢ waznym komponentem metabolizmu Hcy rowniez u ssakow, pojawily si¢
wraz z odkryciem, ze jest on syntetyzowany w ssaczych komorkach hodowanych in vitro,
takich jak HeLa (komorki Iudzkiego raka szyjki macicy), RAG (ang. mouse
adenocarcinoma), CHO (ang. chinese hamster ovary) [68]. Ludzkie komorki
nowotworowe produkujag wigcej HTL niz normalne, zdrowe komorki. Na podstawie
wynikow  eksperymentéw  przeprowadzonych na ludzkich komoérkach naczyn
krwiono$nych zyly pepowinowej (ang. human umbilical vein endothelial cells, HUVEC)
wykazano, ze poziom syntezy HTL w tych komoérkach jest wprost proporcjonalny do ilosci
Hcy, a odwrotnie proporcjonalny do stezenia metioniny. Dodatek kwasu foliowego hamuje
syntez¢ HTL przez obnizenie stezenia Hey 1 podniesienie st¢zenia Met.

Traktowanie tiolaktonem Hcy komorek epitelialnych indukuje stres siateczki
sroédplazmatycznej, odpowiedz na niesfatldowane biatka [69], a takze $mierc¢ apoptotyczng

ludzkich komorek $rodblonka naczyn krwionosnych [70], komorek promieloidowych [71]
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oraz komorek trofoblastu tozyska ludzkiego [18]. Ponadto, egzogenny tiolakton Hcy

powoduje inhibicj¢ $ciezki sygnatowej insuliny w szczurzych komorkach watrobowych
[72].

Toksycznos¢ tiolaktonu Hey wykazano takze na przyktadzie zwierzat - infuzje HTL
do myszy czy szczuréw, powodujg $mieré tych zwierzat w ciggu kilku minut [73], a
ekspozycja mysich lub szczurzych embrionéw na HTL powoduje ich $miertelno$¢,
uposledzenie wzrostu oraz anomalie rozwojowe [74]. Chroniczne traktowanie zwierzat
tiolaktonem Hcy powoduje zmiany patofizjologiczne, podobne do obserwowanych u ludzi

z genetyczng hiperhomocysteinemig [75].

Z mozliwych form wystepowania Hcy, tiolakton Hcy oraz wolna zredukowana
Hcy, wystepujace w ilosci odpowiednio 1,4% oraz 2% catkowitej Hcy osocza, s3
najbardziej szkodliwymi formami Hcy. Ze wzglgdu na podobienstwo strukturalne
homocysteiny do takich aminokwasow jak metionina, izoleucyna i leucyna, moze ona by¢
blednie aktywowana przez odpowiednie syntetazy aminoacylo-tRNA — powstaje adenylan
homocysteiny (Hcy~AMP) z syntetaza metionylo-, leucylo- lub izoleucylo- tRNA. W ten
sposob Hcy ,wchodzi” w pierwszy etap biosyntezy biatka. Wytworzone zostaje
wysokoenergetyczne wigzanie estrowe pomiedzy grupa karboksylowa aminokwasu a
grupa hydroksylowa 3’ koncowej adenozyny tRNA, z aminoacylo adenylanem jako
produktem posrednim. Tworzenie aminoacylo adenylanu jest najmniej dokladnym etapem
w szlaku aminoacylacji tRNA. Niepasujace adenylany sa posrednio lub bezposrednio
niszczone dzigki zdolnosciom korekcyjnym (ang. editing) syntetaz aminoacylo tRNA.
Korekcja ta moze zachodzi¢ dwoma alternatywnymi $ciezkami: 1) przed transferem (ang.
pre-transfer), tzn. zachodzi hydroliza niewtasciwego aminoacylo adenylanu lub 2) po
transferze (ang. post-transfer) — poprzez hydroliz¢ niewtasciwie natadowanego tRNA. Ze
wzgledu na szybka dysocjacje aminoacylo-tRNA od syntetazy aminoacylo —tRNA,
najczesciej zachodzi korekcja przed transferem [76]. W wigkszosci przypadkow
mechanizm korekcji obejmuje hydrolize adenylanu aminokwasu lub aminoacylowanego
tRNA, w celu uwolnienia aminokwasu. Jednakze tancuch boczny Hcy, a takze homoseryny
(Hse) czy ornityny (Orn) uczestniczy bezposrednio w korekcji, czego skutkiem jest
powstanie cyklicznych form tych aminokwasoéw. Syntetaza metionylo-tRNA (MetRS), a
takze u Procaryota IleRS i LysRS blednie aktywuja Hcy tworzac adenylan homocysteiny

zwiazany z syntetazg aminoacylo-tRNA!:
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AARS + Hcy + ATP & AARS - Hcy ~AMP + PP;
!
Tiolakton Hcy
Dalsza ,,obrébka” Hcy~AMP polega na wewnatrzczasteczkowej reakcji, w ktorej tiolowy
tancuch boczny Hey wypiera AMP z aktywowanej grupy karboksylowej Hcy, tworzac w
ten sposob nowy produkt - tiolakton Hcy (Rys. 5). Energia wigzania anhydrydowego
Hcy~AMP zostaje zachowana w wewnatrzczasteczkowym wigzaniu tioestrowym

tiolaktonu. W zwigzku z tym tiolakton z tatwoscig acyluje wolne grupy aminowe reszt

lizyny biatek [77].

Rysunek 5. Wzor strukturalny tiolaktonu homocysteiny.

Model miejsca acylacji (specyficznosci) i miejsca wigzania tioli W syntetazie
metionylo-tRNA wyjasnia, w jaki sposob MetRS kieruje Met i Hcy odpowiednio do
miejsca specyficzno$ci i wigzania tioli. Te dwa miejsca aktywne s3 wazne dla
selektywno$ci aminokwasow przez MetRS. Miejsce specyficznosci wigze preferencyjnie
tancuch boczny wiasciwego substratu — metioniny, a miejsce wigzania tioli preferencyjnie
wigze lancuch boczny niepasujacej Hcy. W Sciezce korekcyjnej, aktywowana grupa
karboksylowa Hcy reaguje z atomem siarki jej fancucha bocznego, dajac produkt w postaci

tiolaktonu Hcy (Rys. 6).

Miejsce acylacji Miejsce acylacji

ey
C, (L

Miejsce
wigzania
grupy tiolowej

NH> Mlej%ce X

C wigzania
*O grupy tiolowej
AMP AMP

Rysunek 6. Tworzenie tiolaktonu Hcy na drodze cyklizacji Hcy~AMP katalizowane przez MetRS
[78].
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To, czy dany aminokwas przejdzie Sciezke syntezy czy tez korekty, jest
zdeterminowane przez wspolzawodnictwo miedzy reakcja aktywowanej grupy
karboksylowej z tancuchem aminokwasu a koficowa adenozyng tRNAMe (aktywowana
grupa karboksylowa Met reaguje z grupa 2” hydroksylowa koncowej adenozyny tRNAMet
dajac Met-tRNAM®) Metionina wchodzi na $ciezke syntezy, poniewaz jej tancuch boczny
jest $cisle zwigzany wigzaniem wodorowym i hydrofobowym w miejscu specyficznosci,
zapobiegajac rywalizacji atomu siarki Met z 3> koncowa adenozyng tRNAM® o atom wegla
grupy karboksylowej Met. Lancuch boczny Hcy, ktory nie posiada grupy metylowej,
reaguje z miejscem specyficznos$ci znacznie stabiej niz tancuch boczny Met. Umozliwia to
tancuchowi bocznemu Hcy interakcje z miejscem wigzania tioli, a nastgpnie korekcje i
cyklizacje Hey do tiolaktonu Hey.

Odwracalna S-nitrozylacja Hcy zapobiega wigzaniu si¢ jej zmodyfikowanego
tancucha bocznego do miejsca wigzania tioli w syntetazie aminoacylo-tRNA, natomiast
wzmocnione zostaje wigzanie do miejsca acylacji, co prowadzi do utworzenia S-NO-Hcy-
tRNAMe Dalej nastepuje translacyjna inkorporacja S-NO-Hcy do biatka, jak wykazano in
vitro wykorzystujac bakteryjna MetRS. Usunigcie grupy nitrowej powoduje powstanie
biatka zawierajacego Hcy w miejscu normalnie zajmowanym przez Met. Katalityczna
wydajnos¢ dla S-nitrozo-Hcy jest 80 razy nizsza niz dla metioniny. Translacyjnie
wbudowana w ten sposéb Hcy obecna jest rowniez w hodowanych ludzkich komoérkach
srodbtonka [79].

We wszystkich badanych typach komorek od bakterii i drozdzy do cztowieka Hcy
ulega przeksztatceniu do tiolaktonu przez MetRS [80]. Do korekcji/obrobki endogennej
Hcy, wazna jest domena C-koncowa MetRS. Ponadto, w komorkach E.coli, egzogenna
Hcy jest przeksztatcana do tiolaktonu przez dwie inne syntetazy, 11eRS oraz LeuRS [5].

Eksperymenty z uzyciem L- i D-stereoizomeréw Hcy wykazaty, ze za toksycznosc¢
Hcy w embrionach szczurzych najprawdopodobniej odpowiedzialne jest przeksztatcenie
Hcy do tiolaktonu Hcy. Stereospecyficzno$¢ toksycznosci Hcy jest podyktowana
stereospecyficznoscia MetRS, ktora przeksztatca tylko L-Hcy do L-HTL, dlatego tylko
forma L-Hcy, a nie forma D, jest toksyczna. Z drugiej strony, embriotoksycznos¢ zarowno
formy L- jak i D-HTL jest uwarunkowana identyczng chemiczng reaktywno$cig obu

stereoizomeré6w HTL w stosunku do biatek [81].
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Szlak syntezy tiolaktonu Hcy staje si¢ dominujagcy wowczas, gdy reakcje
remetylacji lub transsulfurylacji sg zaburzone przez zmiany genetyczne enzymow
zaangazowanych w metabolizm Hcy, takich jak B-syntaza cystationinowa, syntaza
metioniny, czy tez reduktaza metylotetrahydrofolianu. Inng przyczyng nadmiernej
produkcji HTL jest niedobor kwasu foliowego, witamin Be i B1o.

Cykliczny tioester Hcy, jakim jest tiolakton Hcy, mozna otrzyma¢ chemicznie
przez wewnatrzczasteczkowa kondensacje metioniny lub Hcy. Ogrzewanie metioniny w
temperaturze 120°C, w obecnosci kwasu jodowodorowego przez 4 h, prowadzi do
przeksztatcenia Met do HTL, z uwolnieniem jodku metylu. Wewnatrzczasteczkowa
kondensacja Hcy do tiolaktonu Hcy zachodzi w obecno$ci HCIL. Szybkos¢ reakcji zalezy
od stezenia HCI oraz temperatury.

W warunkach fizjologicznych (pH 7,4; 36°C) okres pottrwania tiolaktonu wynosi
okoto 25 h, co sugeruje, ze jest bardziej stabilny niz inne wewnatrzkomodrkowe
aminoacylo-tioestry. W warunkach zasadowych HTL szybko hydrolizuje do Hcy (0,1 M
NaOH w ciggu 15 minut catkowicie hydrolizuje HTL w temperaturze pokojowej).
Podobnie jak wszystkie tioestry, HTL absorbuje $wiatto UV z maksimum absorpcji przy
240 nm w $rodowisku wodnym. pKa grupy a-aminowej HTL jest niezwykle niskie i
wynosi 7,1, co sprawia, ze w warunkach fizjologicznych jest neutralny i swobodnie
dyfunduje przez btony komorkowe [80].

Grupa a-aminowa tiolaktonu Hcy wykazuje duza reaktywno$¢ w stosunku do
aldehydow, takich jak fosforan pirydoksalu, o-ftalaldehyd, czy streptomycyna (antybiotyk
standardowo dodawany do pozywek do hodowli linii komérkowych). Reakcja HTL ze
streptomycyng zachodzi okolo 400 razy szybciej niz reakcja HTL z lizyng. Natomiast
reakcja HTL z o-ftalaldehydem, generujaca powstanie fluorescencyjnego produktu,

umozliwia precyzyjne okreslenie ilo$ci tiolaktonu Hey.

1.8 N-homocysteinylacja bialek

Rola biologiczna HTL zostala odkryta stosunkowo niedawno, a reaktywnos¢ tej
czasteczki w warunkach fizjologicznych pozostata nieznana az do 1999 r. Fakt obecnos$ci
Hcy N-zwigzanej z biatkami ludzkiego osocza po raz pierwszy opisano w 2000 r. [47].
Pierwsze doniesienia o tym, ze Hcy zwigzana z bialkiem wigzaniem amidowym lub
peptydowym jest prawdopodobnie waznym elementem metabolizmu Hcy u czlowieka,

pochodza z badan nad metabolizmem tiolaktonu Hcy w ludzkich kulturach tkankowych
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[80]. Eksperymenty na linii komoérek HUVEC wykazaty, ze podobnie jak poziom HTL,
poziom N-Hcy-biatek jest wprost proporcjonalny do ilosci Hcy, a odwrotnie
proporcjonalny do ilosci metioniny. Suplementacja hodowli komoérkowych kwasem
foliowym hamuje synteze¢ zewnatrz- oraz wewnatrzkomorkowych N-Hcy-biatek, poprzez
utatwienie konwersji Hcy do metioniny, zapobiegajac posrednio syntezie tiolaktonu Hcy.
Liczne badania wykazaty, ze szlak syntezy tiolaktonu Hcy jest uniwersalny w roznych
typach komorek, m.in. w ludzkich komorkach srodbtonka naczyn krwionos$nych, a takze in

vivo u ludzi oraz myszy [47].

Ze wzgledu na wysoka energie wigzania anhydrydowego ATP, zachowang w
wigzaniu tioestrowym tiolaktonu Hcy, czasteczka ta jest reaktywna chemicznie i
spontanicznie modyfikuje biatka, tworzac addukty Hcy z biatkiem (N-Hcy-biatka), w
ktorych Hey jest N-zwigzana z grupa e-aminowg reszty lizyny biatka [80] (Rys. 7). Proces
modyfikacji biatka za posrednictwem tiolaktonu homocysteiny nazywany jest N-

homocysteinylacja.
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Rysunek 7. Schemat reakcji N-homocysteinylacji bialek [82].

Jedynie grupy aminowe tancucha bocznego reszt lizyny w biatkach s3
modyfikowane przez HTL, w przeciwienstwie do tancuchéw bocznych argininy,
histydyny, seryny, czy treoniny. Ponadto, N-koncowe grupy a-aminowe w ludzkiej
albuminie, hemoglobinie, cytochromie ¢ oraz fibrynogenie nie reaguja z tiolaktonem Hcy.
Tylko reszty lizyny wystepujace wewnatrz tancucha biatkowego zostaty zidentyfikowane
jako miejsca modyfikacji tiolaktonem Hcy [57]. W wolnej lizynie, grupa e-aminowa
wykazuje 3 krotnie wigkszg reaktywno$¢ w stosunku do HTL niz grupa a-aminowa [77].

N-homocysteinylacja zachodzi juz przy stezeniu tiolaktonu tak niskim jak 10 nM,
co moze wyjasnia¢ promiazdzycowe dzialanie Hcy na poziomie fizjologicznym. Proces ten

jest specyficzny dla Hey, gdyz tiolakton Hcy moze powsta¢ w ludzkim organizmie tylko z
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Hcy. W normalnych warunkach, u zdrowych 0so6b poziom tiolaktonu Hcy 1 N-Hcy-biatek

wynosi odpowiednio ~1,5% i 15% calkowitej ilosci Hey [78].

Kazde biatko obecne w surowicy ludzkiej ulega N-homocysteinylacji proporcjonalnie do
jego stezenia w surowicy oraz zawartosci lizyn w danym biatku. Hcy N-zwigzana z
biatkiem jest obecna w albuminie z réznych organizmow, takich jak czlowiek, owca,
$winia, krolik, szczur, mysz oraz kurczak, a takze we wszystkich, do tej pory zbadanych,
biatkach krwi [83]. State drugorzedowe tej reakcji dla indywidualnych biatek wskazujg, ze
reakcje tiolaktonu Hcy sg relatywnie szybkie 1 zostajg zakonczone w ciggu kilku godzin w
warunkach fizjologicznej temperatury i pH. Dla biatek roznigcych si¢ wielkoscia, od 104
do 698 aminokwasow, istnieje wyrazna korelacja pomiedzy zawartoscig lizyn, a
reaktywnos$cig tych bialek z HTL. Wigksze biatka, takie jak fibrynogen (3588 reszt
aminokwasowych) czy LDL (~5000 aminokwasow), reaguja z HTL okoto sze$¢ razy mniej
wydajnie, niz mozna by sadzi¢ po zawarto$ci lizyn. Wynika to z tego, ze jedynie kilka z
wielu reszt lizyny obecnych w biatku stanowi miejsca preferencyjnej modyfikacji przez
tiolakton Hcy, jak wykazano dla albuminy [57], fibrynogenu [84], czy tez cytochromu c
[85].

Jak wykazano w najnowszych badaniach, w warunkach predysponujacych do
rozwoju miazdzycy, takich jak hiperhomocysteinemia, poziom N-homocysteinylowanych
bialek jest znacznie podwyzszony, zarowno u ludzi [86], jak i myszy [27]. Zdrowe myszy
karmione wysoko-metioninowa dieta, podobnie jak i myszy =z genetyczng
hiperhomocysteinemig mialty znaczaco podwyzszony poziom N-Hcy-biatek w osoczu.
Pomimo, iz poziom N-Hcy-biatek w osoczu jest podwyzszony nawet u myszy z tagodna
forma hiperhomocysteinemii (stg¢zenie tHcy ~37,5 uM), u zwierzat tych nie obserwuje si¢
podwyzszonego poziomu N-Hcy-bialek w organach wewngtrznych — np. w watrobie i
sercu, w przeciwienstwie do myszy z bardzo powazng postacig hiperhomocysteinemii. Na
podstawie tych badan dowiedziono, ze N-homocysteinylowane biatka sa waznym,
zwigzanym ze stanem patologicznym, elementem metabolizmu Hcy.

W celu wyjasnienia powigzania migdzy hiperhomocysteinemia a wyzszym
ryzykiem wystapienia chorob uktadu krazenia i $§miertelnoscia u pacjentdw z chorobami
nerek, zbadano u nich N-homocysteinylacj¢ biatek [87]. Zaobserwowano znacznie
podwyzszony poziom N-Hcy-biatek u pacjentdéw z hiperhomocysteinemig oraz chorobg

nerek, poddawanych hemodializie, w porownaniu do 0s6b zdrowych [88]. Jednocze$nie
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zauwazono u tych pacjentdéw nizszy stosunek N-Hcy-bialek/tHcy, w porownaniu z
osobami zdrowymi. Moze by¢ to spowodowane wydajniejszym wydalaniem HTL z
organizmu, w przypadkach, gdy poziom tHcy osocza jest wysoki.

Hiperhomocysteinemia jest zwigzana ze zwigkszong $miertelnoscig wsrdd
pacjentow z chorobg wiefcowg serca | u tych pacjentow obserwuje si¢ zarowno
podwyzszony poziom tHcy, jak i N-Hcy-biatek w osoczu [89]. Za pomoca przeciwciat
przeciw N-Hcy-biatkom, wykazano, ze N-homocysteinylowane biatka sg obecne w
ludzkich tkankach uktadu krwionosnego [90, 91]. Wigkszos¢, bo okoto 70% Hcy obecnej
w ludzkiej krwi wystepuje w postaci N-zwigzanej z biatkiem, a tylko okoto 30% jako
tHcy. Najwicksza ilo§¢ Hcy zwigzanej z biatkiem we krwi ludzkiej jest obecna w
hemoglobinie (0,6 %), albuminie (0,36 %) oraz y-globulinach (0,36 %). Inne biatka
surowicy, takie jak HDL, LDL, fibrynogen, transferyna, antytrypsyna zawieraja od 0,04 do
0,1 % N-Hcy-bialek. N-Hcy-hemoglobina (biatko wystepujace w najwigkszym stezeniu w
ludzkiej krwi) jest obecna we krwi w stezeniu 12,7 uM, co sprawia, ze hemoglobina jest
glownym rezerwuarem Hcy we krwi czlowieka — zawiera 75% N-zwigzanej Hcy.
Albumina zawiera 22%, a y-globuliny — 2% N-zwigzanej Hcy. Pozostate biatka krwi
zawieraja okoto 1% N-zwigzanej Hcy. Natomiast w osoczu krwi cztowieka 90% Hcy
zwigzanej z biatkami jest przenoszone na albuminie [77]. Stezenie Hcy zwigzanej z
biatkiem w osoczu waha si¢ od 0,1 pumol/L do 13 umol/L, co stanowi do 25 % catkowitej
Hcy osocza.

Specyficzne N-Hcy-peptydy w Dbiatkach osocza, zawierajace N-homocysteinylowane
reszty lizyny, mozna wykry¢ za pomoca narzedzi proteomicznych w probkach ludzkiego
0socza, co dostarcza nowego narzedzia diagnostycznego stuzacego monitorowaniu
modyfikacji biatek tiolaktonem Hcy (szczegély tych badan opisano w dalszej czesci

rozprawy, w rozdziale p.t. Wyniki).

1.9 Konsekwencje funkcjonalne N-homocysteinylacji bialek

Whbudowywanie Hcy do biatek za posrednictwem tiolaktonu homocysteiny moze
wptywacé na fizjologie komdrkowa w wieloraki sposob. Taka modyfikacja biatka moze
zaburza¢ jego faldowanie, a takze tworzy¢ biatka o innych cechach (np. fibrynogen,
ktorego zmienione pod wplywem modyfikacji wilasciwosci opisano szczegdétowo w
rozdziale 1.9.1) lub tez moze prowadzi¢ do indukcji odpowiedzi autoimmunologiczne;j

(opisanej w rozdziale 1.9.3).
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Intensywna N-homocysteinylacja bialek takich jak mioglobina, transferyna,
globuliny, RNaza A prowadzi do ich multimeryzacji oraz zmian strukturalnych
prowadzacych do denaturacji 1 wytrgcania tych bialek [77]. Pojawienie si¢
niesfaldowanych/zagregowanych bialek w siateczce $rodplazmatycznej (ER) aktywuje
sciezke sygnatows, specyficzng odpowiedz na niesfatdowane biatka (UPR), ktora moze
prowadzi¢ do $mierci komoérki na drodze apoptozy (udziat N-Hcy-biatek w indukc;ji stresu
ER opisano w rozdziale 1.9.2).

N-homocysteinylacja moze takze wplywa¢ niekorzystnie na normalne
funkcjonowanie lipoprotein o matej gestosci (ang. low density lipoproteins, LDL). Ze
wzgledu na wysokie stezenie LDL w osoczu pacjentéw z hipercholesterolemia, wigksze
ilosci homocysteinylowanego LDL moga si¢ gromadzi¢ w wewnetrznych warstwach
naczyn krwiono$nych. Takie zmodyfikowane czasteczki sa bardziej wrazliwe na agregacje
oraz spontaniczng precypitacje. Zmodyfikowany LDL moze by¢ pobierany przez
makrofagi poprzez receptory btonowe lub fagocytoze znacznie szybciej niz natywny LDL,
co prowadzi do wewnatrzkomorkowej kumulacji cholesterolu i tworzenia komorek
piankowych [92]. Konsekwencja tego jest uszkodzenie srodbtonka naczyn i rozwdj blaszek
miazdzycowych.

Modyfikacja grupy e-aminowej reszty lizyny biatka resztag Hcy zawierajacg wolng
grupe tiolowa zaburza struktur¢ i funkcje biatka. Bezposrednim rezultatem N-
homocysteinylacji biatka jest obnizenie wartosci catkowitego ladunku dodatniego w
biatku, gdyz wysoce zasadowa grupa g-aminowa reszt lizyny biatka (pKa = 10,5) jest
zamieniona na mniej zasadowa grupe a-aminowg Hey (pKa ~7). Przyktadem konsekwencji
N-homocysteinylacji biatka jest zmiana podatnosci na trawienie proteolityczne N-HcCy-
cytochromu c¢. N-Hcy-cytochrom c¢ jest bardziej odporny na proteolityczng degradacje
przez trypsyng, chymotrypsyne czy proteinaz¢ K niz biatko natywne. Podwyzszona
odpornos¢ na proteolize moze wynika¢ z konwersji ferricytochromu ¢ do bardziej stabilnej
termodynamicznie formy ferrocytochromu c [85, 93].

Jednakze wydaje si¢, ze N-homocysteinylacja moze takze wzmagaé odpornosé
cytochromu ¢ na proteoliz¢ niezaleznie od zmian strukturalnych zwigzanych ze statusem
redox, podobnie jak to wykazano dla N-Hcy-albuminy [57]. Ponadto, N-Hcy-albumina
oraz N-Hcy-hemoglobina, w przeciwienstwie do swych natywnych form, sa podatne na
utlenianie, co prowadzi do powstawania nieodwracalnych uszkodzen w biatkach. W

osoczu czlowieka wystepuja dwie gtéwne formy albuminy: albumina-Cys4-S-S-Cys
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3 albuminy) oraz

(zawierajgca cysteing potaczong wigzaniem dwusiarczkowym z Cys
forma zwana merkaptoalbuming : albumina-Cys®*-SH (Cys®* posiada wolna grupe
tiolowg). Te dwie formy stanowig odpowiednio dwie trzecie i jedng trzecig catkowitej
ilosci albuminy. W obiegu wystepuja ponadto albumina-Cys®*-S-S-Hcy oraz N-Hcy-
albumina, ktore stanowig 1-2% catkowitej ilosci albuminy, ale zawieraja ponad 80% Hcy
osocza [77]. Albumina-Cys®*-S-S-Cys ulega N-homocysteinylacji szybciej niz
merkaptoalbumina, w zwigzku z tym wnioskuje si¢, ze N-homocysteinylacja zalezy od
zmian strukturalnych w albuminie, zaleznych z kolei od formy wystepowania reszty Cys3*
(zredukowanej lub utlenionej). N-homocysteinylacja albuminy-Cys34-S-S-Cys oraz
albuminy-Cys*-SH daje dwa rézne produkty, odpowiednio: N-(Hcy-SH)-albumine-Cys>*-
S-S-Cys i N-(Hcy-SH)-albuming-Cys®*-SH. Jednakze, dalsza wymiana tiol-dwusiarczek
prowadzi do utworzenia pojedynczego produktu: N-(Hcy-S-S-Cys)-albumina-Cys®*-SH,
ktory jest bardziej podatny na proteoliz¢ niz merkaptoalbumina: N-(Hcy-SH)-albumina-
Cys*-SH. W zwiazku z tym, dwusiarczek wystepujacy przy Cys3* utatwia konwersje N-
(Hcy-SH)-albuminy-Cys®*-SH do proteolitycznie wrazliwej formy : N-(Hcy-S-S-Cys)-
albuminy-Cys*-SH, co ulatwia pozbycie sic N-homocysteinylowanej formy
merkaptoalbuminy.

Przeanalizowano rowniez funkcje homocysteinylowanej albuminy in vitro. Grupa
Perna i wsp. przetestowata trzy rozne leki: warfaryne, kwas salicylowy i diazepam, ktore
wiaza si¢ do réznych miejsc w czasteczce albuminy. Okazato si¢, ze poziom wigzania
warfaryny i kwasu salicylowego przez homocysteinylowang albuming nie ro6znit si¢ od
poziomu wigzania przez niemodyfikowang albuming. Zaobserwowano natomiast, ze
albumina homocysteinylowana wigze mniej diazepamu, w pordwnaniu z niemodyfikowang
albuming [94]. Jest to zapewne spowodowane tym, ze reszta Lys 525, gtowne miejsce N-
homocysteinylacji w albumine [57], znajduje si¢ w domenie wiazacej benzodiazepiny

(grupa lekéw, do ktorej nalezy m.in. diazepam).

1.9.1 Zakrzepica

Podwyzszony poziom Hcy moze zaburza¢ funkcje $roédbtonka naczyn
krwiono$nych, zmieniajac charakter powierzchni tych komoérek z antykoagulacyjnej na
prokoagulacyjng [95]. Komorki $rodbtonka reguluja aktywnos¢ fibrynolityczng poprzez
syntez¢ i wydzielanie tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA, ang. tissue

plasminogen activator) oraz jego inhibitora. Tkankowy aktywator plazminogenu aktywuje
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plazminogen, ktory przeksztatca si¢ w podstawowa proteaze fibrynolityczng — plazming.
Zarowno plazminogen, jak i t-PA wigzg si¢ do powierzchni komorek srodbtonka, a w
procesie tym posredniczy biatko zalezne od wapnia — aneksyna Il (Ann-11). Prozakrzepowy
mechanizm dziatania homocysteiny polega m.in. na selektywnym uposledzeniu domeny
wigzacej t-PA w aneksynie II, zwigkszajac w ten sposob ryzyko zatykania naczyn
krwiono$nych. Homocysteina tworzy wigzanie dwusiarczkowe z Cys 9 znajdujaca si¢ w
obrebie domeny wigzacej anneksyny Il, co uniemozliwia zwigzanie t-PA. Juz 11 uM
stezenie Hcy moze w 50% zahamowa¢ wigzanie t-PA do aneksyny |1 [96].

Fibrynogen osocza jest czynnikiem ryzyka wystepowania choroby wiencowej,
udaru mézgu i $miertelnosci niezaleznej od uktadu krwiono$nego [97]. Jest to podstawowe
biatko uczestniczace w procesie koagulacji krwi; polimeryzujac tworzy struktury skrzepu
fibrynowego. Wewnatrznaczyniowe odkladanie si¢ fibryny jest zwigzane z rozwojem
miazdzycy. Proces fibrynolizy, w wyniku ktérego skrzepy fibrynowe zostaja
rozpuszczone, jest niezbedny do usuwania skrzepodw podczas gojenia si¢ ran, jak i do
usuwania wewnatrznaczyniowych skrzepoéw, ktore moga w przeciwnym razie prowadzic¢
do trombony (trombozy). Inicjacja tego procesu nastepuje, gdy tkankowy aktywator
plazminogenu i plazminogen wigza si¢ do skrzepu fibrynowego, a nastgpnie aktywator
plazminogenu trawi plazminogen do plazminy. Plazmina wigze si¢ do reszt lizyny fibryny
i trawi trzy tancuchy fibryny w wielu miejscach. Wydajny system fibrynolityczny chroni
organizm przed miazdzycowa chorobg naczyn krwiono$nych i przed ostrym procesem
trombozy.

Jak wiele innych biatek, fibrynogen tatwo ulega modyfikacji przez tiolakton
homocysteiny in vitro [98], co powoduje zmiang jego wlasciwosci, a nawet denaturacje [3,
48, 77, 99]. Modyfikacja ta zachodzi rowniez in vivo u ludzi [86], a N-Hcy-fibrynogen
posiada wiasciwosci prozakrzepowe. Skrzepy powstajace z N-Hcy-fibrynogenu in vitro
majg bardziej zwartg strukture, stajg si¢ mniej przepuszczalne dla czynnikow
fibrynolitycznych i mniej podatne na liz¢ przy udziale kompleksu tPA/plazminy w
poréwnaniu do skrzepow powstalych z normalnego fibrynogenu [84]. Zredukowana
fibrynoliza u pacjentow z hiperhomocysteinemia jest najprawdopodobniej spowodowana
malym rozmiarem porow w sieci fibryny I mniej wydajnym transportem czynnikow
fibrynolitycznych przez skrzep [100]. Jak wykazano w pracy Sauls i wsp. [84] oraz w
niniejszej pracy doktorskiej, niektore z reszt lizyny podatnych na N-homocysteinylacje

znajduja si¢ blisko miejsc wigzania tPA 1 plazminogenu lub blisko miejsca cigcia
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plazminy, co moze wyjasnia¢ odmienng, nieprawidtowa charakterystyke skrzepow
tworzonych przez N-Hcy-fibrynogen (Rys. 8). Efekt prozakrzepowy N-Hcy-fibrynogenu
in vitro jest podobny do prozakrzepowego charakteru mutacji fibrynogenu u ludzi, ktore

wprowadzajg wolng grupe tiolowa cysteiny np. Aa Argl6—Cys; B Argl4—Cys [101].

©Addukty Hey-lizyna
A a -52, 129, 191, 230,
413, 418, 448
B P -298, 323; y-125, 140, 205
* Mutacje trombogenne
A o -S532C i R554C
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Rysunek 8. N-homocysteinylowane reszty lizyny w fibrynogenie. Homocysteinylowane lizyny pokazano
po prawej stronie czgsteczki, natomiast miejsca wigzania tPA i plazminogemu (Pg) po lewej stronie.
Pokazano réwniez struktur¢ 3D regionu D z taficuchami B3 w kolorze rézowym, y w kolorze niebieskim oraz

Aa na czerwono. Homocysteinylowane lizyny narysowano sferycznie [98].

Poziom N-Hcy-fibrynogenu w osoczu pacjentow z mutacja w genie CBS jest
znacznie podniesiony w poroéwnaniu do zdrowych oséb (72,5+58,1 vs. 35,8€14,3 nM)
[86]. Istnieje znaczna pozytywna korelacja pomiedzy iloscig N-Hcy-fibrynogenu osocza,
catkowitg iloscig Hcy lub N-Hcy-biatkami a catkowita iloscig fibrynogenu u tych
pacjentow. Ponadto istnieje roéwniez pozytywna korelacja miedzy iloscia N-Hcy-
fibrynogenu a iloscia tiolaktonu Hcy. Fakt, Ze u pacjentow z mutacja w genie CBS istnieje

podwyzszony poziom N-Hcy-fibrynogenu, wyjasnia zwigkszong podatnos¢ na zakrzepice
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obserwowang u tych pacjentéw. Na podstawie tych badan sugeruje si¢, ze podwyzszony
poziom N-homocysteinylowanych biatek jest odpowiedzialny za nasilong zakrzepicg
obserwowang u pacjentow z genetycznie uwarunkowang hiperhomocysteinemia wg

nastepujacego schematu:

Hcy — tiolakton Hcy — N-homocysteinylacja — N-Hcy-fibrynogen — zakrzepica

Obnizanie poziomu Hcy osocza poprzez suplementacje diety kwasem foliowym
poprawia przepuszczalnos$¢ skrzepdéw oraz podatnos¢ na proteolize u ludzi, a wigc taka

terapia moze mie¢ korzystny efekt przeciwzakrzepowy [102].

1.9.2 Stres retikulum endoplazmatycznego i odpowiedZ na niesfaldowane bialka

W  komoérkach eukariotycznych siateczka $rodplazmatyczna jest gldéwnym
miejscem faldowania i dojrzewania bialek transblonowych, sekrecyjnych oraz obecnych w
ER. Znajduje si¢ tam wiele biatek pelnigcych funkcje ochronne (ang. chaperon), takie jak
GRP78 (ang. glucose-regulated protein 78), GRP94, kalnexyna, kalretikulina i biatkowa
izomeraza dwusiarczkowa. Biatka te dzialaja na zasadzie systemu kontroli jakosci,
zapewniajac, zeby tylko prawidtowo sfaldowane biatka byly kierowane do aparatu
Golgiego, w celu dalszej obrobki i sekrecji. Warunki patologiczne lub/i czynniki
zaburzajace prawidtowe faldowanie 1 dojrzewanie biatek, aktywuja odpowiedZ na
niesfatdowane biatka - UPR (ang. unfolded protein response). UPR jest $ciezkg sygnatowa,
ktora jest odpowiedzig na stres ER 1 obejmuje wzrost ekspresji gendw biatek opiekunczych
ER, zredukowang translacje wszystkich bialek oraz degradacj¢ niesfaldowanych biatek.
Brak funkcjonalnej UPR, a takze trwajacy zbyt dtugo silny stres ER moze prowadzi¢ do
apoptotycznej $mierci komorek oraz przyczynia¢ si¢ do patogenezy wielu chordb, jak np.
choroba Alzheimera, Parkinsona, czy tez cukrzyca [103, 104].

Homocysteina, tiolakton Hcy oraz ditiotreitol (DTT) indukujg stres ER poprzez
aktywacje czynnikow zaré6wno pro- jak i antyapoptycznych w hodowlach komoérkowych,
tkankowych oraz in vivo, co prowadzi do $mierci komorek [105].

Ponadto Hcy, tiolakton Hcy oraz DTT wzmagaja ekspresje czynnika wzrostu
srodbtonka naczyn krwiono$nych VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) poprzez

zalezng od ATF-4 aktywacje transkrypcji VEGF w komodrkach ARPE-19 (ang. human
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retinal pigmented epithelial cell line) [69]. VEGF jest glikoproteing o istotnej roli w
angiogenezie, powodujacg rowniez zmiany w przepuszczalnosci w warstwach komoérek
srodbtonka. Zmiany w regulacji ckspresji VEGF zwigzane sg z wieloma stanami
patologicznymi zaleznymi od angiogenezy, np. retinopatii cukrzyczej (ang. diabetic
retinopathy). Silniejszymi od Hcy induktorami ekspresji VEGF sg tiolakton homocysteiny
I DTT, co sugeruje kluczowa rolg grupy tiolowej w tym procesie. Prawdopodobnie
potencjat redukcyjny tych zwigzkow interferuje z utlenianiem tioli i tworzeniem mostkow
dwusiarczkowych w biatkach ER, hamujac w ten sposob prawidtowe faldowanie biatek.
Jednakze L-cysteina nie wykazuje wplywu na poziom ekspresji VEGF, a takze nie
powoduje stresu ER.

Z najnowszych badan wynika, ze N-homocysteinylowane biatka kumulujg si¢ w
watrobie myszy transgenicznych z mutacjag w genie CBS [106]. N-Hcy-biatka maja
zdolnos$¢ tworzenia agregatow, ktore moga indukowac stres ER oraz UPR, np. N-Hcy-LDL
majg zdolnos¢ do agregacji 1 indukcji $mierci komorek HUVEC [107]. Zaobserwowano, ze
W watrobie myszy z ciezka hiperhomocysteinemia, w ktorej kumuluje si¢ 1857452 pmol
N-Hcy-biatka/mg biatek watrobowych, dochodzi do stresu retikulum endoplazmatycznego.
Ponadto, zaangazowanie N-Hcy-biatek w stres ER zostalo wykazane we wcze$niejszych
badaniach, z ktorych wynika, ze u myszy z mutacjag w genie ApoE (apoliporoteina E jest
sktadnikiem chylomikronow, ktory taczy si¢ z receptorem w komoérkach watrobowych,
umozliwiajac usuwanie tych lipoprotein z krwioobiegu), karmionych dieta o wysokiej
zawartosci metioniny, nastepuje wzrost poziomu N-Hcy-biatek w uszkodzonych aortach
[108].

Tiolakton Hcy modyfikujac biatka retikulum endoplazmatycznego prowadzi do
zniszczenia biatek wydzielniczych. Natomiast Hcy moze uczestniczy¢ w reakcjach
wymiany dwusiarczkowej z biatkami ER. Te dwie reakcje moga prowadzi¢ do powstania
niesfaldowanych biatek. Jak wykazano, w komoérkach ludzkich tiolakton Hcy jest
silniejszym induktorem stresu ER 1 apoptozy niz Hcy, co sugeruje, ze N-
homocysteinylacja moze by¢ dominujagcym szlakiem przyczyniajagcym si¢ do powstania

niesfaldowanych bialek podczas stresu ER [69].

1.9.3 Immunogennos$¢ N-homocysteinylowanych bialek
Na podstawie badan na kroélikach, ktorym podawano zmodyfikowane tiolaktonem

biatka, takie jak LDL, czy KLH (ang. keyhole limpet hemocyanine), wykazano, ze w
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zasadzie kazde N-Hcy-biatko moze by¢ immunogenne [109]. Ze wzgledu na to, ze N-Hcy-
biatka sa obecne w ludzkim organizmie, moga by¢ one rozpoznawane jako specyficzne
antygeny 1 indukowa¢ w ten sposob odpowiedZz immunologiczng. Testy specyficzno$ci
antygenowej z uzyciem analogow strukturalnych epitopu N-Hcy-Lys oraz roznych N-Hcy-
biatek wykazatly, ze ludzkie przeciwciata IgG rozpoznajg epitop N-Hcy-Lys znajdujacy si¢
na bialkach zmodyfikowanych HTL. Ponadto istnieje korelacja pomigdzy poziomem
przeciwcial IgG anty-N-Hcy-Lys-biatko a poziomem tHcy w osoczu, a nie zaobserwowano
takiej korelacji z cysteing ani metioning. W zwiazku z tym istnieje bezposredni zwigzek
miedzy Hcy a przeciwciatami IgG przeciwko N-Hcy-Lys-biatkom, mianowicie Hcy jest
najpierw przeksztatcana do tiolaktonu Hcy, ktéry nastepnie modyfikuje biatka dajac N-
Hcy-Lys-bialka, a te z kolei indukuja odpowiedz autoimmunologiczna.

Pacjenci z angiograficznie udokumentowang chorobg wiencowsg serca majg

wyzszy poziom przeciwcial IgG anty-N-Hcy-Lys-biatko oraz tHcy w osoczu, w
poréwnaniu z osobami zdrowymi [48]. Sugeruje to, ze wzmozona produkcja tych
przeciwcial jest cecha charakterystyczng miazdzycy. Jezeli N-Hcy-Lys-biatka sg obecne w
komorkach srodbtonka naczyn krwionosnych, wowczas moze dochodzi¢ do powstawania
kompleksow antygen-przeciwcialo na powierzchni naczyn krwiono$nych. Komorki
srodbtonka pokryte przeciwcialami przeciw N-Hcy-Lys-biatkom bylyby pobierane przez
makrofagi poprzez receptor Fc, co prowadziloby do uszkodzenia powierzchni naczyn. Jesli
antygen N-Hcy-Lys-biatko, ktory inicjuje to uszkodzenie, bylby stale obecny, wowczas
ciagle proby naprawienia zniszczonej $ciany naczyn prowadzityby do powstawania ztogow
miazdzycowych.
Ponadto, hiperhomocysteinemia zaindukowana dieta wysokometioninowg uruchamia
wrodzona odpowiedZ immunologiczng i wzmaga stan zapalny naczyn krwiono$nych u
myszy, objawiajacy si¢ m.in. zwigkszong aktywacja jadrowego czynnika kB w aorcie i
nerkach oraz wzmozong ekspresja TNF-a w osoczu [53].

Przedstawiony powyzej mechanizm indukcji odpowiedzi immunologicznej
wyjasnia, dlaczego relatywnie male ilosci N-Hcy-biatek, jakie wystepuja w ludzkim
organizmie moga by¢ szkodliwe. Przeciwciata rozpoznajace epitop N-Hcy-Lys reaguja
prawdopodobnie z N-homocysteinylownymi biatkami w wielu tkankach, co odzwierciedla

niekorzystny efekt wywotany hiperhomocysteinemig w wielu organach [37].
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1.10 Zaangazowanie tiolaktonu Hcy w choroby ukladu krazenia

Odkrycie, ze Hey ulega konwersji do tiolaktonu Hcey, ktory z Kolei spontanicznie
modyfikuje biatka w ludzkich komdrkach, stworzyto podstawy do sformutowania hipotezy
o zaangazowaniu tiolaktonu Hecy w choroby uktadu krazenia [80]. Zgodnie z ta hipoteza,
obserwuje si¢ podwyzszony poziom HTL w warunkach predysponujacych do rozwoju
chorob uktadu krwionosnego, jak w przypadku hiperhomocysteinemii spowodowanej
mutacjami w genach CBS oraz MTHFR u ludzi, czy tez dietg wysoko metioninowg u
myszy [110]. Modyfikacja biatek, prowadzaca do utworzenia stabilnych wigzan
izopeptydowych, uposledza lub zmienia funkcje bialek. Wickszos¢ konsekwencji
patofizjologicznych N-homocysteinylacji biatek, zidentyfikowanych do tej pory, obejmuje
uszkodzenie biatka lub komorki, aktywacje adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej
objawiajacg si¢ wzmozong syntezg przeciwcial przeciw N-Hcy-biatkom [109, 111] oraz

nasilong zakrzepicg, spowodowang N-homocysteinylacja fibrynogenu [84, 102].

1.11 Detoksykacja tiolaktonu homocysteiny

Ze wzgledu na szkodliwe dziatanie tiolaktonu Hcy, organizmy wyksztatcity
mechanizmy ochronne detoksykujace tiolakton Hcy lub zapobiegajace jego tworzeniu. Na
przyktad, usuwanie Hcy przez transmetylacje do metioniny i transulfurylacj¢ do cysteiny
wewnatrz komorek oraz tworzenie S-Hcy-albuminy w osoczu, skutecznie zapobiega
konwersji Hcy do tiolaktonu Hcy. Natomiast jednym z podstawowych sposobow
detoksykacji HTL (w przeciwienstwie do tHcy) jest jego usuwanie z organizmu wraz z
moczem [112].

Stezenie tiolaktonu Hcy w moczu jest ~100 razy wyzsze niz osoczu. Prawidlowy
poziom HTL w moczu waha si¢ w granicach od 11 do 485 nmol/L, co stanowi 2,5-28%
tHey wystepujacej w moczu. Jest to znacznie wigksza frakcja HTL niz ta wystgpujaca w
osoczu (<0,002% do 0,29%). Staba korelacja pomigdzy tiolaktonem Hcy a tHcy w osoczu
oraz brak tej korelacji w moczu sugeruje, ze Hey, metaboliczny prekursor tiolaktonu Hcy,
nie jest gtowng determinantg stgzenia tiolaktonu Hcy u ludzi. Wazng role odgrywaja
prawdopodobnie inne czynniki takie jak kwas foliowy, metionina czy aktywnos$¢
tiolaktonazowa lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL). Tylko 0,4-3,8% tiolaktonu Hcy
ulega reabsorbcji w nerkach, a >95% filtrowanego HTL jest wydalane. Wykazano, ze ilo$¢

HTL w moczu negatywnie koreluje z pH moczu, pomimo iz nie zauwazono korelacji
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mi¢dzy iloscig tHcy w moczu a jego pH [112]. Na podstawie tej obserwacji sugeruje sig,
ze status jonizacji grupy a-aminowej tiolaktonu Hey (pK=7,1) wplywa na jego wydalanie z
moczem. Nienatadowana forma HTL jest wydalana z moczem, w ktorym nabywa tadunku
dodatniego na skutek kwasnego $rodowiska. Dodatnio natadowana forma HTL nie ulega
reabsorbcji w kanalikach nerkowych.

Bardzo wazna rol¢ w metabolizmie/detoksykacji tiolaktonu homocysteiny odgrywa
tiolaktonaza homocysteiny (HTLaza), znana wczesniej jako paraoksonaza (PON1), ktorej
nazwa pochodzi od zdolnosci do hydrolizy paraoksonu. Enzym ten jest syntetyzowany
wylgcznie w watrobie i zwigzany jest z frakcjg HDL osocza [113, 114]. Stezenie PON1 w
osoczu wynosi ~50pg/ml (~1pmol/L). Enzym ten jest niekompetycyjnie inhibitowany
przez izoleucyng oraz penicylaming oraz wykazuje zalezno$¢ od jonow wapnia. Paraokson
oraz octan fenylu inhibujg hydrolize tiolaktonu Hcy przez tiolaktonaze, co wskazuje, ze ten
sam enzym posiada obie aktywno$ci: paraoksonazowa oraz tiolaktonazowg. Surowica
krolikéw oraz myszy zawiera 5-10 razy wiecej tego enzymu niz ludzka surowica.

Jak wykazano, PON1 ulegajaca ekspresji w transgenicznych myszach chroni przed
miazdzyca [115]. Udowodniono, ze wysoki poziom aktywnosci tiolaktonazowej in vitro
chroni biatka osocza przed N-homocysteinylacja [113], a HDL hamuje tworzenie
tiolaktonu homocysteiny oraz N-Hcy-biatek w komorkach $rodbtonka naczyn
krwionosnych ex vivo [116]. Zaobserwowano, ze aktywnos¢ tiolaktonazy homocysteiny
PONL jest skorelowana z podwyzszonym stezeniem LDL, HDL oraz ich komponentami w
przypadku pacjentow cierpigcych na CAD, natomiast tej zaleznosci nie stwierdzono u oséb
zdrowych. To sugeruje, ze aktywno$¢ tiolaktonazowa moze by¢ regulowana w rozny
sposob u chorych na chorobe wiencowsa serca oraz u oséb zdrowych [117]. Aktywnos¢
PONL1 jest genetycznie zdeterminowana przez polimorfizmy, przede wszystkim zamiang
leucyny 55 na metioning (L55M) oraz glutaminy 192 na argining (Q192R), ktore to obok
CAD oraz catkowitego stezenia cholesterolu sg gtownymi determinantami aktywnosci
tiolaktonazowej u ludzi.

Modyfikacje strukturalne czasteczek HDL maja duze znaczenie 1 wplyw na
aktywno$¢ enzymu PON1. Lipoproteiny o wysokiej gesto$ci sa wrazliwe na modyfikacje
strukturalne, takie jak np. utlenianie, glikozylacje, homocysteinylacje i1 degradacje
enzymatyczng. W badaniach prowadzonych na hodowlach komoérkowych wykazano, ze
homocysteina obniza aktywno$¢ promotorow PONI1 i ApoAl [118]. Zaobserwowano

znaczne obnizenie aktywnosci paraoksonazy we frakcji utlenionych czasteczek HDL 1
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zasugerowano, ze inaktywacja PON1 moze by¢ przyczyng obnizonego efektu ochronnego
przeciw czasteczkom LDL i utlenianiu blony komorkowej [119, 120]. Zmiany strukturalne
w czasteczkach HDL moga odgrywa¢ role w patogenezie miazdzycy i chordb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera.

Tiolaktonaza/paraoksonaza PONI1 obecna w 0soczu wystepuje
zewnatrzkomoérkowo, natomiast enzymem posiadajacym aktywnos$¢ tiolaktonazowa
wystepujacym wewnatrz komorek, jest hydrolaza bleomycyny (BLH). Nazwa enzymu
pochodzi od jego aktywnosci — deamidacji leku przeciwnowotworowego bleomycyny.
Enzym ten odgrywa prawdopodobnie wazng rol¢ w metabolizmie Hcy u ludzi oraz
drozdzy. Ludzka BLH jest zaangazowana w chorob¢ Alzheimera (uczestniczy w obrobce
prekursora biatka amyloidowego, ang. amyloid precursor protein, dajac produkt w postaci
peptydu beta-amyloidu), a genetyczny polimorfizm tego enzymu, zamiana izoleucyny 443
na waling, jest zwigzany ze wzrostem ryzyka zachorowania na t¢ chorobe [121]. Suszynska
1 wsp. wykazali, ze poziom aktywnosci tiolaktonazowej i aminopeptydazowej zwigzanej z
BLH jest nizszy w mo6zgach osob chorych na chorobe Alzheimera [122]. Zaréwno ludzka
jak 1 drozdzowa BLH, posiadaja prawie identyczng strukture molekularng i nalezg do
rodziny proteaz cysteinowych, wykazujacych aktywno$¢ aminopeptydazowa. Enzym ten
charakteryzuje si¢ duzg konserwatywnoscig ewolucyjng i powszechnym wystepowaniem,
co wskazuje na jego zachowawczg funkcje komorkowa. Jednakze pierwotna funkcja BLH
pozostawata dlugo niewyjasniona, a naturalne substraty tego enzymu nieznane. Jedyna
biologicznie znaczaca, poznang funkcjg byta deamidacja bleomycyny [123]. Jak wykazano
W pracy Zimny i wsp. oraz w niniejszej rozprawie doktorskiej, aktywna forma tego
enzymu, wykazujaca aktywnos¢ tiolaktonazy Hey, wystepuje w ludzkim tozysku [124].

BLH pochodzaca z drozdzy (yBLH), w przeciwienstwie do ludzkiej BLH (hBLH),
jest biatkiem wigzacym si¢ z DNA, dziatajacym jako negatywny regulator ekspresji genu
GAL kodujacego galaktokinaze. W 2006 r. Zimny i wsp. wykazali, ze tiolakton Hcy jest
naturalnym substratem hydrolazy bleomycyny, ktora kontroluje poziom HTL u drozdzy
[124]. Hydroliza HTL zachodzi w miejscu aktywnos$ci aminopeptydazowej BLH.
Wewnatrzkomorkowa tiolaktonaza nie zostata wezesniej opisana ani u ludzi ani u drozdzy.
Jak wykazano, tiolaktonazy ludzka i drozdzowa roznig si¢ od dwoch innych znanych
tiolaktonaz: ludzkiej tiolaktonazy osocza oraz ro$linnej tiolaktonazy [125]. Tiolaktonaza
PONI1 posiada szeroka specyficznos¢ (tio)laktonazowg, a roslinna tiolaktonaza

charakteryzuje si¢ szeroka specyficznoscia substratowg hydrolazy a-aminoacylo
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(tio)estrowej. Natomiast specyficzno$¢ substratowa ludzkiej i drozdzowej HTLazy jest
ograniczona do L-a-aminoacylo tioestrow, estrow aminokwasow siarkowych oraz amidow
aminokwasow. BLH przyczynia si¢ do powstania oporno$ci na toksyczno$¢ Hcy u
drozdzy, prawdopodobnie dzi¢ki zdolnosci do hydrolizy HTL. U ludzi natomiast, BLH
ulega zr6znicowanej ekspresji w zaleznosci od typu tkanki. Przykladowo, mRNA BLH
ulega ekspresji na poziomie niskim do umiarkowanego w wigkszos$ci przetestowanych
ludzkich organéw. Podwyzszony poziom mRNA BLH obserwuje si¢ w jadrach, trzustce,
migs$niach szkieletowych. Niski poziom ekspresji natomiast zaobserwowano w watrobie,
nerkach, jelicie grubym, leukocytach krwi obwodowej [126]. Ponadto, aktywna forma
BLH ulega ekspresji w ludzkim tozysku. Ludzka BLH ulega takze ekspresji w sposob
zalezny od typu komorek. Na przyktad, wysoki poziom ekspresji mRNA BLH wystepuje
w ludzkich liniach komoérek nowotworowych, jak HeLA, HL-60 lub ludzkich komérkach
raka piersi. Aktywno$¢ HTLazy stwierdzono takze w ludzkich fibroblastach, natomiast nie
obserwuje si¢ jej w ludzkich komoérkach $rodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC). Brak
aktywno$ci HTLazy/BLH w komorkach srodblonka moze przyczynia¢ si¢ do wrazliwos$ci
tych komorek na toksyczne dziatanie Hey [43].

Ze wzgledu na istotny udzial Hcy w patologii choréb uktadu krazenia, a w
szczegblnosci jej cyklicznego tioestru - tiolaktonu Hcy, zasadne jest prowadzenie badan
nad metabolizmem HTL oraz N-homocysteinylowanych biatek. Badania te maja na celu
m.in. zrozumienie konsekwencji i mechanizmu modyfikacji biatek tiolaktonem Hcy.
Jednak celem nadrzgdnym jest opracowanie metody diagnostycznej pozwalajacej na
wczesne wykrywanie, a co za tym idzie zapobieganie chorobom uktadu krazenia

zwigzanym z podwyzszonym st¢zeniem Hcy we krwi cztowieka.
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Celem pracy bylo dokladniejsze poznanie metabolizmu tiolaktonu Hcy i roli
procesu N-homocysteinylacji biatek. Szkodliwy wpltyw Hcy na komorki ssacze |
drozdzowe jest wynikiem konwersji Hey do tiolaktonu Hcy, ktéry moze by¢ toksyczny z
dwoch powodow. Po pierwsze, konwersja Hcy do HTL wymaga ATP, powodujac straty
energii komorkowej, a dalej inhibicj¢ wzrostu, jak to wykazano u drozdzy [64]. Po drugie,
tiolakton Hcy jest reaktywnym produktem posrednim, ktéry modyfikuje biatka w procesie
N-homocysteinylacji [99]. Aby w pelni pozna¢ metabolizm HTL istotne bylo ustalenie,
czy ktory$ z wymienionych mechanizmow toksycznosci tiolaktonu Hey przyczynia si¢ do
inhibicji wzrostu przez Hcy u Escherichia coli.

Istnieje kilka mechanizméw detosykacji tiolaktonu Hcy w komoérkach ssaczych.
Jednakze do tej pory nieznany byl enzym hydrolizujacy HTL wewnatrzkomorkowo.
Kolejnym celem pracy byta zatem identyfikacja enzymu hydrolizujacego HTL wewnatrz
komorek ludzkich oraz zweryfikowanie hipotezy, ze taki enzym mogiby chroni¢ komoérki
ludzkie przed toksycznos$cig homocysteiny.

Analiza mechanizmu N-homocysteinylacji, a w szczegdlnosci poszukiwanie
preferencyjnych miejsc przytaczania si¢ Hcy w biatkach cztowieka, jest istotna ze wzgledu
na potencjalne mozliwosci diagnostyczne. Jak wykazano we wcze$niejszych badaniach,
preferencyjnym miejscem modyfikacji ludzkiej albuminy in vivo oraz in vitro jest Lys 525
[57]. Badacze Sauls i wsp. wykryli takze kilka miejsc N-homocysteinylacji w ludzkim
fibrynogenie in vitro [84]. W zwiazku z tym, kolejnym celem pracy bylo sprawdzenie, czy
istniejg inne modyfikowane reszty lizyny w ludzkiej albuminie oraz fibrynogenie, a takze
ktore reszty lizyny ulegaja N-homocysteinylacji w ludzkiej hemoglobinie, zaréwno in
vitro, jak i in vivo, w surowicy ludzkiej. Ponadto istotne z diagnostycznego punktu
widzenia byto takze okreSlenie zaleznosci migdzy iloscig peptydu zawierajacego
zmodyfikowang reszt¢ Lys 525 a calkowitym stezeniem tHcy w prébach surowic

pochodzacych od pacjentdw z choroba wiencowg serca, czy tez z mutacja w genie CBS.
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3.1 Material biologiczny

Szczepy bakteryjne:

- Escherichia coli szczep DH5a (Gibco BRL)

- Dziki szczep Escherichia coli MG1655 oraz jego warianty z brakiem roznych proteaz:
- PhB1907 (AclpXP),

- AM228 (Alon::kan®),

- AM229 (4lon::kan® lexA1(Ind-) malF::Tn10 (tet®))

zostaly dostarczone przez prof. Zafri Humayun (UMDNJ-New Jersey Medical School).

Surowice ludzkie od pacjentow ze stwierdzong choroba wiencowa serca:

Surowice wraz z danymi, pochodzace od 29 pacjentdw, u ktorych stwierdzono
zmiany miazdzycowe rdznego stopnia 0trzymano w ramach wspotpracy od prof. dr hab.
Wieslawa Trzeciaka i dr Mariusza Lacinskiego z Katedry 1 Zaktadu Biochemii i Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Surowice scharakteryzowano
wczesniej pod wzgledem ilosciowej zawartos§ci m.in. Hcy, poziomu catkowitego

cholesterolu (TCH), HDL, LDL.

Surowice ludzkie od pacjentow z mutacjami w genie B-syntazy cystationinowej
(CBS):

Surowice pochodzace od 21 pacjentow z Holandii, w wieku 14-74 lat, chorych na
homocystinuri¢ z powodu mutacji w genie CBS, otrzymano od dr Godfrieda H.J. Boers’a z
Radboud University Medical Center, Nijmegen, w Holandii. Aktywnos¢ CBS w
fibroblastach pochodzacych od tych pacjentdéw wynosita mniej niz 2,5% w stosunku do
aktywnosci CBS u 0sob zdrowych. Pacjenci zostali wstepnie zdiagnozowani w wieku od 2
do 54 lat na podstawie Klinicznych objawow niedoboru CBS (ektopia soczewek,
osteoporoza) w potaczeniu z oceng iloSciowa cigzkiej postaci hiperhomocysteinemii oraz
hipermetioinemii. Wszyscy pacjenci poddawani byli terapii obnizajacej poziom Hcy

(witamina Bs) [86].

Y.ozysko ludzkie

Ludzkie tozysko otrzymano ze Szpitala Wojewodzkiego w Poznaniu.
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Linia komorek HeLa

Lini¢ komorek ludzkich raka szyjki macicy HeLa zakupiono w firmie ATCC.

3.2 Odczynniki

Bialka ludzkie (Sigma):
Albumina, hemoglobina, fibrynogen.

Aminokwasy:

Tiolakton homocysteny (D,L-HTL), , izoleucyna (L-Ile), leucyna (L-Leu), metionina (L-
Met), metionina radioaktywna (Sigma)

homocysteina (D,L-Hcy)-Fluka

Radioaktywny tiolakton homocysteiny D,L-[61] HTL otrzymany zostat w laboratorium
prof. dr hab. Hieronima Jakubowskiego wg procedury zawartej w [127].

Enzymy:

Trypsyna wieprzowa (Sequencing Grade Modified Trypsin) (Promega)

Rekombinowang ludzka hydrolaze bleomycyny (hBLH) otrzymano od Dr. L. Joshua-Tor |
P.A. O'Farell

Przeciwciala (Abcam):

- monoklonalne 1IgG mysie, specyficzne wobec hydrolazy bleomycyny

- poliklonalne krolicze, anty-lgG myszy — H&L (HRP), sprzezone z peroksydaza
chrzanowa

- monoklonalne IgG anty-GAPDH

Ultrafiltry (Millipore):
Microcon, Centriplus, o punkcie odcigcia 10 kDa, 30kDa

Plytki do chromatografii cienkowarstwowej - TLC:

- ptytki celulozowe (Analtech)
- plytki celulozowe i krzemionkowe (Merck)
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Plazmidy (SuperArray):

Plazmidy zawierajace specyficzng wobec genu hydrolazy bleomycyny sekwencje shRNA,
pod kontrola promotora U1, kodujace gen opornosci na neomycyne. W zestawie producent
oferuje 4 plazmidy z r6zna, specyficzng wobec genu docelowego sekwencjag shRNA oraz
jeden plazmid z kontrolnym shRNA, zawierajagcym sekwencje, ktora nie interferuje z

genami ludzkimi, mysimi i szczurzymi.

Kolumny do analizy HPLC:

- Kolumna kationitowa — Polysulfoethyl aspartamide kolumn (2x35 mm, Sum, 3004,
PolyLC,Inc.)

- Kolumna z odwrécong fazg C18 (4x250 mm, 4 um, Merck LiChroCART 250-4)

Gotowe zestawy do badan biochemicznych:

- zestaw do oczyszczania plazmidéw zanieczyszczonych endotoksynami bakteryjnymi
EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

- zestaw do detekcji przeciwcial poprzez chemiluminescencj¢ Western Lightning
Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer)

- zestaw do pomiaru Zywotnosci komérek na podstawie ilosci ATP CellTiter-Glo®

Luminescent Cell Viability Assay (Promega)

Pozostale odczynniki:

Sigma:

Dwuweglan amonu (NHsHCOs), amid kwasu jodooctowego (IAA), fosforan potasu
jednozasadowy (KH2POs), fosforan potasu dwuzasadowy (K2HPQO,4), fosforan sodu
jednozasadowy (NaH2POgs), fosforan sodu dwuzasadowy (Na:HPOa), siarczan amonu
((NH4)2S04), hydroksyapatyt, glicyna, izopropanol, kwas etylenodiamino-tetraoctowy
(EDTA), biekit bromofenolowy, akrylamid, N,N’ —metylenobisakrylamid, nadsiarczan
amonu (APS), B-merkaptoetanol, G418, TOX8, Tween 20, E-64d, o-phtaldialdehyd, kwas
cytrynowy, uwodniony siarczan magnezu (MgSO47H20), tiamina, siarczan zelaza
(FeSOa4), glukoza, witaminy do RPMI 1640, antybiotyk-antymukotyk do hodowli

komorkowych

42



3. Materiaty i metody

Fluka:

Ditiotreitol (DTT), ampicylina

Polskie Odczynniki Chemiczne (POCh):

Chlorek sodu (NaCl), chlorek potasu (KCI), kwas solny (HCI), wodorotlenek sodu
(NaOH), alkohol metylowy, kwas octowy (CH3sCOOH), butanol, octan etylu, amoniak
Pharmacia:

DEAE-Sephacel, Superdex 200

BioShop:

Tris, chude mleko w proszku, medium hodowlane RMPI 1640, bydleca surowica ptodowa
(ang. fetal bovine serum, FBS)

BioRad:

Dodecylosiarczan sodu (SDS), Coomasie Brillant Blue G-250, odczynnik Bradford
Fermentas:

Marker biatkowy do zeli denaturujacych Page Ruler Prestained Protein Ladder

Perkin Elmer:

Membrana z polifluorku winylidenu - PVDF

Invitrogen:

Lipofectamine 2000

Serva:

Tetrametyloetylenodwuamina (TEMED), agaroza, pepton, trypton, wyciag drozdzowy,
bacto-agar

Merck:

Kwas trifluorooctowy —TFA (CF3COOH), acetonitryl (CH3CN)

Bachem:

4-metylo-7-coumarylamid (R-AMC)

PAA:

Trypsyna-EDTA 10x

MPP:

PBS w tabletkach

3.3 Roztwory

Bufor do modyfikacii biatek tiolaktonem homocysteiny

100 mM Kz2HPOq
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0,2 mM EDTA

doprowadzano do pH 7,4 za pomocg KH2PO4

Bufor do elektroforezy bialek w warunkach denaturujacych
30,2 g Tris

144,2 g glicyna

10 g SDS

Dopetniano H20 do 1000 mi

Bufor do elektroforezy biatek w warunkach natywnych
30,2 g Tris

144,2 g glicyna

Dopetniano H20 do 1000 ml

Bufor SB (ang. sample buffer) obciazajacy, do rozdziatu elektroforetycznego biatek w zelu

poliakryloamidowym, w warunkach denaturujgcych (4x stezony)
2,5 ml 1M Tris-HCI, pH 6,8 (Cx=200 mM)

2 ml B-merkaptoetanol (Cx =20%)

0,8 g SDS (Cx =8%)

15 mg biekitu bromofenolowego (Cx =0,15%)

4 ml glicerolu (Ck =40%)

Dopetniano H20 do 1000 ml

Roztwor barwiacy do zeli biatkowych

500 ml metanolu

100 ml kwasu octowego

2,5 g Biekitu Coomasie’ego G-250
Dopetniano H20 do 1000 mi

Roztwér odbarwiajacy do zeli biatkowych

100 ml metanolu
50 ml kwasu octowego
Dopetniano H20 do 1000 ml
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Mieszanina inkubacyjna do oznaczania specvyficznosci substratowej tiolaktonazy

5 ul substratu (estry aminokwasow)

0,5 ul 50mM DTT

5 ul 1M buforu fosforanowego pH 7,4

10 pl tiolaktonazy wyizolowanej z tozyska ludzkiego

29,5 ul H20

Bufor do transferu biatek z Zelu na membrane (Western Blot)
39 Tris

14,2 g glicyna

200 ml metanol
Dopetniano H20 do 1000 mi

Pozywka plynna LB z ampicylina

10 g Bacto-trypton

5 g wyciagu drozdzowego

10 g NaCl

Dopetniano H>O do 1000 ml i sterylizowano przez autoklawowanie

Do 1000 ml wysterylizowanej i schtodzonej pozywki (do temp. ok. 50°C) dodawano 1 ml
roztworu ampicyliny (100mg/ml)

Pozywka stala z ampicylina

2 g Bacto-trypton

1,25 g wyciggu drozdzowego

1,25 g NaCl

3,75 g bacto-agaru

Dopetniano H>O do 250 ml i sterylizowano przez autoklawowanie

Do 250 ml wysterylizowanej i1 schtodzonej pozywki (do temp. ok. 50°C) dodawano 0,25

ml roztworu ampicyliny (100mg/ml) 1 wylewano na ptytki

Pozywka SOC
20 g Bacto-trypton

5 g wyciggu drozdzowego
0,5 g NaCl
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Dopetniano H20 do 1000 ml i sterylizowano przez autoklawowanie

Pozywka minimalna z kwasem cytrynowym, pH 6,0

20 mM kwas cytrynowy

56 mM NaxHPO4

5 mM Kz2HPO4

0.4 mM MgSQO4.7H20

7.6 mM (NH4)2SO04

6 uM FeSO4

4 uM tiamina

0.2% glukoza

Do medium dodawano, w zaleznos$ci od przeprowadzanego doswiadczenia, D,L-Hcy (0.5 —
8 mM), i/lub izoleucyn¢ (0.2 — 1.6 mM), leucyne (0.2 — 1.6 mM), metioning (0.2 — 1.6

mM), jak opisano w rozdziale p.t. Wyniki.

Metody

3.4 Modyfikacja bialek tiolaktonem homocysteiny

Modyfikacje biatek tiolaktonem homocysteiny prowadzono w buforze
fosforanowym o pH 7.4, z dodatkiem 0,2 mM EDTA. Mieszaning reakcyjng inkubowano
w temperaturze 37°C przez 17 h [77].

3.5 Trawienie trypsyna bialek dostepnych komercyjnie oraz zawartych w surowicy

W celu identyfikacji miejsc preferencyjnej N-homocysteinylacji ludzkie biatka
modelowe (albuming, hemoglobing oraz fibrynogen) zmodyfikowane tiolaktonem Hcy in
vitro (lub tez w przypadku poszukiwania miejsc N-homocysteinylacji in vivo - surowice
niemodyfikowane HTL) poddano trawieniu trypsyna. Biatka o st¢zeniu 1 pg/ul zawieszone
w 50 mM NH4HCO3 (lub surowice rozcienczong 60-krotnie) redukowano za pomocg 1
mM DTT przez 5 minut w temperaturze 95°C. Nastgpnie uwolnione grupy tiolowe biatek
blokowano za pomoca 4 mM IAA w ciemnosci przez 20 minut, w temperaturze pokojowe;j
(ok. 22°C). Tak przygotowane biatka/surowice poddawano trawieniu trypsyng (stosunek
enzym:substrat 1:50), przez 17 h, w temperaturze 37°C (Rys. 9). Trypsyna (EC 3.4.21.4),
nalezgca do grupy peptydaz katalizuje hydrolize wigzan peptydowych po resztach lizyny i

argininy (z wyjatkiem, gdy po Lys lub Arg wystepuje prolina).
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W kolejnym etapie powstate peptydy rozdzielano metodg HPLC na kolumnie C18
(0 odwrdconej fazie) lub frakcjonowano na mikrokolumienkach typu Zip-Tip, lub tez w
przypadku peptydow surowicy, poddawano analizie metoda LC/MS (rozdziat 3.7).
Rozdzial metoda HPLC przeprowadzano w gradiencie 0-60% acetonitryl/woda z 0,1%
TFA - przeptyw ustalono na 1 ml/minute. Zebrane frakcje odparowywano na
koncentratorze Speedvac do objetosci 100 ul. Poszczegdlne frakcje naktadano na stalowg

ptytke do analizy MALDI-TOF.

e _~_~_-NH, Biatka ludzkiej surowicy/
albumina ludzka

NH
™
¢+ 127“ N-homocysteinylacja

i +lodoacetamid
Blokowanie grup -SH

+Trypsyna
trawienie biatek na peptydy

: f -y n NH, o
I
%/\/\/ \H)\AS-CHZ-C-NH;
£, 0

Rysunek 9. Schemat trawienia bialek modelowych oraz surowicy ludzkiej za pomocg trypsyny, w celu

identyfikacji miejsc N-homocysteinylacji in vitro.
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3.6 Spektrometria mas MALDI-ToF

Spektrometria mas MALDI-ToF (ang. matrix assisted laser desorption ionization —
time of flight) polega na wzbudzaniu laserem probki zmieszanej z matryca i analizie
otrzymanych jonéw poprzez pomiar czasu ich przelotu w analizatorze. Dzigki temu
mozliwe jest okreslenie masy czasteczkowej peptydow i biatek z duza precyzja. W
metodzie tej $wiatlo lasera jest absorbowane przez czasteczki matrycy (do analizy
peptydow stosuje si¢ kwas a-Cyjano-4-hydroksycynamonowy), ktore przekazuja energie
lasera do czgsteczek badanej substancji uwiezionych w sieci krystalicznej matrycy. W
wyniku desorpcji nastgpuje jonizacja czasteczek poprzez przylaczenie protonu i nastgpnie
jony sa przyspieszane w polu elektrycznym i kierowane do analizatora. Analizatory
mierzace czas przelotu (ang. time of flight) rozdzielaja jony wedlug stosunku masy (m) do
fadunku (z) (m/z), przy czym ci¢zsze jony poruszaja si¢ wolniej niz 1zejsze. MALDI jest
tzw. metoda jonizacji ,,migkkiej” i w zwigzku z tym w trybie jonizacji dodatniej
generowane s3 w wiekszosci pojedynczo natadowane jony (z jednym przytaczonym
protonem [M+H]"). Analizy w trybie jonéw dodatnich sg powszechnie wykonywane
podczas analizy biatek i peptydow.

Widma masowe wykonane zostaly w Centrum Genomiki IChB PAN, przez dr
Lukasza Marczaka, na spektrometrze typu MALDI-ToF firmy Bruker Daltonics (Niemcy),
model Autoflex. Probki nanoszono na ptytke MALDI i mieszano z nasyconym roztworem
matrycy (kwas o-cyjano-hydroksycynamonowy) w stosunku 1:1 (0,5ul:0,5ul). Jonizacja
nastepowata w wyniku wzbudzania probek promieniem lasera o dtugosci fali 337 nm.
Analizy prowadzono w trybie jonéw dodatnich, z uzyciem reflektora przedtuzajacego tor
lotu jonow. W celu uzyskania dobrej jakosci widm masowych bezposrednio przed
analizami optymalizowano napigcie przyspieszajace w zrodle oraz opoznienie wlotu jonow
do analizatora (ang. pulsed ion extraction). Kalibracji spektrometru mas dokonywano raz
na 4 analizy przy uzyciu mieszaniny peptydow o znanych masach, w zakresie od 700 —
4000 Da (Bruker Peptide Calibration Standards). Dla kazdej probki rejestrowano widma

mas uzyskane w wyniku zsumowania przynajmniej 180 impulséw lasera.
3.7 Analiza peptydow bialek surowicy ludzkiej w ukladzie LC-MS/MS

Probki strawionych surowic ludzkich byly analizowane w uktadzie tandemowego
spektrometru mas LC-ESI/QToF (jonizacja poprzez -elektrorozpraszanie, analizator
kwadrupolowy 1 czasu przelotu) sprz¢zonego z chromatografem cieczowym nanoLC
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(Proxeon EasyNanoLC oraz Bruker microTOFQ). Mieszaning peptydow zat¢zano na
prekolumnie C18 o s$rednicy 5 pm (Nano Separations) w buforze A (0,1% kwas
mréwkowy w wodzie). Nastepnie peptydy rozdzielano na wiasciwej kolumnie C18
($rednica wewnetrzna 100 um, dlugos¢ 150 mm; Nano Separations) w 30-minutowym
gradiencie 0-60% buforu B (90% acetonitryl, 0,1% kwas mrowkowy), a stosowany
przeptyw wynosit 300 nl/min. Dane analizowano przy uzyciu programéw komputerowych

DataAnalysis oraz BioTools (Bruker Daltonics).

3.8 Okreslanie miejsc modyfikacji bialek homocysteina

Mapy peptydowe, uzyskane w wyniku trawienia biatek trypsyna i rozdziale
chromatograficznym peptydow (HPLC-UV), analizowano na spektrometrze MALDI-ToF.
Wykonano widma masowe poszczegoélnych frakcji (1,5 min. przy przeptywie 1 ml/min)
zebranych podczas rozdziatu. 0,5 pl kazdej z frakcji peptydow, zatezonych uprzednio do
objetosci 100 pl, nakladano na ptytke Prespotted Anchor Chip (Bruker Daltonics),
zawierajacg na powierzchni matryce (kwas a-Cyjano-4-hydroksycynamonowy) i
pozostawiano do wyschnigcia.

Otrzymane w ten sposob zestawy mas peptydow analizowano w programie Mascot
(www.matrixscience.com, licencja dla IChB PAN). Stopien pokrycia sekwencji biatka
przez sekwencje zidentyfikowanych peptydow okreslano poprzez pordwnanie z bazami
sekwencji biatkowych. Nastgpnie w tym samym programie poszukiwano peptydow

zawierajacych jedng lub dwie reszty Hey przytaczone do reszty Lys.

3.9 Izolacja hydrolazy bleomycyny (BLH) z lozyska ludzkiego

Wszystkie etapy izolacji enzymu przeprowadzano w temperaturze 4°C. Fragment
tozyska ludzkiego (80g) zawieszono w 20 mM buforze fosforanowym (fosforan sodu) o
pH 6.8, nastepnie homogenizowano w robocie kuchennym do uzyskania jednorodnej
zawiesiny. Po odwirowaniu osadu, zbierano surowy ekstrakt (supernatant), ktory wysalano
70% siarczanem amonu. Cato$§¢ wirowano, a osad zawierajacy wytracone biatka

rozpuszczano w 1 ml 20mM buforu fosforanowego pH 6,8. Nastgpnie przeprowadzono
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dialize ekstraktu wobec 20 mM buforu fosforanowego pH 6,8. Poszczegdlne etapy izolacji

I 0czyszczania enzymu przedstawiono schematycznie na Rys. 10.

3.9.1 Chromatografia jonowymienna

Chromatografia jonowymienna stosowana jest do rozdziatu zwigzkéw na podstawie
roéznicy ich tadunku elektrycznego. Metoda ta pozwala rozdzieli¢ biatka o niewielkiej
réznicy tadunku i nie powoduje ich denaturacji. Ekstrakt po dializie naktadano na kolumne
wypehiona anionitem DEAE Sephacel. Objetoéé kolumny wynosita 25,7 cm®. Rozdzial
prowadzono w 4°C, w gradiencie 20 mM buforu fosforanowego / KCI (maksymalne
stezenie KC1 - 0,5 M). Zebrane podczas rozdziatu frakcje 5 ml poddawano testowi na

aktywno$¢ enzymatyczng hydrolizy tiolaktonu Hcy.

3.9.2 Testy aktywno$ci enzymatycznej hydrolazy bleomycyny

Test 1: z uzyciem HTL. Mieszanina reakcyjna zawierata 50 mM fosforan potasu
(pH7,5), 10 mM HTL, 1 mM DTT oraz analizowang frakcj¢ (5ul). Inkubacje
przeprowadzano w temperaturze 37°C. W odpowiednim czasie reakcj¢ zatrzymywano
poprzez przeniesienie 3ul mieszaniny na plytke z warstwa krzemionkowa do
chromatografii  cienkowarstwowej (TLC). Piytki rozwijano w uktadzie: octan
etylu:izopropanol:amoniak:woda (27:23:5:3). Nastepnie ptytki osuszano i wizualizowano
w $wietle ultrafioletowym, przy dlugosci fali 240 nm. W probach zawierajacych
aktywno$¢ HTL-azowa, plamy pochodzace od HTL miaty znacznie mniejsza intensywnos$¢
lub znikaty catkowicie.

Test 2: z uzyciem R-AMC (arginino-aminometylokumarylamid). Do tego testu
uzywano sztucznego substratu dla hydrolazy bleomycyny — R-AMC, w stezeniu 0,1 mM.
Produkt reakcji hydrolizy R-AMC, AMC, wykazuje znacznie wyzsza fluorescencje przy
dtugosci fali 350 nm niz substrat. Ponadto podczas chromatografii cienkowarstwowe]
produkt migruje z czotem rozpuszczalnika, podczas gdy substrat pozostaje W miejscu

startu (natozenia proby).
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3.9.3 Saczenie molekularne

Metoda ta pozwala na rozdziat bialek na podstawie ich masy czasteczkowe;.
Frakcje po rozdziale na kolumnie jonowymiennej, ktore wykazywaly aktywnos¢ HTL-
azowa, zageszczano na filtrach Centriplus, o punkcie odciecia 30 kDa. Tak przygotowane
preparaty naktadano na kolumne Superdex 200, o objetosci 113 cm®. Rozdziat prowadzono
w 4°C, w 50 mM buforze fosforanowym 0 pH 7,4. Zebrane po rozdziale 5ml frakcje

poddawano testowi na aktywno$¢ enzymatyczng hydrolizy HTL.

3.9.4 Rozdzial chromatograficzny na kolumnie hydroksyapatytowej

Mechanizm rozdziatu biatek na kolumnie hydroksyapatytowej polega na tworzeniu
specyficznych kompleksoéw grup karboksylowych bialek z jonami wapnia na krysztatach
hydroksyapatytowych oraz niespecyficznym przycigganiu dodatnio natadowanych grup
aminowych biatek i ujemnie natadowanym ztozem. Frakcje posiadajace aktywno$é
hydrolizujaca HTL, po rozdziale na kolumnie wypetnionej Superdex 200, poddawano
dializie wobec 5mM buforu fosforanowego. Proby nanoszono na kolumn¢ wypekniong
hydroksyapatytem, nastgpnie kolumng przemywano buforem fosforanowym (pH 7,4) o
wzrastajagcym stezeniu (5-200 mM).

3.9.5 Analiza bialek w zelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych i
denaturujacych

Zele poliakrylamidowe przygotowywano wg schematu przedstawionego w tabeli
(Tabela 1). Po dodaniu katalizatorow reakcji polimeryzacji (APS i TEMED), mieszaniny
wylewano mig¢dzy szyby o wymiarach 12cm x 12 cm i pozostawiano do polimeryzacji na
okoto 1h. Elektroforeze prowadzono w 4°C, przy natgzeniu pradu ok. 20 mA. Do kazdej
proby dodawano bufor obcigzajacy zawierajacy barwnik —blekit bromofenolowy, jako

wskaznik migracji proby na zelu.
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Zel denaturujacy Zel natywny
Zel Zel Zel Zel
zageszczajacy | rozdzielajacy | zageszczajacy | rozdzielajacy
4% 12% 4% 8%
30:0,8 akrylamid:bisakrylamid 0,4 ml 3,2ml 0,415 ml 1,546 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,74 ml - 0,5 ml -
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 - 2ml - 1,26 ml
10% SDS 30 pl 80 ul - -
Woda destylowana, dejonizowana 2,545 ml 2,66 mi 1,575 ml 2,124 mi
TEMED 10 pl 10 pl 12 ul 20 ul
10% APS 40 pl 70ul 20 pl 40 pl
Catkowita objeto$¢ mieszaniny 3,765 ml 8,02 ml 2,522 ml 5, 056 ml

Tabela 1. Przygotowanie Zeli poliakrylamidowych.

Po skonczonym rozdziale elektroforetycznym, zele wybarwiano w roztworze

Coomasie Brillant Blue G-250, nastepnie odbarwiano i utrwalano w roztworze kwasu

octowego i metanolu.
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Lozysko ludzkie
Homogenizacja 100 g tozyska w20 mM
buforze fosforanowym (pH 6,8), zawierajacym
0,5 mM merkaptoetanol i 5% glicerol (buforA).
Homogenizat wirowano 15 minut, 18000 x g
Supernatant

(surowy ekstrakt)

Frakcjonowanie siarczanem amonu,
zawieszenie wytraconych biatek w buforze A

Frakcja o 50-70%
nasyceniu siarczanem
amonu
Chromatografia jonowymienna na kolumnie
DEAE- sephacel

Frakcje z aktywnoscia
HTL-azowa
DEAE Sephacel

Zaggszczanie na filtrach Centriplus oraz
filtracja zelowa na kolumnie Superdex 200

Frakcje z
aktywnoscig HTL-azowa
Superdex 200
Dializa w SmM buforze fosforanowym oraz
rozdziat na kolumnie hydroxyapatytowe;j
(BioRad HTP)
Frakcje z
aktywnoscig HTL-azowa
Hydroxyapatyt
Dializa w 10 mM buforze fosforanowym,
zageszezenie na filtrach Centriplus,
elektroforeza preparatywna w warunkach
natywnych
Homogenna
tiolaktonaza
Hcey

Rysunek 10. Schemat poszczegolnych etapow izolacji enzymu o aktywnosci tiolaktonazowej z tozyska

ludzkiego.
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3.10 Oznaczanie specyficznosci substratowej tiolaktonazy wyizolowanej z lozyska

ludzkiego

Wyizolowany enzym inkubowano z poszczegdlnymi substratami, w temperaturze
30°C. W okreslonym czasie nanoszono 1 pl mieszaniny na ptytke celulozowa do TLC.
Nastepnie ptytke rozwijano w uktadzie butanol:kwas octowy:woda (4:1:1), suszono i
pryskano 0,04 % roztworem ninhydryny w 50% etanolu. Piytk¢ umieszczano do

wyschnigcia na kilka minut w inkubatorze, w temp. ok. 100 °C.

3.11 Hodowla linii komérkowej HeLa

Lini¢ komoérek HelLa hodowano w temp. 37°C, przy 5% nasyceniu CO». Jako
pozywke stosowano RMPI 1640, z dodatkiem 10% FBS (bydlecej surowicy ptodowej),
witamin oraz antybiotykow standardowo uzywanych w hodowli ludzkich komorek. Po
osiagnieciu przez komodrki 100% konfluencji, poddawano je trypsynizacji (inkubujac z
trypsyna przez kilka minut, az do momentu odklejenia si¢ komoérek od podtoza) i nastgpnie
przesiewano na inne naczynia hodowlane, inaktywujac trypsyne poprzez dodanie pozywki
zawierajacej surowice.

W celu transfekcji komorek HeLa plazmidami zawierajacymi ShRNA specyficzne
wobec hydrolazy bleomycyny, najpierw stransformowano tymi plazmidami bakterie E.coli
DH5a, ktore namnazano, a nastgpnie oczyszczano plazmidy i poddawano komorki HelLa
transfekcji. Plazmidy zawieraly gen oporno$ci na ampicyling oraz neomycyne,
umozliwiajacy stabilng selekcje stransfekowanych komorek. Doswiadczalnie ustalono
warto§¢  najmniejszego  stezenia G418 (analog neomycyny), przy ktorym
niestransfekowane komorki nie przezywaly. Jest to tzw. ,stezenie efektywne”, ktore

wynosito 0,25 mg/ml.

3.12 Transformacja bakterii E.coli plazmidami zawierajacymi shRNA specyficzne

wobec genu hydrolazy bleomycyny metoda heat shock

Do 100ul zawiesiny komorek kompetentnych DHS5a dodawano 2 pl plazmidu
(zawierajgcego gen opornosci na ampicyling) i inkubowano 45 min. na lodzie. Zawiesing
ogrzewano przez 90 sekund w temp. 42°C, a nast¢pnie chtodzono 5 min. na lodzie. Do
transformowanych komoérek dodawano 800 pl ptynnej pozywki SOC i wytrzasano 1h w
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temp. 37°C przy 350 obr./min. Bakterie wirowano przy predkosci 4000 obr/min, 2 min., w
temperaturze pokojowej, nastgpnie supernatant dekantowano, a osad zawieszano w 200l
pozywki SOC. 100 pl zawiesiny bakteryjnej nanoszono na plytke z pozywka stalg
zawierajacg ampicyling 1 inkubowano przez noc w temp. 37°C. Nastepnego dnia

otrzymywano pojedyncze kolonie bakterii stransformowanych plazmidem.

3.13 Oczyszczanie plazmidowego DNA

Z ptytki z pozywka stata, na ktorej wyrosty pojedyncze kolonie stransformowanych
bakterii pobierano 1 koloni¢, szczepiono nig 2,5 ml pozywki LB z ampicyling i
inkubowano przez 6h w temp. 37°C, z wytrzasaniem 300 obr/min. Nastepnie pobierano 1
ml zaszczepki i dodawano do 100 ml $wiezej pozywki LB z ampicyling. Hodowlg
prowadzono dalej w 37°C, przez noc, z wytrzagsaniem 300 obr/min. Hodowle nocng
wirowano (4000 rpm, 25 min, 4°C), a plazmidowe DNA oczyszczano wg protokotu
producenta. Wykorzystywany przeze mnie zestaw do izolacji plazmidéw (EndoFree
Plasmid Maxi Kit, Qiagen) pozwala na usuniecic endotoksyn bakteryjnych. Po
zakonczeniu izolacji mierzono ilo$¢ plazmidowego DNA za pomocg spektrofotometru,
przy dhugosci fali 260 nm. Nastepnie sprawdzano czysto$¢ wyizolowanego preparatu na
1% zelu agarozowym. W celu sprawdzenia obecnosci insertu w plazmidowym DNA
preparaty trawiono enzymem restrykcyjnym Pstl - inkubowano 3 pg plazmidowego DNA,
2 ul enzymu Pstl (10 U/ul), 2 ul buforu 0 * (10x stezonego), 11 ul H20, w 37°C przez 17h.
Produkty ciecia enzymem Pstl widoczne na 1% zelu agarozowym, o wielkosci 3871 bp

oraz 991 bp, $wiadcza o obecnosci pozadanej sekwencji w wektorze plazmidowym.

3.14 Transfekcja komérek Hela plazmidami

W celu transfekcji komoreki HelLa plazmidami posiewano je na 6-dotkowe ptytki
hodowlane. Komoérki hodowano w pozywce RPMI 1640, z 10% FBS, witaminami oraz
antybiotykami, az do uzyskania konfluencji ok.70%. Do wykonania transfekcji pobrano po
4ug oczyszczonego, plazmidowego DNA, zawieszano w 250 ul czystego medium RPMI
1640 (bez zadnych dodatkow) i inkubowano 10 min w temperaturze pokojowe;.
Roéwnoczesnie przygotowywano odczynnik do transfekcji komorek - kationitowy liposom
- Lipofectamina 2000 (Invitrogen), ktory tworzy kompleksy z czgsteczkami kwasow

nukleinowych, ulatwiajac przenikanie przez btony komodrkowe. Lipofectaming 2000,
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zawieszong W medium RPMI 1640, inkubowano 10 min, w temp. pokojowej. Po tym
czasie mieszano plazmidowe DNA z Lipofectaming 2000 i inkubowano przez 20 min w
temp. pokojowej. Stosunek ilosciowy plazmidowego DNA do Lipofectaminy 2000
wynosit 1:2,5. Komorki przed podaniem w/w mieszaniny, ptukano dwukrotnie czystg
pozywka RPMI 1640, pozostawiajac ostatecznie po 1,5 ml czystego medium w kazdym
dotku hodowlanym. Dodawano kolejno po 500 pl mieszaniny DNA-Lipofectamina 2000
do kazdego dotka. Komorki inkubowano ok. 3h w temp. 37°C, 5% CO2. Po tym czasie
wymieniano pozywke na RPMI 1640 suplementowang FBS, witaminami, antybiotykami
oraz 0,25 mg/ml G418. Hodowle/selekcje stransfekowanych komorek prowadzono przez

okoto 3 tygodnie, az do uzyskania stabilnych linii komérkowych.

3.15 Testy zywotnosci komorek HelL.a

W celu oceny cytotoksycznosci Hey lub HTL wobec komoérek Hela stosowano
nastepujace testy:
1) pomiar ilosci ATP

Zywotno$¢ komoérek HeLa oceniano przy uzyciu zestawu CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay (Promega). Zasada dziatania testu opiera si¢ na
zatozeniu, ze i1los¢ ATP w komorkach koreluje z zywotnos$cig komoérek. W skrocie, metoda
ta polega na lizie blon komdrkowych, uwolnieniu ATP, inhibicji endogennych ATPaz oraz
dostarczeniu lucyferyny, lucyferazy i innych reagentow koniecznych do pomiaru ATP za
posrednictwem reakcji bioluminescencji. Dostarczona w zestawie termostabilna lucyferaza
w obecnosci Mg?*, ATP i tlenu Kkatalizuje reakcje utleniania lucyferyny, w wyniku czego
powstaje oxylucyferyna, emitujgca S$wiatlo, ktore mozna zarejestrowaé za pomoca
luminometru. Jednoczesnie nastepuje inhibicja endogennych enzyméw, uwolnionych w
trakcie lizy komorek (np.ATPaz). W celu wykonania pomiaru ilosci ATP (oceny
zywotno$ci komorek) w komorkach HeLa, komorki te posiewano na ptytke hodowlang 96-
dotkowa (powierzchnia jednego dotka 0,625 cm?). Nastepnie dodawano rézne stezenia
HTL i inkubowano ptytke 24 h w standardowych warunkach hodowli (37°C, 5% COy).
Piytke po wyjeciu z inkubatora (37°C), pozostawiono do osiggniecia temperatury
pokojowej (ok. 22°C), po czym dodawano 100ul gotowej mieszaniny wszystkich
reagentow potrzebnych do pomiaru ATP (Cell Titer-Glo® Reagent) do 100ul medium

hodowlanego, w ktorym inkubowano komorki. Ptytke mieszano delikatnie przez 2 minuty,
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aby zaindukowa¢ lize komorek. W celu stabilizacji sygnatu luminescencyjnego ptytke
inkubowano 10 min. w temperaturze pokojowej. Sygnal luminescencji odczytywano na

luminometrze Centro LB 960 (Berthold Technologies).

2) pomiar aktywnos$ci metabolicznej komoérek za pomoca rezazuryny

Test ten (TOXS8, Sigma) pozwala na mierzenie aktywnosci metabolicznej zywych
komorek. Zasada jego dziatania polega na tym, ze barwnik rezazuryna wchodzi do zywych
komorek, gdzie jest redukowany do rezorufiny. Ilos¢ przeksztatconych czasteczek
rezozuryny do rezorufiny jest proporcjonalna do liczby metabolicznie aktywnych, zywych
komoérek obecnych w hodowli. Roztwér rezazuryny ma kolor ciemnoniebieski, a
bioredukcja tego barwnika obniza ilo§¢ formy utlenionej (niebieskiej) powodujac
jednoczesny wzrost ilosci produktu zredukowanego (rezorufiny) o kolorze czerwonym.
Stopien konwersji odczynnika w roztworze mierzony jest spektrofotometrycznie lub
fluorymetrycznie.

W celu wykonania pomiaru zywotno$ci komorek HeLa, posiewano je na ptytke 24-
lub 6-dotkowa, do pozywki hodowlanej dodawano Hcy lub HTL i inkubowano catos$¢
przez 24 lub 48 h. Po danym czasie pozywke usuwano znad warstwy komorek, dodawano
10% roztwor TOX8 w RMPI 1640 i inkubowano ptytke przez 1h w inkubatorze
hodowlanym. Po tym czasie roztwor zbierano i wirowano (5 min, 14 000 rpm).

Ilo$¢ rezorufiny w roztworze mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali

570 nm (max absorpcji dla rezorufiny), a przy dlugosci fali 690 nm mierzono tto.

3.16 Izolacja bialek z komérek HeLa

W celu wykonania analizy Western Blot, z komoérek Hela izolowano biatka
metoda zamrazania/rozmrazania. Komoérki rosngce w naczyniu hodowlanym poddawano
trypsynizacji, zbierano komoérki zawieszone w roztworze, ktore nastgpnie zwirowywano
(5000 x g, 5 min, 4°C) i usuwano roztwor trypsyny. Osad komorkowy przemywano
buforem PBS i ostatecznie zawieszano w 20 ul buforu PBS zawierajacego inhibitory
proteaz. Tak przygotowane probki mrozono w -80°C (ok.10 min), a nastgpnie rozmrazano
w temp. 37°C. CzynnosSci te powtarzano trzykrotnie, po czym zawiesing komorek
zwirowywano (13 000 x g, 5 min, 4°C) i zbierano supernatant zawierajacy biatka. Stezenie

uzyskanych w ten sposob biatek mierzono na PicoDropie.

57



3. Materiaty i metody

3.17 Western blot

Metoda Western Blot, pozwalajagca na ocene¢ stopnia ekspresji wybranego biatka,
polega na jego identyfikacji za pomoca specyficznych przeciwcial. W pierwszym etapie
przeprowadza si¢ elektroforetyczny rozdziat bialek w zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujacych. Po rozdziale Zel jest umieszczany na membranie PVDF i w
polu elektrycznym indukowane jest przeniesienie bialek z Zzelu na membrane. Nastepnie
membrane poddaje si¢ immunodetekcji specyficznym przeciwcialem. Poszczegdlne etapy

wykonywano w sposob nastgpujacy:

1. Na 12% biatkowy Zel denaturujacy naktadano 20pg mieszaniny biatek zawieszonych w
buforze obcigzajacym SB 1 przeprowadzano elektroforez¢ w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE), przy natezeniu pradu 25 mA, w temperaturze 4°C. Po skonczonym
rozdziale, zel przeplukiwano w wodzie, a nastepnie w buforze do transferu.

2. Przygotowano membrane PVDF, zanurzajac jg na 1,5-2 minut w metanolu, nastepnie 5
min. w wodzie, a na koniec w buforze do transferu.

3. Membrang oraz zel uktadano w aparacie do transferu firmy Sigma (blot w warunkach
po6t-suchych). Najpierw nakladano 3 warstwy bibuty 3 MM zanurzonej w buforze do
transferu, nastepnie zel, kolejno membrang PVDF i ponownie 3 warstwy bibuty 3 MM
zanurzonej w buforze do transferu.

4. Transfer bialek z zelu na membrang przeprowadzono przez 3h, przy natezeniu pradu 2
mA.

5. Po transferze, membrang blokowano w 5% roztworze chudego mleka w proszku
rozpuszczonego w roztworze PBS z dodatkiem 0,05% Tween20. Blokowanie membrany,
ktora ma duze powinowactwo do wigzania bialek (w tym przeciwcial), zapobiega
niespecyficznemu wigzaniu si¢ do niej przeciwcial pierwszo- lub drugorzedowych.
Membrang inkubowano z roztworem blokujacym przez noc, w 4°C.

6. Kolejno membrane ptukano dwa razy po 5 minut w buforze PBS z 0,05% Tween20.

7. Nastepnie membrang inkubowano z przeciwcialem pierwszorzedowym (anty-BLH)
przez 2 h, w temperaturze pokojowej. Przeciwciato rozcienczano w stosunku 1:200 w 3%
roztworze BSA w PBS+0,05% Tween20.

8. Membrang ptukano 4 x 15 minut w buforze PBS z 0,05% Tween20.

9. W kolejnym etapie membrang inkubowano z przeciwciatem drugorzedowym (IgG

skonjugowanym z peroksydaza chrzanowa HRP), rozcienczonym w stosunku 1:2000 w
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3% roztworze BSA w PBS+0,05% Tween20, przez 2 h, w temperaturze pokojowej, po
czym ptukano 4 x 15 minut w buforze PBS z 0,05% Tween20.

10. Tak przygotowang membran¢ poddawano detekcji chemiluminescencyjnej. W tym celu
membrane inkubowano w ciemnosci z odczynnikiem Western Lightning przez 1 min., a po
umieszczeniu jej w folii plastikowej eksponowano na klisze rentgenowska przez okoto 3

min.

3.18 Oznaczanie ilosci tiolaktonu Hcy w mediach hodowlanych komorek HeLa za

pomocg HPLC

W celu sprawdzenia stopnia konwersji Hcy do HTL lub oceny szybkosci hydrolizy
HTL w hodowlach komorek linii HeLa, komorki te hodowano w 37°C, w pozywce RPMI
1640, zawierajacej witaminy, 10% FBS oraz antybiotyki, na ptytce 6- lub 24- dotkowej, do
osiggnigcia konfluencji 80-90%. Nastepnie pozywke zmieniano na taka, ktora nie
zawierata antybiotykéw i dodawano do hodowli 0, 1, 3, 5, 10 lub 20 mM Hcy, w celu
oceny stopnia konwersji Hcy do HTL. Komorki inkubowano dalej w tych samych
warunkach i po czasie 0, 6, 24, 48 h pobierano po 500 pl medium hodowlanego i
wykonywano analiz¢. Aby oceni¢ szybko$¢ hydrolizy HTL w liniach HelLa z obnizong
ekspresja hydrolazy bleomycyny, do hodowli dodawano 100 uM HTL. Po czasie 0, 1, 2,
6,5 h pobierano po 500 pl medium komorkowego i wykonywano analiz¢. Medium
przechowywano w -70 °C.

W celu oznaczenia ilosci HTL, zebrane proby przygotowywano do analizy HPLC
wg nastepujacej procedury:
500 pl medium nanoszono na filtr Millipore o punkcie odcigcia 10 kDa. Filtrowano
poprzez wirowanie przy 10.000 rpm, 15 min., w 4°C. Filtraty pozbawione biatek
doprowadzono do pH 8,0 za pomocg 10 ul 1M K2HPO4, a nastepnie ekstrahowano HTL za
pomoca 1ml mieszaniny chloroform/metanol (w stosunku 2:1), w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie HTL reekstrahowano z fazy organicznej za pomoca 0,2 ml 0,1M HCI. Fazg
wodng, w ktorej znajdowat si¢ HTL, liofilizowano na koncentratorze Speedvac |
rozpuszczono w 20ul dejonizowanej wody. Wydajnos¢ odzysku HTL tg metoda wynosi
okoto 60%. Tak przygotowane proby nanoszono na kolumne kationitowg (SCX) 1

poddawano analizie na HPLC.
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3.19 Hodowla kultur Escherichia coli

Kultury bakterii E.coli hodowano w pozywce minimalnej z kwasem cytrynowym,
w temperaturze 37°C, z wytrzgsaniem 200 obr/min, w szklanych kolbkach z bocznym
ramieniem o objetosci 125 ml. Wzrost bakterii monitorowano wykonujac pomiary na
kolorymetrze Kletta-Summersona. 100 jednostek Kletta odpowiada ilosci 2x10°

komorek/ml (w przyblizeniu 0,7 OD).

3.20 Oznaczanie ilosci tiolaktonu Hcy w mediach hodowlanych E.coli za pomoca

HPLC

Po zakonczeniu eksperymentu majacego na celu pomiar szybkosci wzrostu bakterii
E.coli, pobierano 300 ul hodowli, zwirowywano (14,000 x g, 2 min, 4°C), a nast¢pnie
media komoérkowe pozbawione komorek przechowywano w temp. -20°C, do wykonania
analizy. Nast¢pnie medium rozcienczano 100-krotnie woda, pobierano 10 ul, nanoszono na
kolumng kationitowg i poddawano analizie HPLC.

Z uwagi na fakt, iz przy warto$ciach pH ponizej swojego pKa tiolakton Hcy jest
kationem, ulega on retencji na kolumnie kationitowej. Analizy wykonywano na systemie
Beckman-Coulter System Gold Nouveu HPLC, posiadajacym detektor fluorescencji Jasco
1520. Do analizy pojedynczych probek uzywano recznego podajnika probek (77251
Rheodyne), z petla 0,1 ml. Probki (10-20ul) nanoszono na kolumng kationitowa
polysulfoethyl aspartamid (150x1mm, Spm, 300 A) (PolyLC). Kolumne przemywano
izokratycznie 10 mM buforem fosforanowym (fosforan sodu), o pH 6,6, zawierajacym
SmM NaCl, szybkos¢ przeptywu wynosita 0,15 ml/min. Do oceny ilosciowej HTL
stosowano postkolumnowg derywatyzacj¢, z uzyciem roztworu 2,5 mM o-ftalaldehydu
(OPA) w 0,25 M NaOH, a nastepnie detekcje fluorescencyjng. W warunkach zasadowych
tiolakton Hcy jest prawie catkowicie hydrolizowany do Hcy, ktora nastgpnie reaguje z
OPA, dajac pochodng wykazujacg intensywng fluorescencj¢. Mieszanina proby z
roztworem OPA w NaOH przeptywa przez petle (ang. teflon tubing reaction coil) o
wymiarach 0,3 mm x 3m, a nastgpnie jest monitorowana na detektorze fluorescencyjnym

Jasco 1520, przy dtugosci fali wzbudzenia 370 nm oraz dtugosci fali emisji 480 nm.
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3.21 Oznaczanie Hcy N-zwigzanej z bialkiem

Hodowle bakterii E.coli prowadzono do osiggniecia gestosci 100 jednostek Kletta,
po czym do hodowli dodawano 4 mM D,L-Hcy. W okre$lonych odstepach czasu pobierano
5 ml proby hodowli, ktore zwirowywano, a komorki bakteryjne (osad) przechowywano w
temperaturze -20°C, do czasu wykonania analiz. Po odmrozeniu komorki zawieszano w
0,5 ml 50 mM buforu fosforanowego, pH 7,4, zawierajagcego 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA i1
nastepnie poddawano sonikacji (3x15 s, na lodzie). Surowe ekstrakty wirowano, a st¢zenie
bialka znajdujacego si¢ w supernatancie okreslano przy uzyciu odczynnika Bradford.
Wolna, nie zwigzang z biatkami Hcy, usuwano z roztworu biatkowego poprzez 8 cykli
filtracji (30 min, 10,000 g) na filtrach Millipore o punkcie odcigcia 10kDa, rozcienczajac
buforem zawierajagcym DTT. Przygotowane w ten sposob probki bialek poddawano

hydrolizie z 6N HCl zawierajacym 0,1 M DTT, w temp. 120°C przez 1h.

Tak przygotowane hydrolizaty liofilizowano, nastepnie rozpuszczano w 5 pl wody,
z czego 3 ul naktadano na ptytke celulozowa (5 x 4 cm) do chromatografii
cienkowarstwowej. Jako znacznik do kazdej probki dodawano D,L-[**S]Hcy-tiolakton
(40,000 Ci/mol, 7,000 cpm/ptytke). Ptytki rozwijano dwukierunkowo: w pierwszym
kierunku uktad rozwijajacy skladat si¢ z butanolu:kwasu octowego:wody (4:1:1),
natomiast do rozdziatu ptytek w drugim kierunku uzywano uktadu rozwijajacego: 2-
propanol:octan etylu:woda:amoniak (12:12:1:0.12). Tiolakton Hcy lokalizowano za
pomoca autoradiografii, przy uzyciu filmu Kodak BioMax MR, 4h ekspozycji w 4°C.
Nastepnie HTL eluowano z ptytki 60pul 2mM HCI i poddawano analizie na HPLC.

3.22 Eksperymenty z wywolaniem szoku cieplnego w hodowlach E.coli

Hodowle komorek E.coli prowadzono do wartosci 50 jednostek Kletta, w temp.
37°C, w obecnosci lub przy braku Hcy. W celu sprawdzenia poziomu ekspresji biatek
szoku cieplnego podwyzszano temp. hodowli do 45°C. Komorki pochodzace z
eksperymentu kontrolnego (hodowli w 37°C) oraz te, poddane szokowi cieplnemu (ang.
heat shock) (0,1 ml) znakowano 0,1 mM [S*]- L-metionina (150 000 cmp), przez 15 min.
Wyznakowane radioaktywna metioning biatka analizowano za pomoca SDS-PAGE, na 12

% zelu poliakrylamidowym, a nastepnie wizualizowano na filmie Kodak Biomax MR.
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4. Wyniki i dyskusja

4.1 Metabolizm homocysteiny oraz inhibicja wzrostu u E.coli

Nadmiar Hcy powoduje inhibicje¢ wzrostu komoérek bakteryjnych, takich jak
Escherichia coli [8, 9], a takze $mier¢ komorek ssaczych [99] i drozdzy Saccharomyces
cerevisiae [124]. Szkodliwy wplyw Hcy na komorki ssacze i drozdzowe jest zwigzany z
konwersjag Hey do tiolaktonu Hcy, ktory moze by¢ toksyczny z dwoch powoddéw. Po
pierwsze, konwersja Hcy do HTL wymaga ATP, powodujgc straty energii komorkowej, a
w konsekwencji inhibicj¢ wzrostu, jak to wykazano u drozdzy [64]. Po drugie, tiolakton
Hcy jest reaktywnym produktem posrednim, ktéry modyfikuje biatka w procesie N-
homocysteinylacji, zmieniajac lub uposledzajac ich funkcje, co ostatecznie prowadzi do
zahamowania wzrostu, a nast¢pnie $mierci komorek, jak to ma miejsce w komoérkach
ssakow, w tym cztowieka [99].

Celem badan bylo ustalenie, czy ktoryS z wymienionych mechanizmoéw
toksycznosci tiolaktonu Hey przyczynia sie do inhibicji wzrostu Escherichia coli.

Przedstawione wyniki zostaty opublikowane w pracy “Homocysteine editing and
growth inhibition in Escherichia coli”, Sikora, Jakubowski, Microbiology,2009 [128].

4.1.1 Kumulacja tiolaktonu Hcy a inhibicja wzrostu E.coli

We wszystkich organizmach Hcy wchodzi w pierwszy etap biosyntezy biatka i1
tworzy produkt posredni - Hcy-AMP w reakcji katalizowanej przez syntetaz¢ metionylo-
tRNA (MetRS) [78]. Btednie aktywowana Hcy ulega obrobce, ktorej produktem jest
tiolakton Hcy. A zatem Hcy nie jest przenoszona na tRNA, co zapobiega jej translacyjnej
inkorporacji do biatek. U Escherichia coli, poza MetRS, dwa inne enzymy biorg udziat w
obrobce Hcy i biosyntezie HTL, a mianowicie syntetaza izoleucylo-tRNA (1l1eRS) oraz
syntetaza leucylo-tRNA (LeuRS) [5]. Ze wzgledu na wyjatkowo niskg wartos¢ pKa (6,7),
w warunkach fizjologicznych HTL posiada tadunek oboj¢tny, co pozwala na dyfuzje HTL
z komorek i gromadzenie si¢ w medium hodowlanym [64]. Komorki E.coli (szczep
MG1655 oraz jego warianty z brakiem réznych proteaz : PhB1907 (AclpXP), AM228
(Alon::kan®), AM229 (dlon::kan® lexA1(Ind-) malF::Tn10 (tet?)) hodowano na pozywce
minimalnej o pH 6,0 przez 8 h, po czym mierzono poziom tiolaktonu Hcy w mediach
hodowlanych za pomocg HPLC (Tabela 2):
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Szczep E.coli HTL [uM]
MG1655 1,0
PhB1907 5,0
AM228 2,4
AM229 14

Tabela 2. Produkcja HTL przez poszczegolne szczepy E.coli.

4. Wyniki i dyskusja

Wykazano, ze szczep PhB1907 (AclpXP) produkuje najwicksza ilos¢ HTL -

S5umol/l, pozostate szczepy wytwarzajg mniej HTL — 1-2,4 umol/l. W celu sprawdzenia,

czy metaboliczna konwersja Hcy do tiolaktonu Hcy moze wplywacé na szybko$¢ wzrostu,

komorki E.coli hodowano w medium minimalnym o pH 6.0, z 0.4 % glukozg jako zrodtem

wegla oraz z dodatkiem 0; 0.5; 1; 2; 4; 8 mM D,L-Hcy. Wzrost bakterii monitorowano co

40 minut za pomocg aparatu Kletta-Summersona, a st¢zenia tiolaktonu-Hcy w mediach

hodowlanych mierzono po =zakonczeniu kazdego eksperymentu (8h). Specyficzne

szybkosci wzrostu (1) obliczano z zaleznosci u = In2/t [1/h], gdzie t oznacza czas

podwojenia hodowli (ang. doubling time) w godzinach.
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Rysunek 11. Inhibicja wzrostu i kumulacja tiolaktonu Hcy w hodowlach E.coli, do ktérych dodawano
D,L-Hcy. Szczepy E.coli: MG1655, PhB1907, AM228 i AM229 hodowano w medium minimalnym z
dodatkiem réznych stezen D,L-Hcy. Szybkosci wzrostu (A) oraz stezenia tiolaktonu Hey (B) przedstawiono

jako funkcje stezenia D,L-Hcy.

Proporcjonalnie do stezenia D,L-Hcy w medium hodowlanym zaobserwowano
inhibicj¢ wzrostu szczepdéw E.coli MG1655, PhB1907, AM228 i AM229 (Rys. 11 A).
Ponadto, w stosunku do poziomu wyjsciowego, stezeniec HTL w hodowlach bakteryjnych
wzrastalo okoto 100-krotnie (do 200-400 puM), proporcjonalnie do stezenia D,L-Hcy.
Wyzsze stezenia tiolaktonu Hcy zaobserwowano w hodowlach szczepow PhB1907 i
AM228 niz w MG1655 (Rys. 11 B). Stwierdzono natomiast, ze dodawany egzogennie do
medium hodowlanego tiolakton Hcy (w tych samych stezeniach; 200-400 pM), nie
powoduje inhibicji wzrostu E.coli, podobnie jak wykazali we wczesniejszych badaniach

Tuite i wsp. [9].

4.1.2 Wplyw octanu sodu na szybko$¢ wzrostu i kumulacje tiolaktonu Hcy w
hodowlach E.coli

W 2002 r. Roe i wsp. [8] zasugerowali, ze inhibicja wzrostu E.coli pod wptywem
octanu sodu jest spowodowana gromadzeniem Hcy w komorkach bakteryjnych. Stabe
kwasy organiczne, ze wzgledu na swoje wlasciwosci antybakteryjne, sa stosowane jako
konserwanty zywnosci. Badacze ci zaobserwowali, ze metionina odwraca efekt inhibicji

wzrostu E.coli spowodowanej stabymi kwasami organicznymi, a ponadto, ze produkty
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posrednie $ciezki biosyntezy metioniny - homoseryna, O-succinylohomoseryna,
cystationina - nie majg takich samych wiasciwosci odwracajacych efekt inhibicji. Na tej
podstawie zasugerowali, ze octan hamuje aktywnos$¢ ktorego§ z enzyméw w Sciezce
biosyntezy metioniny, co prowadzi do kumulacji Hcy. Jednak przeprowadzone przez nich
badania wykluczyty udziat transmetylaz MetH 1 MetE oraz hydroksymetylotransmetylazy
serynowe] GlyA, enzymoéw bioracych udziat w biosyntezie metioniny bezposrednio z
homocysteiny. Nadekspresja tych enzymoéw nie chronita przed inhibitorowym wptywem
octanu.

W celu weryfikacji tezy, ze hodowla komoérek z octanem prowadzi do kumulacji
Hcy, wykonano eksperymenty majace na celu sprawdzenie, czy konwersja Hcy do
tiolaktonu Hcy odgrywa role w inhibicji wzrostu zaleznej od octanu sodu. Ze wzgledu na
to, ze kumulacja Hcy prowadzi do gromadzenia tiolaktonu Hcy [83], mierzono szybkosci
wzrostu oraz poziom tiolaktonu Hcy w hodowlach szczepow E.coli: MG1655 oraz
AM229, hodowanych w medium minimalnym, z dodatkiem octanu sodu w stezeniach od 0
do 20 mM.

Jak wynika z przeprowadzonych badan, octan inhibuje wzrost badanych szczepow
E.coli (Rys. 12 A), jednakze, co zaskakujace, stwierdzono, ze dodatek octanu sodu obniza
2-6 krotnie podstawowy poziom tiolaktonu Hcy w hodowlach (Rys. 12 B). Natomiast jak
wykazano we wczesniejszych doswiadczeniach (rozdziat 4.1.1), wraz ze wzrastajgcym
stezeniem Hcy kumulacja HTL wzrasta az 100 krotnie w stosunku do poziomu
wyjsciowego (Rys. 11 B). W zwigzku z tym mozna wykluczy¢, ze dochodzi do
gromadzenia si¢ Hcy w komorkach E.coli pod wptywem octanu. Zaobserwowana przez
badaczy Roe i wsp. kumulacja Hcy moze wynikaé z zastosowania do badania
niespecyficznej wobec Hcy metody analizy. W badanych probach ilos¢ poszczegdlnych
aminokwasOw oceniano przy uzyciu automatycznego analizatora Applied Biosystems
420H, z zastosowaniem detektora UV. Homocysteina, jako aminokwas niestandardowy,
wystepujacy w biatkach w znacznie mniejszych ilo$ciach niz pozostate aminokwasy, jest
duzo trudniejsza do wykrycia 1 doktadnej analizy iloSciowej, zwlaszcza jesli uzywa sie
detektora UV, ktory charakteryzuje si¢ znacznie nizsza czulo$ciag niz np. detektor
fluorescencyjny. Ponadto, w wykonywanej przez badaczy analizie nie zastosowano proby

odniesienia w postaci standardu homocysteiny.
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Rysunek 12. Poziom tiolaktonu Hcy nie wzrasta w kulturach E.coli hodowanych w obecnos$ci octanu.
Szczepy MG1655 oraz AM229 hodowano na pozywce minimalnej, z dodatkiem 0-20 mM octanu sodu.

Szybkosci wzrostu (A) oraz stgzenia tiolaktonu Hey (B) przedstawiono jako funkcje st¢zenia octanu sodu.
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4.1.3 Wplyw Ile, Leu, Met na szybko$S¢ wzrostu i kumulacj¢ tiolaktonu Hcy w

hodowlach E.coli prowadzonych z dodatkiem Hcy.

W 2005 r. Tuite i wsp. zaproponowali, ze inhibicja wzrostu E.coli przez Hcy jest
spowodowana hamowaniem aktywno$ci deaminazy treoninowej, co prowadzi do
niedoboru izoleucyny (lle) w komodrkach [9]. Deaminaza treoninowa jest enzymem
biorgcym udzial w pierwszym etapie biosyntezy izoleucyny u E.coli. Autorzy obserwowali
zniesienie efektu inhibicji wzrostu komoérek w wyniku dodatku do hodowli bakteryjnych
lle. Jednakze stymulujagcy wpltyw Ile mogt by¢ rowniez spowodowany tym, ze aminokwas
ten zapobiega metabolicznej konwersji Hcy do tiolaktonu Hcy, reakcji katalizowanej przez
IleRS. U E.coli egzogenna Hcy ulega konwersji do tiolaktonu Hcy za posrednictwem
MetRS, 1leRS oraz LeuRS [5]. Suplementacja hodowli bakteryjnych odpowiednim
aminokwasem (Met, lle czy Leu) zapobiega zatem syntezie tiolaktonu Hcy przez dang
syntetaze. W zwiazku z tym, jezeli synteza tiolaktonu Hcy powoduje inhibicj¢ wzrostu,
wowczas zapobieganie syntezie HTL powinno przyspieszy¢ wzrost bakterii.

Postanowiono zatem sprawdzi¢ jaki wplyw ma obecno$¢ 0.4 mM lle, Met lub Leu
na wzrost hodowli E.coli MG1655 prowadzonych z dodatkiem (8 mM) lub bez Hcy.
Okazato si¢, ze kultury suplementowane zaréwno Hcy, jak 1 Ile, rosty poréwnywalnie
szybko do hodowli E.coli w warunkach kontrolnych, bez Hcy (Rys. 13 A). Suplementacja
hodowli prowadzonych z dodatkiem 8 mM Hcy metioning i leucyng (0; 0.2; 0.4; 0.8'1 1.6
mM) réwniez przyspiesza wzrost komorek, jednakze mniej wyraznie niz Ile (Rys. 13 B i
C). Kontrolne do$wiadczenia wykazaty ponadto, ze dodatek Met, Ile czy tez Leu, przy

braku Hcy w hodowli, nie przyspieszat wzrostu E.coli.
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Rysunek 13. Dodatek izoleucyny, leucyny Ilub metioniny przyspiesza wzrost hodowli E.coli
prowadzonych z dodatkiem Hcy. (A) Szczep E.coli MG1655 hodowano w medium minimalnym z
dodatkiem (8mM) lub bez D,L-Hcy oraz 0,4 mM Met, lle lub Leu. (B i C) Szczep MG1655 hodowano w
medium minimalnym, z dodatkiem 8mM D,L-Hcy oraz 0; 0.2; 0.4; 0.8 i 1.6 mM Met (B) lub Leu (C). 100
jednostek Klett odpowiada 2x108 komérek/ml.

Aby sprawdzi¢ zwigzek pomiedzy szybkoscig wzrostu a poziomem kumulowanego
tiolaktonu Hcy, szczepy E.coli MG1655, PhB1907 i AM228 hodowano w obecnosci
roéznych stezen D,L-Hcy (0; 0.5; 1; 2; 4 lub 8 mM), z dodatkiem (1,6 mM) lub przy braku
Ile. Szybko$¢ wzrostu komorek monitorowano za pomocg kolorymetru Kletta-
Summersona, a ilo$¢ tiolaktonu Hcy okre§lano metoda opisang w rozdziale 3.24.
Obliczano takze szybko$ci wzrostu oraz normalizowano st¢zenia HTL na szybko$¢
wzrostu. Na podstawie tych doswiadczen zaobserwowano, ze w normalnych warunkach
hodowlanych, przy braku izoleucyny, szybko$¢ wzrostu byla skorelowana ze
znormalizowanym stezeniem HTL (Rys. 14 A, B, C). Natomiast gdy Ile byla obecna w
hodowli, znormalizowane st¢zenia HTL ulegaly obnizeniu, a szybkos¢ wzrostu
przyspieszeniu, w przypadku kazdego testowanego stezenia D,L-Hcy. Wczesniej
stwierdzono, ze Ile nie zapobiega transportowi Hcy do komoérek E.coli [9]. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna zatem wnioskowaé, ze stymulujacy wpltyw Ile w tych
warunkach polega, przynajmniej czeSciowo, na zahamowaniu gromadzenia tiolaktonu Hcy

w komorkach.
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Nastepnie badano wptyw réznych st¢zen Ile, Met oraz Leu (0; 0.2; 0.4; 0.8; 1.6
mM) na szybkos$ci wzrostu i kumulacj¢ HTL, w hodowlach prowadzonych z dodatkiem
8mM D,L-Hcy. Wykazano, ze znormalizowane stezenia HTL ulegaly obnizeniu, podczas
gdy szybkosci wzrostu zwigkszaly si¢ w obecnosci wzrastajacych stezen Ile, Met czy Leu
(Rys. 14 D).

Ze wzgledu na to, ze Ile, Met czy tez Leu nie zapobiegaja transportowi Hcy do
komorek E.coli oraz nie wptywaja na szybkos¢ wzrostu bakterii w przypadku braku Hcy,
stymulujacy wplyw na wzrost komoérek jest najprawdopodobniej spowodowany inhibicja
syntezy tiolaktonu Hcy przez te aminokwasy. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen
wskazuja, ze zwigkszona synteza tiolaktonu Hcy katalizowana przez syntetazy IleRS,
MetRS oraz LeuRS przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu w hodowlach E.coli

prowadzonych z dodatkiem Hcy.
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Rysunek 14. Szybko$¢ wzrostu zalezy od kumulacji tiolaktonu Hcy. (A i B) Szczepy E.coli PhB1907 i
AM228 hodowano w medium minimalnym, z dodatkiem (0; 0.5; 1; 2; 4, 8 mM) lub bez D,L-Hcy, w
obecnosci lub przy braku 1,6 mM lle. (C) Szczep E.coli MG1655 hodowano w medium minimalnym, z
dodatkiem (0.5; 1; 2; 4, 8 mM) lub bez D,L-Hcy lub z 8mM D,L-Hcy + 0,4 mM lle, Leu lub Met. (D) Szczep
E.coli AM 229 hodowano w medium minimalnym z dodatkiem 8mM D,L-Hcy i w obecnosci (0.2; 0.4; 0.8;
1.6 mM) lub przy braku lle, Met lub Leu. Dla kazdej hodowli obliczano szybkos$ci wzrostu, a ilo§¢ tiolaktonu

Hcy mierzono po zakonczeniu eksperymentow. Szybkosci wzrostu przedstawiono jako funkcje tiolaktonu
Hcy do szybko$ci wzrostu.

4.1.4 Inkorporacja Hcy do bialek

Obserwacja, ze kumulacja tiolaktonu Hcy wptywa na szybkos$¢ wzrostu bakterii
doprowadzita do postawienia pytania, czy to synteza HTL hamuje wzrost, czy tez by¢
moze nastgpujaca pozniej N-homocysteinylacja biatek jest przyczyna inhibicji. Wykonano
zatem doswiadczenia majace na celu okreslenie, czy Hey gromadzona jest w komodrkach
E.coli jako N-zwigzana z biatkami.

U Escherichia coli, Lon jest ATP-zalezng proteaza, ktora degraduje niesfatdowane

biatka oraz niektore biatka regulatorowe przeznaczone do szybkiej degradacji. Mutacja w
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genie lon u E. coli prowadzi do powstania fenotypu plejotropowego: wrazliwos¢ na UV,
mukoidoza, nizsza wydajno$¢ w degradacji nieprawidlowych biatek. Wszystkie te objawy
fenotypowe sg zwigzane z utratg aktywnosci proteazowej. Inna proteaza — CIp, jest zalezng
od ATP proteazg zbudowang z dwoch komponentow, podjednostki ATPazowej oraz
podjednostki protezowej (CIpP) [129]. Sama podjednostka ClpP posiada tylko aktywnos¢
peptydazowa. ATPazy CIpA oraz ClpX naleza do rodziny ATPaz obecnych zaréwno w
komorkach eukariotycznych, jak i prokariotycznych. Jednakze, ATPazy Clp moga pehic
nie tylko funkcje regulatorowe, ale takze wystepowac jako biatka opiekuncze niezalezne
od ClpP [130]. W celu oszacowania mozliwego wptywu specyficznych proteaz na N-Hcy-
biatka, zbadano wptyw delecji proteaz Clp oraz Lon na kumulacje N-zwigzanej Hcy w
biatkach.

Szczepy E.coli MG 1655, AM228 (Alon) oraz PhB1907 (AclpXP) hodowano w
medium minimalnym, bez Hcy lub z dodatkiem 4mM D,L-Hcy. Po okre$lonym czasie (0;
0.5; 1; 2; 4; 24 h) pobierano proby i oznaczano poziom N-Hcy-biatek wg metody opisanej
w rozdziale 3.25. Poziom Hcy N-zwigzanej z biatkami w szczepie E.coli MG1655,
rosngcym bez dodatku Hey, wynosit 58+17 pmol/2x108 komoérek (Tabela 3). W szczepach
z brakiem proteaz, AM228 oraz PhB1907, zaobserwowano gromadzenie odpowiednio
nieco mniejszych (43+13 pmol /2x10® komoérek) i wiekszych (73+26 pmol /2x108
komorek) ilosci Hcy N-zwigzanej z biatkami (Tabela 3). W szczepie E. coli MG1655,
hodowanym z dodatkiem 4mM D,L-Hcy, poziom Hcy N- zwigzanej z biatkami wzrost
znaczaco, z 58 pmoli na 2x10® komérek w hodowlach bez Hey, do 151 pmoli na 2x108
komoérek po 0,5 h oraz 200 pmoli na 2x10® komérek po 4 h hodowli w obecnosci 4 mM
D,L-Hcy (Tabela 3). Podobnie, w komoérkach E.coli AM228 (Alon) i PhB1907 (AclpXP)
hodowanych w obecnosci Hey przez 0,5-4 h zaobserwowano gromadzenie odpowiednio
106-315 pmoli Hey N-zwigzanej z biatkiem na 2x108 komoérek oraz 238-209 pmoli Hey N-
zwigzanej z biatkiem na 2x10® komorek. Po 24 h hodowli z Hey, zauwazono dalszy wzrost
kumulacji Hcy N-zwigzanej z biatkiem, ale tylko w przypadku szczepu AM 228 (Alon) byt
on statystycznie znaczacy (p=0,01).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze zarébwno proteaza Lon, jak i Clp nie
majg znaczacego udzialu w metabolizmie N-Hcy-biatek u E.coli, w warunkach krotkiej
hodowli. Jednakze, na podstawie uzyskanych danych, ze po 24 h hodowli komorek E.coli

AM 228 (Alon) z Hcy nastgpuje dalszy wzrost kumulacji Hcy N-zwigzanej z biatkiem,
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mozna zasugerowac, ze proteaza Lon by¢ moze uczestniczy w metabolizmie N-Hcy-biatek
w warunkach dhugotrwalej fazy stacjonarnej wzrostu bakterii.

W przypadku, gdy egzogenna Hcy jest nieobecna w hodowli, tiolakton Hcy
kumuluje si¢ z szybkoscig 470 pmol/h na ml hodowli, osiggajac poziom 1900 pmol/ml
hodowli po 4 h. Natomiast, gdy bakterie s3 hodowane w obecnos$ci egzogennej Hcy, HTL
kumuluje si¢ z szybkoscig 44 300 pmol/h na ml hodowli, do stezenia 177 300 pmol/ml po
4h hodowli. Obliczono zatem, ze N-zwigzana Hcy stanowi 3% lub 0,14% ilosci tiolaktonu
Hcy, odpowiednio w przypadku braku lub w obecnosci egzogennej Hey. Relatywnie maty
(okoto 4-krotny) wzrost ilosci N-zwigzanej Hcy podczas 4h hodowli, w poréwnaniu ze
znacznym, okoto 100-krotnym wzrostem stezenia HTL obserwowanym w hodowlach
prowadzonych z dodatkiem Hcy, wskazuje, ze inkorporacja Hcy do bialek za
posrednictwem HTL prawdopodobnie nie ma znaczacego udziatlu w inhibicji szybkosci

wzrostu obserwowanej w obecnos$ci Hey.

Hcy N-zwiazana z bialkami w szczepach E.
Czas inkubacji z coli (pmol/2x108 komorek)
4 mM D,L-Hcy
MG1655 * AM228 * PhB1907 *
Oh 58 +17# 43+13*% 73+26
05h 151 106 238
1h - 150 149
2h 301+62% 223+3* 142+68
4h 200 3154169 209190
24 h 337+26% % 703+11%% 641+273

Tabela 3. Poziomy Hcy N-zwigzanej z bialkami badane w szczepach MG1655, AM228 i PhB1907
E.coli.” $rednie wartosci + SD pochodzg z 2 niezaleznych eksperymentow. “Dla szczepow MG1655 i AM228
réznice pomiedzy hodowlami Oh i 2h lub 24 h s3 statystycznie znaczace (p=0.04 do 0.001). SRoznice
pomiedzy 24h hodowlami szczepéw MG1655 1 AM228 sg statystycznie znaczace (p=0.01).
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4.1.5 Koszt energetyczny syntezy tiolaktonu Hcy w hodowlach E.coli z dodatkiem Hcy

Szacuje si¢, ze synteza biatek pochtania 95% energii potrzebnej do biosyntezy
makroczagsteczek w komorkach E.coli. Do przylaczenia pojedynczego aminokwasu do
biatka wykorzystywana jest jedna czasteczka ATP oraz dwie czasteczki GTP. Oszacowano
ponadto, ze okoto 2% calkowitej energii wymaganej do biosyntezy bialek w E.coli jest
zuzywane na translacyjng lub potranslacyjng obrobke biatek (ang. editing) w warunkach
zrownowazonego wzrostu [131].

Produkcja bakteryjnego ATP jest obliczana na podstawie zuzycia substratow i
produkcji metabolitow, takich jak kwas mlekowy i octan. W analogiczny sposéb mozna
oszacowaé zuzycie ATP dla metabolitu takiego jak tiolakton Hcy. Wykazano, ze w
bakteriach E.coli rosnacych w medium minimalnym, jedna czasteczka Hcy ulega ,,edycji”
poprzez konwersje do tiolaktonu Hcy na 109 czasteczek Met wprowadzanych do biatka
[132]. Biorac pod uwagg, ze aby doszto do utworzenia jednego mola HTL wymagana jest
hydroliza jednego mola ATP, a aktywacja Met pochtania rowniez jeden mol ATP na kazdy
mol tworzonego Met-tRNA, to bezproduktywna hydroliza ATP zwigzana z obrobka Hcy
jest relatywnie niska, rowna ~1% zuzycia ATP koniecznego do aktywacji Met podczas
biosyntezy biatka. Wykazano jednak, ze kumulacja tiolaktonu Hcy w szczepach E.coli:
MG1655, PhB1907, AM228 oraz AM229 wzrasta odpowiednio 180-, 45-, 130, oraz 150-
krotnie (od 1.0; 5.0; 2.4 i 1.4 uM przy braku Hcy do 180, 220, 300 i 210 uM w obecnosci 4
mM egzogennej Hcy) (Rys. 11). Oznacza to, ze w obecnosci egzogennej Hey na kazdy
mol ATP zuzywanego na aktywacje Met, przecigtnie jeden mol ATP zuzywany jest do
syntezy tiolaktonu Hcy. W zwiagzku z tym, w przebadanych szczepach bakteryjnych,
podczas suplementacji medium hodowlanego Hcy - bezproduktywne roztrwanianie energii
w postaci ATP wynosi¢ moze do 100% produktywnej konsumpcji ATP. Jako, ze metionina
stanowi 2,9% catkowitego sktadu aminokwasowego w biatkach bakteryjnych, mozna
oszacowac, ze straty energii ATP na obrobke Hcy, w stosunku do catkowitej energii
wymagane] do syntezy biatka w komorkach E.coli, wzrastaja z 0,029% w medium
minimalnym do 2,9% w hodowlach z dodatkiem Hcy. Taki poziom dodatkowej
konsumpcji ATP na obrébke Hey bytby trudny do zmierzenia eksperymentalnego. Jednak,
majac na uwadze, ze produkcja ATP jest powigzana z szybkos$ciag wzrostu komorek, wzrost
iloci trwonionej energii moze si¢ przyczynia¢ do inhibicji ich wzrostu, co zaobserwowano

w hodowlach E.coli z dodatkiem Hcy.
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Te konkluzje potwierdzajg uzyskane dane, a mianowicie, ze na skutek inhibicji
gromadzenia tiolaktonu Hcy w hodowlach E.coli z dodatkiem Hcy, nastgpuje
przyspieszenie wzrostu komorek (Rys.13). Ponadto, szybkos$¢ wzrostu jest odwrotnie

proporcjonalna do poziomu kumulacji tiolaktonu Hey (Rys.14).

4.1.6 Wplyw Hcy na zywotnos$¢ komorek bakteryjnych.

W celu sprawdzenia jaki wptyw Hcy wywiera na zywotno$¢ komoérek bakteryjnych
szczepow: MG1655, AM228 (Alon) oraz PhB1907 (Aclp), komorki hodowano w medium
minimalnym, w 37°C z dodatkiem 4mM D,L-Hcy. Po czasie 0, 24, 48 oraz 72 godzin,
hodowle bakteryjne wysiewano na ptytki z pozywka stalg LB, z dodatkiem ampicyliny
(bakterie te zawierajg plazmidy z genem kodujacym opornos¢ na ampicyling).

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen zaobserwowano, ze egzogenna Hcy
obecna w medium hodowlanym wptywa na zmniejszenie zywotnosci komorek wszystkich

przebadanych szczepdéw E.coli proporcjonalnie do czasu hodowli (Rys. 15).
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Rysunek 15. Hey wplywa na przezywalno$¢ bakterii E.coli. Procent Zywych komoérek przedstawiono jako

funkcje czasu. Kazdy punkt jest obliczony jako $rednia pomiardéw z trzech niezaleznych doswiadczen.

Stwierdzono ponadto, ze poszczegdlne szczepy bakteryjne wykazujg zrdéznicowang
wrazliwos¢ na obecng w pozywce hodowlanej Hcy. Szczep MG1655 jest bardziej
wrazliwy na Hcy niz szczep z brakiem proteazy Lon (AM228) oraz proteazy ClpXP
(PhB1907). Zaobserwowano takze, ze dodatek Ile, Met lub Leu (1,6 mM) do hodowli z
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homocysteing nie wplywa na spadkek zywotnosci komoérek. Na tej podstawie mozna
wnioskowac, ze kumulacja HTL (Rys.13) czy tez gtod izoleucynowy, nie prowadza do
$mierci komorek w zastosowanych do badan warunkach eksperymentalnych. Co wigcej, za
obnizenie zywotnosci E.coli nie jest tez zapewne odpowiedzialny zaobserwowany

niewielki wzrost poziomu N-Hcy-biatek (Tabela 3).

4.1.7 Wplyw Hcy na wrazliwosé¢ komorek E.coli na szok cieplny

Bakterie E.coli (szczepy MG1655, AM228 i PhB1907) hodowano w medium
minimalnym, w obecnosci 4mM D,L-Hcy, do gestosci optycznej 50 Klettéw (co
odpowiada okoto 0,3 OD). Po osiagnigciu tej gestosci, bakterie przenoszono na 40 minut
do 50°C aby wywota¢ szok cieplny. W przypadku hodowli kontrolnej szczepu MG1655
(bez Hcy) zaobserwowano 80% utrate zywotnosci komorek, podobng warto$¢ spadku
zywotnosci bakterii uzyskano dla hodowli z dodatkiem Hcy. W przypadku szczepu z
brakiem proteazy Lon AM?228, zaobserwowano, niezaleznie od obecnosci Hcy, 90%
spadek zywotnosci komorek. Szczep PhB1907 (Aclp) stracit 30% zywotno$ci zarbwno w
przypadku obecnosci, jak i braku Hey.

Analizy SDS-PAGE profili biatek przed oraz po szoku cieplnym (15 min, 50°C), w
obecnosci oraz braku 4mM D,L-Hcy wykazaty, ze ekspozycja na Hcy nie wplywa na
indukcje ekspresji biatek szoku cieplnego w zadnym z przebadanych szczepow. Wyniki
tych badan wskazuja, ze gromadzenie tiolaktonu Hcy w komorkach bakteryjnych nie
wplywa na odpowiedz heat shock u E.coli.

4.2 Hydrolaza bleomycyny jako enzym o aktywnosci hydrolizujacej tiolakton Hcy

Jak wykazano, tiolakton Hcy jest bardziej szkodliwy dla komorek ludzkich niz
Hcy, gléwnie ze wzgledu na jego wysoka reaktywnos$¢ w stosunku do bialek i tworzenie
wigzania amidowego z grupa e-aminowg reszt lizyny w biatku [77]. W wyniku tego
procesu powstaja biatka o zmienionych wiasciwosciach, co stwarza konieczno$¢ usuwania
N-homocysteinylowanych biatek na drodze degradacji proteolitycznej, podczas ktorej
zuzywana jest energia komoérkowa i nastgpuje ograniczenie Wzrostu komorek. Jak
wczesniej szczegotowo opisano w rozdziale pt. Wstep, N-homocysteinylowane biatka sg
toksyczne i indukuja odpowiedz immunologiczng. W celu zminimalizowania toksycznego

wptywu tiolaktonu Hcy, organizmy zostaly zmuszone do wytworzenia mechanizmow
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umozliwiajacych pozbycie si¢ tego szkodliwego metabolitu. We wszystkich organizmach,
wigkszos¢ tiolaktonu Hcey jest eliminowania poprzez wydzielanie z komoérek do medium
zewnatrzkomoérkowego. U myszy i ludzi, HTL jest usuwany z uktadu krazenia w nerkach,
poprzez wydalanie z moczem [99]. Inng droga jest enzymatyczna hydroliza HTL
katalizowana przez zewnatrzkomérkowy enzym tiolaktonaz¢/paraoksonaze¢ PONI. Do
niedawna nie bylo wiadomo, czy wewnatrz komodrek wystepuje enzym posiadajacy
aktywnos$¢ detoksykujaca HTL. W roku 2006 Zimny i wsp. wykazali, ze hydrolaza
bleomycyny wyizolowana z drozdzy Saccharomyces cerevisiae, posiada aktywnos¢
tiolaktonazy Hcy [133]. Zasugerowano zatem, ze tiolakton Hcy jest jednym z naturalnych
substratow BLH (wczes$niej nie znano zadnego naturalnego substratu BLH).

Przeprowadzone podczas wykonywania niniejszej pracy badania dostarczyty
dowodu na istnienie enzymu o aktywnosci tiolaktonazowej takze w ludzkim tozysku.
Natomiast badania na linii ludzkich komoérek HelLa, w ktorych BLH normalnie ulega
ekspresji na stosunkowo wysokim poziomie, pozwolity na zweryfikowanie hipotezy, ze
BLH chroni komoérki ludzkie przed toksycznoscig Hcy, jak to ma miejsce w przypadku
komorek drozdzy [124]. Poza wyjasnieniem podstawowych aspektoéw metabolizmu Hcy i
jej roli w fizjologii komodrkowej, waznym elementem badan nad hydrolaza
bleomycyny/tiolaktonazg jest rowniez zglebienie mechanizméw lezacych u podstaw
toksyczno$ci Hey prowadzacej do chordb uktadu krazenia. Przedstawione ponizej wyniki
badan zostaly czgsciowo opublikowane w pracy ,Protective mechanisms against
homocysteine toxicity: the role of bleomycin hydrolase” Zimny J, Sikora M, Guranowski
A, Jakubowski H, J Biol Chem, 2006r [124].

4.2.1 Izolacja i identyfikacja enzymu o aktywnoSci tiolaktonazy Hcy z lozyska
ludzkiego

Ze wzgledu na stosunkowo tatwa dostepno$é, jako materiat badawczy bedacy
zrodtem aktywnosci hydrolizujacej tiolakton Hey wybrano ludzkie tozysko. Poszczegolne
etapy izolacji i oczyszczania enzymu opisano szczegdtowo w rozdziale 3.9. W skrocie,
lozysko poddano homogenizacji, uzyskany ekstrakt wysalano siarczanem amonu, a
nastgpnie poddano dializie wobec 20 mM buforu fosforanowego pH 6,8. Ekstrakt po
dializie poddano rozdziatowi na kolumnie jonowymiennej, pozwalajacej na rozdzial biatek
na podstawie roznicy w ich tadunku elektrycznym. Kolejnym etapem byto frakcjonowanie

biatek pod wzgledem ich masy czasteczkowej — sgczenie molekularne. Nastepnie uzyskane
77



4. Wyniki i dyskusja

frakcje poddano rozdziatlowi na kolumnie hydroksyapatytowej, polegajacym na
specyficznym tworzeniu kompleksow grup karboksylowych biatek z jonami wapnia na
krysztatach  hydroksyapatytowych oraz niespecyficznym przycigganiu  dodatnio
natadowanych grup aminowych bialek 1 ujemnie natadowanym ztozem.

Rys. 16 przedstawia profile elucji biatek w poszczegdlnych etapach izolacji

enzymu, z zaznaczeniem frakcji wykazujacych aktywnos¢ hydrolizujaca tiolakton Hey.
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Rysunek 16. Profile elucji bialek w poszczegolnych etapach izolacji enzymu. W ramce zaznaczono

frakcje, w ktorych wykryto aktywno$¢ hydrolizujaca tiolakton Hcy. Po kazdym rozdziale

chromatograficznym we wszystkich frakcjach mierzono absorpcje przy dtugosci fali 280nm. A. Profil
biatkowy po rozdziale na kolumnie DEAE Sephacel, B. Profil biatkowy po rozdziale na kolumnie Superdex

200, C. Profil biatkowy po rozdziale na kolumnie hydroksyapatytowej.

Ekstrakty bialkowe uzyskane podczas wszystkich etapoéw izolacji tiolaktonazy Hey

z lozyska ludzkiego, a takze poszczegdlne frakcje uzyskane po rozdziatach

chromatograficznych poddawano inkubacji z tiolaktonem Hcy oraz sztucznym substratem

arginino-aminometylokumarylamidem (R-AMC). Aktywnosci tiolaktonazowa oraz

aminopeptydazowa monitorowano za chromatografii  cienkowarstwowej

(odpowiednio Rys. 17 A'i B).

pomoca
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Rysunek 17. Monitorowanie aktywno$ci HTL-azowej oraz aminopeptydazowej na plytkach TLC po
rozdziale na kolumnie Superdex200. A. tiolakton Hcy wizualizowano przy dtugosci fali 254 nm; widoczna
jest zmiana intensywno$ci plam pochodzacych od HTL we frakcjach, ktore zawieraja aktywnos¢
tiolaktonazowa, B. aktywno$§¢ aminopeptydazowa enzymu monitorowano poprzez wizualizacje produktu
hydrolizy — AMC, przy dlugosci fali 340 nm. Przy tej dlugosci fali, fluorescencyjny produkt hydrolizy,

AMC, jest widoczny na wysokosci czota rozpuszczalnika.

Czgséciowo oczyszczony enzym, po rozdziale na kolumnie hydroksyapatytowej,
poddawano elektroforezie w warunkach niedenaturujacych. Aktywno$¢ tiolaktonazowa/
aminopeptydazowa monitorowano in Situ w zelu, poprzez inkubacj¢ fragmentu zelu w
roztworze zawierajgcym 100 mM bufor fosforanowy, ImM DTT oraz 0.1 mM R-AMC. Po
10-15 minutach inkubacji, powstaje AMC - silnie fluorescencyjny produkt hydrolizy R-
AMC. Nastepnie, ten sam fragment zelu wybarwiano w roztworze Coomasie Brillant Blue
R-250, aby uwidoczni¢ biatko (Rys.18).
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Rysunek 18. Detekcja aktywnosci hydrolizujacej R-AMC, po elektroforezie w 8% zelu
poliakryloamidowym, w warunkach natywnych. Barwienie in situ w roztworze zawierajagcym R-AMC

(A), oraz ten sam fragment zelu poddany barwieniu Coomasie Brillant Blue R-250 (B).

Fragment zelu natywnego, w ktorym znajduje si¢ aktywnos$¢ tiolaktonazowa, wycinano i
poddawano elucji w 20 mM buforze fosforanowym w celu doczyszczenia biatka. Eluaty
enzymu rozdzielano elektroforetycznie w warunkach denaturujacych, w 12% zelu
denaturujacym SDS-PAGE (Rys.19).

A B. C.
i
— -

Rysunek 19. Obraz elektroforetyczny tiolaktonazy z lozyska ludzkiego po oczyszczaniu. Elektroforeze
wykonano w 12% zelu denaturujgcym. Sciezka A — ludzka hydrolaza bleomycyny otrzymana z tozyska
ludzkiego, B - rekombinowana ludzka hydrolaza bleomycyny, C- marker wielkosci biatek.
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Tak oczyszczony enzym wycinano z zelu, poddawano trawieniu trypsyna, a
powstate peptydy przeanalizowano za pomocg spektrometrii mas MALDI-ToF w celu
identyfikacji biatka. Przy pomocy programu Mascot Server 1.9 (Bruker Daltonics) oraz

bazy danych NCBI biatko to zidentyfikowano jako ludzkg hydrolaze bleomycyny.

4.2.2 Specyficzno$¢ substratowa ludzkiej tiolaktonazy/hydrolazy bleomycyny

W kolejnym etapie wykonano doswiadczenia majace na celu sprawdzenie
specyficznoéci substratowej wyizolowanej hydrolazy bleomycyny. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze enzym wykazuje wysoka specyficzno$¢ w stosunku
do L-stereoizomeru tiolaktonu Hcy, natomiast nie hydrolizuje izomeru D. Lakton L-
homoseryny, y-tiobutyrolakton oraz N-acetyl-DL-Hcy-tiolakton rowniez nie sg substratami
dla tiolaktonazy/hydrolazy bleomycyny, co wskazuje, ze do zajscia hydrolizy L-Hcy-
tiolaktonu niezbedna jest obecnos$¢ grupy a-aminowej w substracie. Stwierdzono ponadto,
ze substratami dla ludzkiej hydrolazy bleomycyny sa takze estry metylowe L-Lys, L-Cys
oraz L-Met, w przeciwienstwie do estrow metylowych a-L-Ala, B-L-Ala, L-Lys, L-Trp
(Tabela 4).

Substrat Ludzka tiolaktonaza
Hcy/hydrolaza
bleomycyny

L-Hcy-tiolakton ++++

N-Acetyl-DL-HTL -

Hse-lakton -

ester metylowy o-Ala -
ester metylowy B-Ala -

ester metylowy L-Lys +

ester metylowy L-Cys ++

ester metylowy L-Met ++

ester metylowy D-Met +

ester metylowy L-Tryp -

Arginino 4-metylo-7- ++++
kumarylamid

3

Tabela 4. Specyficzno$¢ substratowa ludzkiej hydrolazy bleomycyny/tiolaktonazy. Symbole "+ i “-*

wskazuja odpowiednio, ze dany zwiagzek byt substratem dla enzymu lub tez byt odporny na hydrolize.
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4.2.3 Rola BLH w metabolizmie Hcy w komérkach ludzkich

Ze wzgledu na nowo odkryta funkcje enzymu hydrolazy bleomycyny istotne byto
wyjasnienie jej roli w fizjologii komorkowej, nie tylko ze wzgledu na poznanie
podstawowych mechanizmow metabolizmu Hcy, ale takze ze wzglgdu na zaangazowanie
tiolaktonu Hcy oraz Hcy w powstawanie choréb uktadu krazenia. Do badan wybrano lini¢
ludzkich komorek raka szyjki macicy (HelLa), w ktorych hydrolaza bleomycyny ulega
ekspresji na wysokim poziomie.

Na wstepie przeprowadzono testy zywotnosci komorek HelLa pod wplywem
hodowli z dodatkiem homocysteiny oraz tiolaktonu Hcy, oparte na pomiarze aktywnosci
metabolicznej komorek, z uzyciem barwnika rezazuryny. Komorki HeLa inkubowano w
medium hodowlanym pozbawionym antybiotykow z 0, 1, 3, 5 oraz 10 mM Hcy oraz
rownolegle z 0, 0.5, 1, 3,5, 10 mM HTL. Po 24h oraz 48h inkubacji pobierano medium do
pomiardéw spektrofotometrycznych, mierzac ilos¢ zredukowanej pochodnej metabolicznej
rezazuryny — rezarufiny przy dlugosci fali 570 nm. Rezarufina powstaje tylko w
komorkach aktywnych metabolicznie. Jak si¢ okazato, po 24h hodowli z Hcy, wszystkie
komorki byty nadal aktywne, nawet w medium zawierajacym 10 mM Hcy. W zwiazku z
tym, zarejestrowanie potencjalnych réznic w ilosci zywych komoérek pomigdzy
poszczegolnymi probami nie bylo mozliwe. Natomiast przeprowadzone rownolegle
analogiczne pomiary aktywno$ci metabolicznej komorek inkubowanych z HTL wykazaty,
ze 24h inkubacja z 3mM HTL powoduje 80% spadek zywotnos$ci komorek Hela, w
porownaniu z komodrkami hodowanymi bez HTL, a 5mM stezenie HTL powoduje

calkowitg $mier¢ komorek HelLa (Rys.20).

Zywotnosé komoérek pod wptywem HTL Zywotnos¢ komorek pod wptywem Hey
ha 24 1) 100 (48 h)
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Rysunek 20. Tiolakton Hcy jest znacznie bardziej toksyczny dla komérek HeLa niz Hey. 24h inkubacja
komérek z SmM HTL powoduje $mier¢ wszystkich komorek (100% spadek zywotno$ci), natomiast 48h

inkubacja z 5mM Hcy powoduje 60 % spadek zywotnosci komorek.
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Roznice w zywotno$ci komorek pod wpltywem Hcy zmierzono takze po 48 h
inkubacji i stwierdzono, ze inkubacja komorek HelLa z 10 mM Hcy spowodowata spadek
zywotno$ci komorek o ponad 80%. Warty podkreslenia jest fakt, ze HTL juz w stgzeniu 3
MM po 24h inkubacji powoduje podobny efekt (80% obnizenie zywotnosci komorek), co
potwierdza wczesniejsze obserwacje, ze dla komoérek to wiasnie HTL jest znacznie
bardziej toksyczny niz Hey.

W celu sprawdzenia jaki jest stopien konwersji egzogennej Hcy do tiolaktonu Hcy
w ludzkich komoérkach Hela, inkubowano je z dodatkiem 20 mM Hcy, w medium bez
antybiotykow. Po 6, 24 oraz 48 h inkubacji pobierano probke medium hodowlanego, w
ktérym oznaczano nastepnie ilos¢ HTL za pomoca HPLC. Stwierdzono, ze ok. 5% Hcy
ulega konwersji do HTL juz po 6 h inkubacji z Hcy. Ponadto zaobserwowano, ze ilo$¢
HTL po 24 h inkubacji jest ok. potow¢ mniejsza w stosunku do ilosci HTL po 6h. Wynika
z tego, ze HTL ulega do$¢ szybko przemianom w komorkach - jest najprawdopodobniej
hydrolizowany do Hcy, a takze przylacza si¢ do grupy e-aminowej reszt lizyny biatek. Po
48h ilo§¢ HTL ulega zmniejszeniu o polowg w stosunku do ilosci po 24h inkubacji

komorek z 20mM Hcey (Rys.21).
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Rysunek 21. Synteza HTL w komérkach HeLa inkubowanych z 20 mM Hcy.

Aby zweryfikowaé hipotezg, ze BLH chroni komorki przed toksycznoscia Hcy,
wykorzystano metode oparta na interferencji RNA. Lini¢ komoérek HelLa transfekowano

plazmidami zawierajacymi shRNA specyficzne wobec genu hydrolazy bleomycyny. Do
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transfekcji uzyto 4 réznych, komercyjnie zakupionych wariantéw shRNA, z zatozeniem,
ze co najmniej jeden z nich bgdzie powodowat efektywne wyciszenie ekspresji genu BLH.
Przeprowadzono rowniez transfekcje kontrolnym RNA, niespecyficznym wobec zadnego z
genow obecnych w ludzkich komérkach. W celu sprawdzenia, ktory z wariantéw shRNA
najefektywniej obniza ekspresje genu BLH, zastosowano metode Western Blot, z uzyciem
przeciwciata monoklonalnego specyficznego wobec hydrolazy bleomycyny. Dodatkowo
sprawdzono poziom ekspresji BLH w komorkach nietransfenkowanych zadnym
plazmidem. Jak wynika z przeprowadzonych doswiadczen, poziom ekspresji BLH
najefektywniej obniza transfekcja wariantem shRNA nr 1. Jako pozytywng kontrole, w
celu weryfikacji doktadnosci zastosowanej metody, wykonano Western Blot z
zastosowaniem przeciwciata specyficznego wobec dehydrogenazy
gliceroaldehydofosforanowej (GAPDH) (Rys.22).

Rysunek 22. Poziom ekspresji BLH oraz GAPDH po zastosowaniu metody Western Blot. A. Obraz
przedstawia poziom ekspresji BLH po transfekcji komorek HelLa plazmidami zawierajgcymi shRNA
specyficzne wobec genu BLH (linie 1-4) oraz plazmidem zawierajacym ShRNA niespecyficzne wobec
zadnego z gendéw wystepujacych w komoérkach ludzkich (linia K); linia -RNA oznacza poziom ekspresji
BLH w komorkach nietransferowanych zadnym plazmidem B. poziom ekspresji GAPDH we wszystkich

w/w klonach HelLa.

Dzieki obecnosci w plazmidzie genu opornosci na neomycyne¢, umozliwiajgcym
selekcje komorek z wprowadzonym wektorem, wyprowadzono linie komorkowe ze
stabilnie wyciszonym genem BLH.

Wptyw poziomu ekspresji hydrolazy bleomycyny na zywotno$¢ komorek
inkubowanych z tiolaktonem Hcy sprawdzono wykonujac testy zywotnos$ci komorek
stransfekowanych shRNA specyficznymi wobec BLH. Komoérki HeLa, stransfekowane

plazmidem zawierajacymi shRNA nr 1, jako wariantem 0 najwigkszej skuteczno$ci w
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obnizaniu ekspresji BLH, oraz plazmidem zawierajacym shRNA kontrolne, inkubowano
przez 24 h bez HTL (kontrola) lub z nastepujacymi stezeniami HTL: 1, 3, 5, 10 mM HTL,
w medium komorkowym pozbawionym antybiotykow. Po tym czasie zmierzono na
luminometrze ilo§¢ ATP w komorkach, ktora jest proporcjonalna do ilosci zywych
komorek. Jak si¢ okazato, poziom zywotnosci komorek HelLa z wyciszonym genem BLH
nie roznit si¢ znaczaco od zywotnosci komorek kontrolnych (Rys.23). Inkubacja z 1 mM
HTL spowodowata spadek zywotnosci komoérek do 81,8 oraz 89,1% odpowiednio dla
plazmidu 1 (zawierajacego shRNA nr 1) i plazmidu K (zawierajacego shRNA kontrolne).
Dla stgzenia 3mM HTL procent zywych komorek wynosit 37,5 1 31,7 % odpowiednio dla
plazmidu 1 i plazmidu K. Przy st¢zeniu SmM zaobserwowano obnizenie zywotnosSci
komoérek do niecatych 2 i 1,5 %, a inkubacja z 10 mM HTL spowodowata spadek
zywotnosci komoérek do 0,31 1 0,16% odpowiednio dla plazmidu 1 1 plazmidu K.
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Rysunek 23. Przezywalno$¢ komorek HeLa o zréznicowanej ekspresji genu hydrolazy bleomycyny pod
wplywem tiolaktonu Hcy. Obnizenie ekspresji genu hydrolazy bleomycyny nie wplywa na przezywalno$¢
komorek HeLa pod wptywem tiolaktonu Hey. Procent zywych komorek przy danym stgzeniu HTL, po 24h

inkubacji, mierzono w odniesieniu do komérek hodowanych bez dodatku HTL.

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie wpltywu obnizenia ekspresji genu
hydrolazy bleomycyny na szybko$¢ hydrolizy tiolaktonu Hcy w komoérkach Hela
(Rys.24). W tym celu prowadzono hodowle komoérek Hela ze 100 uM HTL, w medium
pozbawionym antybiotykow. Po okre§lonym czasie pobierano niewielkg ilos¢ medium, w

ktérym oznaczano ilos¢ HTL za pomocg HPLC.
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Rysunek 24. Szybko$¢ hydrolizy tiolaktonu Hcy w komoérkach HeLa ze zrdéznicowanym poziomem
ekspresji hydrolazy bleomycyny. Szybko$¢ hydrolizy tiolaktonu Hcy w komoérkach HelLa zachodzi
niezaleznie od poziomu ekspresji hydrolazy bleomycyny. State szybkosci hydrolizy ,,k” dla poszczegdlnych

plazmidéw obliczono jako k=In2/t [1/h], gdzie t oznacza czas hodowli komoérek z Hey. Poszczegdlne
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warto$ci ,,k” zostaly pomniejszone o warto$¢ statej szybkosci hydrolizy HTL w samym medium

komorkowym, bez komoérek, ktora wynosi 0,13.

Jak wynika z przeprowadzonych do§wiadczen, hydroliza HTL w komorkach HeLa
zachodzi z poréwnywalng szybko$cia we wszystkich badanych liniach, niezaleznie od
stopnia ekspresji hydrolazy bleomycyny. Stale szybko$ci hydrolizy HTL roznig si¢
nieznacznie dla poszczegolnych linii z shRNA 1-4, w poréwnaniu do linii zawierajacej
plazmid z kontrolnym shRNA. Nie zaobserwowano spodziewanej roznicy w szybkosci
hydrolizowanego HTL pomie¢dzy linig z plazmidem zawierajagcym shRNA nr 1, a linig z
shRNA kontrolnym.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze zidentyfikowano nowag aktywnos$¢
ludzkiego enzymu hydrolazy bleomycyny, ktorej naturalna rola w komorce do tej pory nie
byta znana. Wykazano, ze enzym ten, wystepujacy wewnatrz komorek, posiada zdolnosé
hydrolizy tiolaktonu Hcy. BLH charakteryzuje si¢ duza konserwatywnosciag ewolucyjng i
wystepuje powszechnie w krolestwie zwierzat, co wskazuje na jej konserwatywne funkcje.
Zaréwno ludzka jak i1 drozdzowa BLH, posiadaja prawie identyczng strukture molekularna
i nalezg do rodziny proteaz cysteinowych, posiadajacych aktywnos$¢ aminopeptydazowa.
Jedyna do niedawna poznang biologicznie znaczaca funkcja tego enzymu byta deamidacja
bleomycyny - leku przeciwnowotworowego [123]. BLH pochodzaca z drozdzy
Saccharomyces cerevisiae (yBLH), w przeciwienstwie do ludzkiej BLH (hBLH), jest
biatkiem wigzacym DNA, dzialajacym jako negatywny regulator ekspresji genu GAL
(kodujacego galaktokinaze). W pracy opublikowanej w 2006 r. przez Zimnego i wsp.
wykazano, Ze tiolakton Hcy jest naturalnym substratem drozdzowej BLH 1 Ze oprocz
funkcji regulatora ekspresji genu GAL, kontroluje poziom HTL u drozdzy [124]. Jak
wykazano, hydroliza HTL zachodzi w miejscu aktywnos$ci aminopeptydazowej BLH.
Wewnatrzkomorkowa tiolaktonaza nie zostata wezesniej (tzn. przed praca Zimnego i wsp.)
opisana ani u ludzi ani u drozdzy. Tiolaktonazy ludzka (hBLH) i drozdzowa (yBLH)
roznig si¢ od dwoch innych znanych wczesniej tiolaktonaz: ludzkiej tiolaktonazy osocza
PONL1 oraz roslinnej tiolaktonazy [125]. Zewnatrzkomorkowa tiolaktonaza PON1 posiada
szeroka specyficznos$¢ (tio)laktonazows, a roslinna tiolaktonaza charakteryzuje si¢ szeroka
specyficznoscig  substratowg  hydrolazy  a-aminoacylo-(tio)estrowej.  Natomiast
specyficznos¢ substratowa ludzkiej i drozdzowej BLH jest ograniczona do L-a-aminoacylo

tioestrow, estrow aminokwasow siarkowych oraz amidow aminokwaséw. Oczyszczone
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ludzka 1 drozdzowa hydrolaza bleomycyny posiadaja w stosunku do HTL aktywnos$¢
katalityczng rzedu 10® M7s?, jest ona ~100 razy wicksza niz wydajnosé katalityczna
ludzkiej tiolaktonazy osocza.

U ludzi hBLH ulega zréznicowanej ekspresji w zaleznosci od typu tkanki.
Przyktadowo, mRNA BLH ulega ekspresji na poziomie niskim do umiarkowanego w
wigkszosci przetestowanych ludzkich organow. Niski poziom ekspresji jest obserwowany
w watrobie, nerkach, jelicie grubym, leukocytach krwi obwodowej [126]. Duza ilos¢
MRNA BLH zaobserwowano w jadrach, trzustce, mig$niach szkieletowych. Ponadto, jak
wykazano w niniejszej pracy, aktywna forma BLH ulega takze ekspresji w ludzkim
tozysku. Ludzka BLH ulega takze ekspresji w sposob zalezny od typu komoérek. Na
przyktad, wysoki poziom ekspresji mRNA BLH wystepuje w ludzkich liniach komorek
nowotworowych, jak HeLA, HL-60 lub ludzkich komorkach raka piersi.

U drozdzy, hydrolaza bleomycyny (YBLH) jest gtéwnym enzymem o aktywnosci
tiolaktonazowej, stanowigcym 70% aktywnosci hydrolizujacej tiolakton Hcy. Na
podstawie wynikow eksperymentow przeprowadzonych z uzyciem roéznych szczepoéw
drozdzowych zawierajacych mutacje w genie syntazy metioninowej oraz BLH, wykazano,
ze poziom HTL koreluje negatywnie z poziomem aktywnos$ci tiolaktonazowej [124].
Wynika z tego, ze yBLH kontroluje poziom HTL, tworzonego zarowno z endo-, jak i
egzogennej Hcy. Ponadto, szczep niosgcy mutacje W genie BLH jest bardziej wrazliwy na
obecno$¢ egzogennej Hcy w medium hodowlanym niz szczep dziki. Zaobserwowano
znacznie zmniejszong zywotnos¢ (13%) komorek drozdzy z mutacja w BLH podczas 60h
hodowli z 10 mM Hcy, w poréwnaniu ze szczepem dzikim posiadajacym aktywng BLH.
Na podstawie powyzszych danych, mozna stwierdzi¢, ze yBLH przyczynia si¢ do
powstania opornosci na toksyczno$¢ Hey u drozdzy, najprawdopodobniej dzigki zdolnosci
hydrolizy HTL [124].

Natomiast, jak wykazano w badaniach przedstawionych w niniejszej pracy, ludzka
hydrolaza bleomycyny nie ma istotnego udziatlu w hydrolizie tiolaktonu Hcy w komérkach
HelLa. Stwierdzono, ze szybko$¢ hydrolizy HTL nie r6zni si¢ istotnie pomiedzy liniami
komoérkowymi, w ktorych ekspresja BLH zostala obnizona za pomocg wektorow
niosacych shRNA a liniami kontrolnymi. Ponadto, obnizenie ekspresji BLH nie wplywa
na zywotno$¢ komorek Hela, a toksyczny wpltyw HTL na komorki jest podobny zaréwno
w komorkach z obnizong ekspresja BLH, jak 1 w liniach kontrolnych (w obu przypadkach

5 mM HTL powoduje catkowitg $mier¢ komorek).
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Uzyskane wyniki eksperymentalne $wiadczg o tym, ze pomimo iz hydrolaza bleomycyny
jest wewnatrzkomorkowym enzymem posiadajacym aktywno$¢ tiolaktonazowa w
komorkach HeLa to nie uczestniczy aktywnie w obronie tych komorek przed toksycznym
wptywem HTL. Mozna si¢ zatem spodziewac, ze istnieja w komorkach takze inne enzymy,
ktore posiadajg aktywno$¢ tiolaktonazows, a ich udziat w detoksykacji HTL jest znacznie
wigkszy niz hydrolazy bleomycyny. Nie mozna tez wykluczy¢, ze obserwowany efekt jest
spowodowany specyficznym charakterem komorek nowotworowych, ktorych doktadny
metabolizm nie zostat w pelni poznany, a w innych typach ludzkich komoérek —
nienowotworowych, BLH moze odgrywa¢ wigksza role w ochronie przed toksycznym
wplywem Hcy 1 HTL. Nalezatloby zatem w kolejnym etapie przebadaé inne,
nienowotworowe komorki pod katem aktywnosci tiolaktonazowej BLH 1 okresli¢ jej udziat

w ochronie przed toksycznym wptywem HTL.

4.3 ldentyfikacja miejsc N-homocysteinylacji w biatkach in vitro i in vivo.

Modyfikacja biatek tiolaktonem Hcy, polegajaca na acylacji grup e-aminowych
reszt lizyny, zachodzi we wszystkich przebadanych dotychczas organizmach, w tym u
cztowieka. Wiekszos¢ Hey krazacej w ludzkiej krwi wystepuje w postaci N-zwigzanej z
hemoglobing i albuming. Hcy N-zwigzana z biatkami osocza stanowi 25% catkowitej Hey
osocza, a N-Hcy-albumina stanowi 90% N-Hcy-biatek osocza. Jak wykazano we
wczesniejszych badaniach, preferencyjnym miejscem N-homocysteinylacji in vivo oraz in
vitro w albuminie jest Lys 525 [57]. Analiza mechanizmu N-homocysteinylacji, a w
szczegbdlnosci poszukiwanie preferencyjnych miejsc przylaczania si¢ Hcy w bialkach
cztowieka, jest istotne ze wzgledu na potencjalne mozliwosci wykorzystania wynikow tych

badan w diagnostyce.

4.3.1 Analiza bialek zmodyfikowanych HTL za pomoca spektrometrii mas — ocena
stopnia modyfikacji bialek in vitro.

Metoda spektrometrii mas, a w szczegolnosci technika wykorzystujaca jonizacje
poprzez elektrorozpraszanie (ESI, ang. electro-spray ionization) w potaczeniu z metodami
chromatografii cieczowej umozliwia analize¢ bialek zmodyfikowanych tiolaktonem Hcy i
oceng stopnia modyfikacji tych bialek pod wzgledem zawartosci lizyn z przytaczong reszta
Hcy. Technika ta charakteryzuje si¢ wysoka rozdzielczo$cig oraz mozliwoscia analizy
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jonow wielokrotnie natadowanych, co pozwala na analiz¢ nawet tak duzych biatek jak
albumina (~68 kDa). Inna technika spektrometrii mas — MALDI-ToF (ang. matrix assisted
laser desorption ionisation-time of flight) - jest z kolei bardziej uzyteczna do okreslania
masy czasteczkowej niewielkich biatek, do okolo 20 kDa. Widma wigkszych biatek
cechuje bowiem niska rozdzielczo$¢, co sprawia, ze oznaczanie mas czasteczkowych tg
technikg jest przydatne jedynie w warunkach, gdy nie jest potrzebna wysoka precyzja w

ich oznaczeniu.

Biatkami modelowymi wybranymi do oceny stopnia modyfikacji tiolaktonem
homocysteiny byty albumina oraz hemoglobina ludzka. W celu oznaczenia stopnia N-
homocysteinylacji tych biatek, zmodyfikowano je 66-krotnym molarnym nadmiarem HTL
(10mM), nastepnie poddano redukcji za pomocg DTT oraz alkilacji jodoacetamidem. W
celu oddzielenia biatka od pozostatych metabolitow, tak przygotowane proby poddawano
ultrafiltracji na filtrach molekularnych o punkcie odcigcia 10 kDa, a nastepnie analizowano

na spektrometrze mas typu ESI.

e Albumina ludzka
Biatko to w formie natywnej wystepuje jako homodimer, a kazdy z tanuchow posiada 585
reszt aminokwasowych, z czego 49 stanowig reszty lizyny. Masa czasteczkowa zakupionej
komercyjnie natywnej ludzkiej albuminy (Sigma), wyznaczona na podstawie pomiaréw
ESI, wynosi 67 238 Da.
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Rysunek 25. Widma masowe natywnej albuminy ludzkiej, przed modyfikacja (A) oraz

zmodyfikowanej 66-krotnym nadmiarem molowym HTL (B).

Na podstawie uzyskanych widm masowych N-Hcy-albuminy mozna stwierdzi¢, ze
modyfikacja albuminy zachodzaca w obecnosci 66-krotnego nadmiaru molarnego HTL
prowadzi do powstania mieszaniny czasteczek o réznym stopniu modyfikacji, tzn.
roznigcych si¢ migdzy sobg iloscig przylaczonych reszt Hey (Rys. 25 B). Srednia masa
albuminy zmodyfikowanej HTL, wyznaczona za pomocg techniki ESI, wynosi 68 482 Da
(Rys. 25 A). Zwazywszy na fakt, Zze masa czasteczkowa reszty Hcy wynosi 117 Da, a
modyfikacja czasteczka jodoacetamidu zwigksza mase¢ Hcy o 57 Da, catkowita masa
czasteczkowa zalkilowanej reszty Hcy, przylaczonej wigzaniem amidowym do reszty
lizyny, wynosi 174 Da. Na podstawie roznicy mas migdzy albuming natywng a $rednig
masg albuminy zmodyfikowanej tiolaktonem Hcy mozna obliczy¢, ze $rednia ilo$¢

czasteczek Hey przytaczonych do czasteczki albuminy wynosi 7.

e Hemoglobina ludzka
Hemoglobina jest tetramerem, skladajagcym si¢ z dwoch podjednostek alfa oraz dwoch
podjednostek beta (a2P2), ktore sa ze soba niekowalencyjnie zwigzane. Lancuch
polipeptydowy podjednostki alfa sktada si¢ ze 141 aminokwasow, natomiast podjednostki
beta ze 146 reszt aminokwasowych, a w kazdym z nich znajduje si¢ 11 reszt lizyny.
Lancuch biatkowy kazdej z podjednostek jest $cisle zwigzany z niebiatkowa grupa

hemowg (grupa prostetyczng), ktorg stanowi atom zelaza zamknigty w pier§cieniu
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heterocyklicznym, zwanym porfirynowym. Atom zelaza (Fe?"), ktory wiaze tlen, tworzy
wigzania koordynacyjne z czterema atomami azotu w centrum pierscienia.
Masa czasteczkowa hemoglobiny ludzkiej (Sigma), wyznaczona technikg ESI, wynosi
odpowiednio 15 733 Da oraz 17 315 Da dla fancucha a.i p (Rys. 26 A i B).
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Rysunek 26. Widma masowe hemoglobiny ludzkiej. (A) lancuch alfa przed modyfikacja HTL; (B)
lancuch beta przed modyfikacja HTL oraz (C) lancuch alfa po modyfikacji HTL.

Uzyskane widmo masowe N-Hcy-hemoglobiny pozwala na stwierdzenie, ze w
obecno$ci 66-krotnego nadmiaru molarnego HTL, modyfikacji ulega jedna reszta lizyny
tancucha alfa, poniewaz $rednia masa tancucha alfa N-Hcy-hemoglobiny wynosi 15 955
Da (Rys. 26 C). Tak niski stopien modyfikacji wynika najprawdopodobniej z tego, ze
podczas modyfikacji hemoglobiny tak wysokim nadmiarem tiolaktonu Hcy,
zmodyfikowane w najwiekszym stopniu czasteczki biatka ulegaja wytraceniu z roztworu
[77]. W fazie rozpuszczalnej (w buforze) pozostajg te czasteczki, ktore uleglty modyfikacji
w mniejszym stopniu. Natomiast do analizy technika ESI mozna uzy¢ jedynie tych biatek,
ktore sa rozpuszczone w roztworze. Lancuch beta hemoglobiny nie jest widoczny na
widmie masowym uzyskanym w wyniku tej analizy.

Tak niski zaobserwowany stopien N-homocysteinylacji hemoglobiny w poréwnaniu do
albuminy moze wynika¢ tez z innych czynnikow. Po pierwsze, hemoglobina
charakteryzuje si¢ duzo nizsza wartos$cig statej szybkosci N-homocysteinylacji niz
albumina (84 vs. 128 M*h™). Po drugie, tancuch hemoglobiny zawiera 11 reszt lizyny,
natomiast czasteczka albuminy — 49. Jak wykazano, dla biatek posiadajacych od 104 do
698 aminokwaséw, a do takich nalezg zaréwno albumina jak i hemoglobina, istnieje
korelacja pomigdzy zawartoscig reszt lizyny w biatku a ich reaktywnoscig z tiolaktonem
Hey [77]. W zwiazku z tym, hemoglobina, jako biatko o duzo nizszej zawartosci lizyn,

moze ulega¢ modyfikacji HTL w duzo nizszym stopniu niz albumina.
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Wykazano, ze N-homocysteinylacja biatek w ludzkim osoczu zachodzi juz przy 10
nM stezeniu tiolaktonu Hcy i wzrasta proporcjonalnie do wzrostu stezenia HTL. W
warunkach sprzyjajacych syntezie tiolaktonu, jak np. przy podwyzszonym poziomie Hcy,
nastepuje wzrost stopnia N-homocysteinylacji biatek. HTL reaguje z wickszoS$cig biatek, z
szybkoscig podobng do szybkosci reakcji HTL z odpowiednim stezeniem lizyny lub a-N-
acetylo-lizyny [77]. To wyjasnia, dlaczego homocysteinylacja koreluje lepiej z zawarto$cig

lizyn w biatku niz z wielkoscig (masg czasteczkowg) biatka.

4.3.2. ldentyfikacja miejsc N-homocysteinylacji w biatkach in vitro.
N-homocysteinylacji moga ulega¢ grupy e-aminowe tych reszt lizyn, ktore znajda
si¢ na powierzchni czasteczki biatka. Ze wzgledu na pofaldowanie tancucha
polipeptydowego, reszty aminokwasowe znajdujace si¢ wewnatrz czasteczki biatka sg
niedostepne i chronione przed interakcja z czynnikiem modyfikujacym. Znajomo$¢ miejsc
preferencyjnej modyfikacji jest istotna dla zrozumienia mechanizmu N-homocysteinylacji
oraz ewentualnego wptywu modyfikacji na funkcje biatka. W celu identyfikacji reszt
lizynowych ulegajacych preferencyjnej modyfikacji tiolaktonem Hcy in vitro,
przeprowadzono procedure opisang szczegblowo w rozdziale 3.4., polegajaca na
modyfikacji in vitro wybranych bialek tiolaktonem homocysteiny, nastepnie
zmodyfikowane biatka poddawano redukcji i alkilacji oraz trawieniu trypsyna. Powstale
peptydy rozdzielano poprzez frakcjonowanie na kolumienkach typu Zip-Tip lub tez za
pomoca HPLC, a nastgpnie poddawano analizie za pomocg spektrometrii mas MALDI-
ToF. Jako biatka modelowe wybrano ludzka albumine i hemoglobine, gdyz sg to bialka,
ktore wystepuja w najwigkszej ilosci we krwi oraz fibrynogen, w przypadku ktorego N-
homocysteinylacja ma powazne konsekwencje funkcjonalne zwigzane z rozwojem

zakrzepicy (rozdziat 1.9.1)

4.3.2.1.Albumina ludzka
W celu identyfikacji reszt lizyn ulegajacych modyfikacji tiolaktonem Hcy w albuminie
ludzkiej in vitro, przeprowadzano dos§wiadczenia rownolegle dla czterech prob (A-D):

A. Biatko modyfikowane 10 mM HTL poddane redukcji wigzan dwusiarczkowych

za pomocg DTT i alkilacji jodoacetamidem, nastepnie trawione trypsyna
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B. Biatko modyfikowane 10 mM HTL (66- krotny nadmiar molarny HTL wobec
biatka), a nastepnie trawione trypsyna

C. Biatko natywne (probka kontrolna) poddawane redukcji  wigzan
dwusiarczkowych za pomocg DTT oraz alkilacji jodoacetamidem przed
trawieniem trypsyna

D. Bialko natywne (probka kontrolna) poddawane bezposrednio trawieniu

trypsyna

Peptydy powstale w wyniku trawienia préb albuminy A-D, oczyszczano oraz
frakcjonowano na mikrokolumienkach ZipTip, z faza odwrocong C18. Do wymywania
poszczegodlnych frakcji peptydow uzywano 4 rdéznych stezen acetonitrylu (4 frakcje: 10,
30, 50 1 100% ACN). W ten sposob uzyskane frakcje peptydowe naktadano na plytke
stalowag do analizy MALDI-ToF i mieszano z matrycg (kwas a-Cyjano-4-
hydroksycynamonowy).

Taki sposob przygotowania prob do analizy MALDI-TOF pozwolit na uzyskanie
dwukrotnie wyzszego stopnia pokrycia sekwencji badanego biatka przez peptydy, w
porownaniu z procedura, w ktorej nie frakcjonowano peptydow (76% vs. 38%). Stopien
pokrycia sekwencji biatka przez peptydy wyznaczano z uzyciem programu Mascot oraz
PepModSearch.

Uzyskane w wyniku analizy MALDI-ToF widma pozwolity na zidentyfikowanie
peptydéw zawierajacych reszty lizyny zmodyfikowane tiolaktonem homocysteiny. N-
homocysteinylowane peptydy identyfikowano jedynie wowczas, gdy byty obecne w probie
A, w ktorej biatko modyfikowano HTL, nastepnie poddawano redukcji, alkilacji oraz
trawieniu trypsyna, a nie wykrywano ich w probach B-D.

Do analizy widm (poszukiwania przesunig¢ mas peptydéw zawierajacych
modyfikacje wzgledem peptydow natywnych) uzywano programu FindMod dostepnego na
stronach SwissProt (http://www.expasy.ch/tools/findmod/). Program ten pozwala na
analiz¢ widm MALDI pod katem poszukiwania modyfikacji potranslacyjnych.
Poszukiwana masa zmodyfikowanych peptydoéw jest o 174 Da wyzsza wzgledem peptydu
natywnego (gdy przylaczona jest jedna reszta Hcy, w przypadku modyfikacji n reszt
lizyny, masa wzrasta o n x 174 Da).

W albuminie ludzkiej zidentyfikowano w ten sposob, frakcjonujac peptydy na

kolumienkach ZipTip, 5 miejsc preferencyjnej modyfikacji tiolaktonem homocysteiny.
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Ponizsze widma uzyskane w wyniku analizy MALDI-TOF przedstawiajag peptydy
zawierajace reszty lizyny z przytaczong reszta homocysteiny (Rys. 27).

1. Zmodyfikowany peptyd zawierajacy Lys 137.
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2. Zmodyfikowany peptyd zawierajacy Lys 205.
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3. Zmodyfikowany peptyd zawierajacy Lys 12.

4. Wyniki i dyskusja

A. s . UFKDLGEENFK®

Alb HTL +IAA 10%\0_A21\1\1SRe

Intens. [a.u.
8 8 &8 3,

Ab HTL -IAA 10%\0_A17\1\1SRe

Intens. [a.u.]

7 o M P o A B Pttt

Alb K +IAA 10%\0_A13\1\1SRe

Intens. [a.u.]
38

Alb K -IAA 10%\0_A9\1\1SRe

T B e S e e e e S SSL S T
14025 1405.0 1407.5

4. Zmodyfikowany peptyd zawierajacy Lys 159.
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4. Wyniki i dyskusja

5. Zmodyfikowany peptyd zawierajacy Lys 212.
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Rysunek 27. Widma masowe peptydow albuminy zawierajacych lizyny z przylaczong Hcy. (A) Biatko
modyfikowane 10 mM HTL poddane redukcji i alkilacji, nastgpnie trawione trypsyna, (B) Biatko
modyfikowane 10 mM HTL (66- krotny nadmiar molarny HTL wobec biatka) nie poddane redukcji i
alkilacji, trawione trypsyna, (C) Biatko natywne (probka kontrolna) poddana redukcji grup —S-S- oraz
alkilacji przed trawieniem, (D) Biatko natywne (probka kontrolna) poddane jedynie trawieniu trypsyna.

Pomimo pomysinej identyfikacji 5 miejsc N-homocysteinylacji w albuminie,
stopien ztozonosci badanych prob byt w dalszym ciaggu tak duzy, ze prawdopodobnie miata
miejsce supresja jonow wystepujacych w mniejszych stezeniach, wynikajaca z przesycenia
jonow w komorze jonizacyjnej. Okazalo si¢, ze frakcjonowanie produktow trawienia
trypsyng na mikrokolumienkach Zip-Tip jest niewystarczajaco doktadng metods, aby
wyodrebni¢ wszystkie peptydy potencjalnie N-homocysteinylowane. W zwigzku z tym, w
celu identyfikacji dodatkowych reszt lizyny ulegajacych modyfikacji, trawione biatko
poddawano rozdzialowi za pomoca HPLC na kolumnie C18. Metoda ta jest znacznie
doktadniejsza 1 pozwolila na zidentyfikowanie dwoch kolejnych reszt lizyny bedacych
miejscami modyfikacji HTL, mianowicie Lys 525 oraz Lys 4 (Rys. 28).
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4. Wyniki i dyskusja
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Rysunek 28. Widma masowe peptydéow N-Hcy-albuminy zawierajace zmodyfikowang reszte Lys 525
(A) oraz reszte Lys 4 (B), po rodziale na kolumnie C18 za pomoca HPLC.
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4. Wyniki i dyskusja

Lacznie zidentyfikowano 7 miejsc N-homocysteinylacji albuminy in vitro: Lys 4, Lys 12,
Lys 137, Lys 159, Lys 205, Lys 212, Lys 525.

10 20 30 40 50 60
DAHKSEVAHR FKDLGEENFK ALVLIAFAQY LOQCPFEDHV KLVNEVTEFA KTCVADESAE
70 80 90 100 110 120
NCDKSLHTLF GDKLCTVATL RETYGEMADC CAKQEPERNE CFLQHKDDNP NLPRLVRPEV
130 140 150 160 170 180
DVMCTAFHDN EETFLKKYLY EIARRHPYFY APELLFFAKR YKAAFTECCQ AADKAACLLP
190 200 210 220 230 240
KLDELRDEGK ASSAKQRLKC ASLQKFGERA FKAWAVARLS QRFPKAEFAE VSKLVTDLTK
250 260 270 280 290 300
VHTECCHGDL LECADDRADL AKYICENQDS ISSKLKECCE KPLLEKSHCI AEVENDEMPA
310 320 330 340 350 360
DLPSLAADFV ESKDVCKNYA EAKDVFLGMF LYEYARRHPD YSVVLLLRLA KTYETTLEKC
370 380 390 400 410 420
CAAADPHECY AKVFDEFKPL VEEPONLIKQ NCELFEQLGE YKFONALLVR YTKKVPQVST
430 440 450 460 470 480
PTLVEVSRNL GKVGSKCCKH PEAKRMPCAE DYLSVVLNQL CVLHEKTPVS DRVTKCCTES
490 500 510 520 530 540
LVNRRPCFSA LEVDETYVPK EFNAETFTFH ADICTLSEKE ROIKKQTALV ELVKHKPKAT
550 560 570 580
KEQLKAVMDD FAAFVEKCCK ADDKETCFAE EGKKLVAASQ AALGL

Rysunek 29. Sekwencja aminokwaséw albuminy ludzkiej. Kolorem czerwonym zaznaczono lizyny

zidentyfikowane jako miejsca N-homocysteinylacji.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze zastosowanie tak precyzyjnej
metody, jaka jest spektrometria mas umozliwia identyfikacj¢ tych reszt lizyny biatek, ktore
ulegaja preferencyjnej N-homocysteinylacji. Reszty lizyny, ktore zidentyfikowano jako
wigzagce Hcy, sa eksponowane na powierzchni albuminy, co czyni je tatwo dostepnymi
miejscami dla modyfikacji (Rys. 30). Posrod reszt lizyny ulegajacych N-homocysteinylacji
w albuminie jest Lys 525, okreslona wczesniej przez Glowackiego i Jakubowskiego jako
miejsce preferencyjnej N-homocysteinylacji [57]. Autorzy zastosowali jednak nieco inny,
od przedstawionego w niniejszej pracy doktorskiej, sposdb przeprowadzenia
eksperymentu. Z peptydéw powstatych na skutek trawienia trypsyng N-Hcy-albuminy,
autorzy ci wydzielili i oczyscili za pomocg HPLC peptyd ulegajacy N-homocysteinylacji.
Oczyszczony N-Hcy-peptyd analizowali metoda MALDI-ToF i okre$lili jego mas¢ na

1301,8 Da, co odpowiada masie peptydu zawierajgcego Lys 525.
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4. Wyniki i dyskusja

Natomiast zastosowane w niniejszej pracy podejscie eksperymentalne umozliwito
zidentyfikowanie w albuminie 6 dodatkowych miejsc modyfikacji tiolaktonem Hcy, poza
jedyna do tej pory opisang w literaturze Lys 525. Obecnos¢ reszty Hey przytaczonej do
reszty Lys 137 i Lys 525 wigzaniem amidowym potwierdzono za pomocg tandemowe;j
spektrometrii mas, poprzez wykonanie widm fragmentacyjnych peptydow zawierajacych

te reszty lizyny (rozdziat 4.3.3).

Lys 525

Rysunek 30. Struktura przestrzenna ludzkiej albuminy (monomer), narysowana wg 1 bm0.pdb [134].
Kolorem niebieskim zaznaczono wszystkie reszty lizyny, a kolorem czerwonym te z nich, ktore ulegajg
preferencyjnej N-homocysteinylacji. (A) widok z tytu, (B) widok z przodu. Dostepna w bazie danych PDB

struktura albuminy nie zawiera Lys 4.

4.3.2.2. Hemoglobina

Na podstawie wynikow eksperymentu przeprowadzonego na albuminie
zaobserwowano, iz poroéwnanie probek biatek alkilowanych, zaréwno kontrolnej jak i
modyfikowanej pozwala z duzym prawdopobienstwem na okreslenie miejsca modyfikacji
biatka tiolaktonem Hcy. W zwiazku z tym, eksperymenty na hemoglobinie i fibrynogenie
prowadzono tylko na prébach modyfikowanych HTL, poddawanych redukcji za pomoca
DTT, alkilacji jodoacetamidem, a nastgpnie trawieniu trypsyna.

Ze wzgledu na znacznie mniejszg mase czasteczkowa hemoglobiny, ilo$¢ peptydow
powstajacych w wyniku trawienia proteolitycznego jest znacznie mniejsza, co czyni
eksperymenty prowadzone na spektrometrze MALDI-ToF latwiejsze (mniej czasteczek w
zrodle jondw poprawia zakres dynamiczny spektrometru). Poszukiwanie miejsc N-

homocysteinylacji hemoglobiny prowadzono w sposob analogiczny jak w przypadku
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4. Wyniki i dyskusja

albuminy ludzkiej, jednakze frakcjonowanie peptydow metoda HPLC nie dawato poprawy
pokrycia sekwencji biatka przez peptydy, wiec zrezygnowano z tego podejscia
analitycznego. Peptydy frakcjonowano na mikrokolumienkach ZipTip C18, a pokrycie
sekwencji hemoglobiny (obecnej w bazie danych) przez peptydy wynosito 87% dla
jednostki alfa oraz 76% dla podjednostki beta.

W przypadku hemoglobiny ludzkiej zidentyfikowano dwie reszty lizyny ulegajace
preferencyjnej N-homocysteinylacji, mianowicie Lys 16 w tancuchu a (Rys. 32 A) oraz
Lys 17 w tancuchu B (Rys. 32 B). Obie reszty Lys, podobnie jak w przypadku albuminy,
znajdujg si¢ na powierzchni biatka (Rys. 33). W zwigzku z tym, wydaje si¢
prawdopodobne, ze to wlasnie ta cecha, czyli dostepnos¢ reszty lizyny, jest decydujaca
jesli chodzi o miejsce preferencyjnej modyfikacji biatek tiolaktonem Hcy.

A

a. RZAAWGKVGAHAGEYGAEALER®!

V

= 1500

a.
°SAVTALWGKVNVDEVGGEALGR®

i

Rysunek 31. Widma masowe peptydow hemoglobiny ludzkiej zawierajacych zmodyfikowane reszty
lizyny, (A) Lys 16 w tancuchu o, (B) Lys 17 w tancuchu B; (a.) hemoglobina zmodyfikowana 66-krotnym

nadmiarem molarnym HTL, (b.) préba kontrolna — hemoglobina natywna, nie modyfikowana HTL.
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4. Wyniki i dyskusja

Rysunek 32. Struktura przestrzenna ludzkiej hemoglobiny, narysowana wg 2W6V.pdb [135]. Kolorem
z6ttym zaznaczono lancuch alfa, kolorem zielonym tancuch beta, grupy hemowe narysowano kolorem

turkusowym. Kolorem czerwonym oznaczono lizyny, ktore ulegaja preferencyjnej N-homocysteinylacji.

4.3.2.3 Fibrynogen

Fibrynogen jest podstawowym biatkiem uczestniczagcym w procesie koagulacji
krwi - polimeryzujac tworzy struktury skrzepu fibrynowego. Biatko to jest glikoproteing o
masie czasteczkowej 340 kDa, ztozona z dwoch symetrycznych czgsci. Kazda z nich
zawiera trzy lancuchy peptydowe: Ao, BP 1 y. Struktura czasteczki fibrynogenu jest
stabilizowana przez 29 wigzan dwusiarczkowych. Centralna domena E jest oddzielona od
dwoéch dalej potozonych domen D regionem, w ktorym tancuch polipeptydowy jest
zwinigty, tworzac strukture podobna do kolagenu. Konce aminowe wszystkich szesciu
fancuchow polipeptydowych, wchodzacych w sktad czasteczki, sa potaczone wigzaniami
dwusiarczkowymi z domeng E. Lancuchy Bf i y koniec karboksylowy majg w domenie D,
natomiast koniec dhuzszego *tancucha Aa znajduje si¢ w domenie aC, ktéra jest
nickowalencyjnie zwigzana z domeng E [136]. Proces polimeryzacji fibryny rozpoczyna
si¢ od hydrolizy fibrynopeptydow A i B od N-konca tancuchéw Aa i BB przez trombing.
Monomery fibryny asocjuja, oddziatywania warstwowe pogrubiaja wtokna, dochodzi do

ich rozgalezienia i utworzenia ztozonej sieci fibryny.
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4. Wyniki i dyskusja

W wyniku procesu fibrynolizy skrzep fibrynowy zostaje rozpuszczony. Inicjacja
tego procesu nastepuje w momencie zwigzania tkankowego aktywatora plazminogenu
(tPA) oraz plazminogenu (Pg) do skrzepu fibrynowego, gdzie tPA przecina plazminogen,
w wyniku czego powstaje plazmina. Plazmina nastepnie hydrolizuje wszystkie trzy
tancuchy (Aa, BB i y) w regioniec pomiedzy domeng E a domenami D, a takze w tancuchu
a, w koncu aminowym zwigzanym z domeng oC. Miejsca wigzania dla tPA oraz
plazminogenu w domenie aC znajduja si¢ w regionie Ao 392-610 [137], y312-324 i Aa
148-160 w domenie D [138]. Miejscami wigzania enzymow fibrynolitycznych do fibryny
sg natomiast reszty lizyny 1 tam tez plazmina przecina tancuchy podczas fibrynolizy.

Badacze Sauls i wsp. za pomoca techniki MALDI-ToF oraz LC-MS (ang. liquid
chromatography/mass spectrometry) zidentyfikowali tacznie 12 N-homocysteinylowanych
reszt lizyny w czasteczce fibrynogenu. Poczatkowa analiza metoda MALDI-ToF pozwolita
im na wykrycie tylko 3 miejsc modyfikacji w tancuchu Ao (Lys 413, Lys 418 oraz Lys
448). Dalsza analiza z zastosowaniem techniki LC-MS i uzyskanie wickszego pokrycia
sekwencji fibrynogenu przez peptydy (65%) pozwolita na wykrycie dodatkowych 4 miejsc
modyfikacji w fancuchu Aa, 2 w tancuchu B i 3 N-homocysteinylowanych reszt lizyny w
tancuchu y [84].

Zastosowane w niniejszej pracy podej$cie majace na celu zidentyfikowanie nowych
miejsc modyfikacji tiolaktonem Hcy czasteczki fibrynogenu polegato na analizie peptydow
powstatych w wyniku trawienia trypsyna metodami MALDI-ToF oraz LC-MS
(analogiczne jak w przypadku albuminy - rozdziat 4.3.3.2).

Stosunkowo niskie pokrycie sekwencji fibrynogenu przez peptydy (41%) pozwolito
na zidentyfikowanie tacznie 9 reszt lizyny zawierajacych przylaczong reszte homocysteiny
(Rys. 34). Siedem z tych reszt znajduje si¢ w tancuchu Ao oraz dwie w tancuchu Bf
(Tabela 5). W tancuchu y nie zidentyfikowano zadnej reszty lizyny ulegajacej N-
homocysteinylacji. Pewnym ograniczeniem zastosowanej metody jest to, ze jezeli w
danym peptydzie wystepujg dwie reszty Lys (oprocz lizyny na koncu sekwencji), to nie
jest mozliwe stwierdzenie, ktora z nich ulegla modyfikacji (jak w przypadku peptydu o

masie 1984 Da, podanego w tabeli ponizej).
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Masa peptydu Masa N-Hcy-peptydu Reszty Sekwencja
[Da] [Da] aminokwasowe
L ANCUCH Aa
1384,686 1558,661 71-81 NSLFEYQKNNK
1339,737 1513,667 220-230 SQLQKVPPEWK
1245,716 1593,803 414-424 LVTSKGDKELR
1267,649 1441,645 428-439 EKVTSGSTTTTR
1810,007 1984,001 445-461 TVTKTVIGPDGHKEVTK
1829,830 2003,912 557-572 SSSYSKQFTSSTSYNR
1007,586 1181,652 603-611 GHAKSRPVR
EANCUCH BB
1112,653 1286,689 43-53 ARPAKAAATQK
1906,871 2080,996 381-396 DNDGWLTSDPRKQCSK
Tabela 5. Peptydy fibrynogenu, w ktérych zidentyfikowano lizyny ulegajace N-homocysteinylacji in
vitro.
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Rysunek 33. Widma masowe peptydéw fibrynogenu zawierajacych zmodyfikowane reszty lizyny 562 i

47, (A) Lys 562 w tancuchu Aa oraz (B) Lys 47 w tancuchu Bp;

(a.) fibrynogen zmodyfikowany 66-

krotnym nadmiarem molarnym HTL, (b.) proba kontrolna — fibrynogen natywny, nie modyfikowany HTL.
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Zidentyfikowane przez Saulsa i wsp. reszty lizyny ulegajace modyfikacji w
tancuchu Aa fibrynogenu to Lys: 52, 129, 191, 230, 413, 418 oraz 448. Trzy z nich
znajdujg si¢ w regionie domeny aC zaangazowanym w wigzanie tPA i plazminogenu. W
tancuchu Bp autorzy pracy zidentyfikowali Lys 298 oraz 323, a w tancuchu y- Lys 125,
140, 205 jako reszty ulegajace modyfikacji HTL. Natomiast wykryte w niniejszej pracy
miejsca N-homocysteinylacji w tancuchu Aa to: Lys 78, 224, 418, 429, 448, 562 1 606, a w
tancuchu B Lys 47 oraz Lys 393. Pig¢ sposrod siedmiu miejsc modyfikacji tiolaktonem
Hcy w tancuchu Aa znajduje si¢ w regionie domeny aC zaangazowanym w wigzanie tPA i
plazminogenu, mianowicie Lys 418, 429, 448, 562 i 606. Jedynie dwie reszty lizyny: 418
oraz 448, zostaty wykryte takze przez Saulsa i wsp. Roznice w identyfikacji pozostatych
modyfikowanych tiolaktonem reszt lizyny mogg wynika¢ ze stosunkowo niskiego pokrycia
sekwencji aminokwasowej fibrynogenu przez peptydu, wynoszacego ok. 40%, a zatem
60% peptydow byto niedostepne do analizy. Natomiast pokrycie sekwencji uzyskane przez
Saulsa 1 wsp. wynosito 65%. Niestety w trakcie prowadzenia eksperymentéw nie udato si¢
poprawi¢ tego wyniku. Tak niski stopien pokrycia sekwencji wynika¢ moze z obecnosci
duzej liczby reszt lizyny i argininy w fibrynogenie, co owocuje powstaniem sporej ilosci
fragmentow o masie ponizej 1000 Da po trawieniu trypsyna, ktore sg w efekcie trudne do
identyfikacji metodami spektrometrii mas.

N-homocysteinylowane reszty Lys 224, 448, 562, a takze 606 znajdujg si¢ W
sgsiedztwie miejsc kilku dobrze scharakteryzowanych mutacji fibrynogenu: Arg
275—Cys, Arg 554—Cys oraz Ser 532—Cys. Stwierdzono, Ze istnienie tych mutacji jest
powigzane z wystepowaniem zakrzepicy, a ich konsekwencjg jest powstawanie cienkich,
scisle upakowanych witokien, charakteryzujacych si¢ wysoka odpornoscig na fibrynolize
[139, 140]. Wprowadzone nowe reszty Cys posrednicza w tworzeniu wigzan
dwusiarczkowych pomig¢dzy czasteczka fibrynogenu a albuming w osoczu. Wykazano
jednoczesnie, ze dolgczenie innego biatka do domeny oC fibrynogenu moze zaklocaé
polimeryzacj¢ wiokien fibryny [141].

Stwierdzono, ze modyfikacja reszt lizyny za posrednictwem HTL w czasteczce
fibrynogenu zmienia struktur¢ powstajacych skrzepow [102], ktére przypominaja te
tworzone przez fibrynogen niosacy mutacje Arg 275—Cys, Arg 554—Cys oraz Ser
532—Cys. Wydaje si¢ zatem prawdopodobne, ze wprowadzenie poprzez N-
homocysteinylacje, jednej lub wiecej wolnych grup tiolowych w czasteczke fibrynogenu

mogloby wywolywa¢ analogiczny efekt in vivo.
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Modyfikacja az 5 reszt lizyny, zidentyfikowanych w niniejszej pracy jako miejsca
N-homocysteinylacji,  bezposrednio  zaangazowanych ~w  wigzanie  enzymow
fibrynolitycznych, moze doprowadzi¢ takze do wzmozonej odpornosci na fibrynolizg.
Istnieje takze prawdopodobienstwo, ze inne reszty lizyny w czasteczce fibrynogenu,
niewykryte za pomocg zastosowanych w pracy metod, mogg ulega¢ modyfikacji
tiolaktonem homocysteiny.

W zwigzku z tym, ze modyfikacja fibrynogenu in vitro za pomoca HTL
odzwierciedla sytuacje, jaka panuje in vivo w warunkach podwyzszonego stezenia Hcy
[102], mozna stwierdzié¢, ze tiolakton Hcy dziata prozakrzepowo, wywotujgc stan, ktory

jest nieodzownie zwigzany z hiperhomocysteinemig.

4.3.3. Analiza fragmentacyjna wybranych N-homocysteinylowanych peptydow
albuminy ludzkiej.

W celu ostatecznego potwierdzenia, ze w wyniku procesu N-homocysteinylacji do
reszt lizyny w albuminie przylaczone zostaja reszty homocysteiny wykonano analizg
fragmentacyjng dwoch wybranych peptydow albuminy (zawierajacego Lys 137 i Lys 525),
zmodyfikowanych HTL in vitro. Wykorzystano do tego celu tandemowa spektrometri¢
mas MS/MS oraz MALDI-ToF PSD (ang. post source decay). Analizy fragmentacji na
spektrometrze MALDI-ToF rdznig si¢ zasadniczo od analiz fragmentacji wykonanych w
komorze kolizyjnej tandemowych spektrometrow mas. Mianowicie w przypadku
spektrometru MALDI-ToF obserwuje si¢ jedynie tzw. jony metastabilne, powstate po
samoistnym rozpadzie jonu macierzystego w obszarze wolnym od pola (w tym przypadku
jest nim analizator ToF). Taka fragmentacja jest delikatna i bardzo czesto nie obserwuje si¢
odejscia grup modyfikujacych reszte aminokwasowsg. Ponadto, glownym jonem
obserwowanym na widmach PSD jest zawsze jon macierzysty (Rys. 35 A). Natomiast w
przypadku metody MS/MS fragmentacja jonu nastepuje pod wplywem zderzen z
obojetnymi czasteczkami gazu, ktorym najczgsciej jest argon (mozna rowniez stosowac
azot, hel, itp.), w wyniku ktorych nastepuje rozpad wigzania peptydowego prowadzac do
powstania serii jonow a,b,c oraz komplementarnych X,y,z [142]. Otrzymane w wyniku
przeprowadzonych analiz widma fragmentacyjne potwierdzaja istnienie w wybranych

peptydach reszty homocysteiny (zwigzanej z reszta Lys 137 oraz Lys 525) (Rys.35).
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174 miz

Rysunek 34. Widma fragmentacyjne peptydéw albuminy o masach 1128,6 Da (A i B) oraz 1301,7 Da
(C). A- widmo MALDI-Tof PSD, B i C — widma MS/MS.

4.3.4 Analiza iloSciowa peptydu albuminy zawierajacego zmodyfikowana reszte lizyny
525 w probach surowic ludzkich pochodzacych od pacjentow z choroba wiencowa

oraz od pacjentow z mutacja w genie CBS.

Identyfikacja oraz oznaczanie ilosciowe peptydu zawierajacego zmodyfikowang
tiolaktonem homocysteiny reszte LyS moze potencjalnie stuzy¢ jako narzedzie
diagnostyczne do monitorowania zagrozenia wystgpienia chorob uktadu krazenia
(zwigzanych z podwyzszonym stezeniem Hcy w osoczu).

Do analiz miejsc N-homocysteinylacji in vivo w probach surowicy ludzkiej
zastosowano metod¢ LC-MS (opisang w rozdziale 3.7), ktora ze wzgledu na bezposrednie
sprz¢zenie chromatografii cieczowej (LC) ze spektrometrem mas, charakteryzuje si¢
znacznie lepsza czulo$cig 1 wyzszg rozdzielczoscig analiz niz metoda MALDI-ToF.
Dodatkowo, w przeciwienstwie do spektrometrii MALDI-ToF, chromatograficzna analiza
wszystkich peptydow odbywa si¢ w sposob ciagly, co pozwala na ominigcie najwickszej
niedogodnosci metody MALDI, a mianowicie réznego stopnia homogennosci probek
(peptydow) na plytce. Zastosowanie metody LC-MS pozwala na znacznie doktadniejsze
pomiary ilo$ciowe.

W celu okreslenia warunkow rozdziatu i czasu retencji N-homocysteinylowanych

peptydow, wykonano analiz¢ LC-MS peptydow albuminy zmodyfikowanej tiolaktonem
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Hcy in vitro. W analizowanych probach zaobserwowano wystepowanie pikow
pochodzacych zarowno od peptydu natywnego, jak i od peptydu zmodyfikowanego (Rys.
36). Wynika z tego, ze w puli czasteczek albuminy znajdujacych si¢ w badanej probie nie
wszystkie ulegajg N-homocysteinylacji. Wydaje si¢ zatem prawdopodobne, ze w puli
biatek zawsze pozostaje frakcja czasteczek, ktore nie ulegaja modyfikacji, pozostajac w
stanie natywnym, w danych warunkach przeprowadzanej reakcji modyfikacji za pomoca
HTL.
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Rysunek 35. Chromatogramy uzyskane po rozdziale LC-MS peptydéw albuminy zmodyfikowanej in
vitro. Kolorem czerwonym oznaczono pik pochodzacy od peptydow zawierajacych odpowiednio Lys 525
(A) oraz Lys 137 (B) bez przylaczonej reszty Hcy, natomiast kolorem zielonym oznaczono piki pochodzace

od tych peptydow, ale zawierajace przytaczona reszte Hey.

Za pomocg LC-MS wykonano takze analize¢ zalezno$ci ilo$ci zmodyfikowanych
peptydow zawierajagcych Lys 137 (o masie 1128,6 Da) oraz Lys 525 (o masie 1301,7 Da)
od st¢zenia HTL uzytego do modyfikacji albuminy ludzkiej in vitro. Zaobserwowano, ze
modyfikacja albuminy juz 5 mM stgzeniem HTL (33- krotnym nadmiarem molarnym)
powoduje, ze wigkszo$¢ czasteczek albuminy posiada przylaczong resztg Hey do Lys 525
lub 137. Dalsze zwigkszanie st¢zenia HTL powoduje jedynie nieznaczny wzrost ilo$ci

zmodyfikowanego peptydu (Rys. 31 A i B). Intensywno$¢ sygnatu pochodzacego od
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peptydu zawierajacego Lys 525, zmodyfikowanego 5 mM HTL, wynosi 2358 [AU]
(Jednostki arbitralne, ang. arbitral units), a modyfikacja 10 mM powoduje, ze
intensywno$¢ sygnatu peptydu wzrasta jedynie do 2556 [AU]. Dopiero uzycie do
modyfikacji HTL o stezeniu 40 mM prowadzi do zwigkszenia intensywnosci do wartosci
4521 [AU].
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Rysunek 36. Wykres pokazujacy ilos¢ zmodyfikowanego peptydu 1228,6 Da zawierajacego Lys 137 (A)

oraz peptydu o masie 1301,7 Da (B) w zaleznosci od stezenia HTL w reakcji N-homocysteinylacji.

W celu analizy zmodyfikowanych reszt lizyny in vivo, proby surowic ludzkich
pochodzacych od pacjentdow ze stwierdzong angiograficznie choroba wiencowa serca

poddawano redukcji za pomoca DTT, alkilacji [AA, a nastgpnie trawieniu trypsyna. Tak
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uzyskang mieszaning peptydow rozdzielano i analizowano metodg LC-MS. Na uzyskanych
widmach masowych surowic zaobserwowano sygnaty pochodzace od N-
homocysteinylowanych peptydoéw in vivo (zidentyfikowanych uprzednio w albuminie in
vitro) (Rys. 37).
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Rysunek 37. Przykladowe widma masowe N-homocysteinylowanych peptydéw w surowicy ludzkiej
(zawierajacej 27 uM tHcy), analizowanych za pomocg LC-MS.

Jednakze w przypadku wielu prob surowic stosunek sygnatu do szumu dla znaczne;j
ilosci N-homocysteinylowanych peptydéw byt ponizej wartosci progowej. Do dalszych
analiz in vivo w surowicach ludzkich, wybrano zatem peptyd o masie 1301,7 Da ze
zmodyfikowang Lys 525. Stwierdzono bowiem, ze ten peptyd wystepowal w najwiekszej
ilosci, wobec czego obecna w nim reszta lizyny z przytaczong reszta homocysteiny byta
tatwa do zidentyfikowania. Ze wzgledu na obecnos¢ jonéw podwojne natadowanych w
zastosowanej analizie ESI-MS, poszukiwanemu peptydowi (zawierajagcemu lizyne 525)
odpowiada sygnat przy 651,8 m/z (stosunek masy do tadunku). Powstawanie jonoéw
podwojnie natadowanych wynika ze specyficznych warunkéw energetycznych panujacych
w zrodle ESI - dla peptydow w zakresie mas do okoto 4000 Da obserwuje si¢ przewaznie
przytaczanie dwoch protonow do jednego peptydu.

W celu standaryzacji analiz ilosciowych peptydu zawierajagcego N-

homocysteinylowang Lys 525, uzyskane wyniki intensywnosci sygnatu pochodzacego od
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tego peptydu odnoszono w poszczegdlnych probach surowic do intensywno$ci peptydu
albuminy o masie 1148,6 Da i sekwencji aminokwasowej LVNEVTEFAK. Peptyd ten
wybrano ze wzgledu na jego tatwa identyfikacj¢ i wysoka intensywnos$¢ w kazdej badane;j
probie, a takze, ze wzgledu na to, ze nie ulega modyfikacji tiolaktonem Hcy (ze wzgledu
na brak reszty lizyny wewnatrz sekwencji peptydu). W zwigzku z tym, w analizie
ilosciowe] postugiwano si¢ intensywnoscia wzgledng peptydu 1301,7 Da (intensywno$¢
peptydu 1301,7 Da/intensywno$¢ peptydu 1148,6 Da).

Metodg LC-MS przeanalizowano proby surowic pochodzace od 29 pacjentow z
chorobg wiencowa, zawierajace rozne stg¢zenia tHcy. Wigkszos$¢ z tych surowic zawierata
tHcy w przedziale stezen charakterystycznym dla tagodnej postaci hiperhomocysteinemii

(10-100 uM). Dane pacjentow przedstawiono w Tabeli 6:

Pte¢ (M/K) 24/5
Wiek* 58,4+11

ICD (+/-) 25/4
TCH* (mmol/l) 7,07£1,72
HDL* (mmol/l) 1,20+0,31
LDL*(mmol/l) 4,85+1,82
TG* (mmol/l) 2,24+1,60
tHey* (uM) 19,06+9,36

Tabela 6. Charakterystyka chorych, ktérych surowice przeanalizowano pod wzgledem ilosci jonu
651,8 m/z (ze zmodyfikowang Lys 525). ICD (ang. Implantable cardioverter defibrillator) — wystepowanie
choroby niedokrwiennej serca, TCH- poziom catkowitego cholesterolu, HDL- lipoproteiny o wysokiej
gestosci, LDL- lipoproteiny o niskiej gestosci, TG- trojglicerydy, tHcy- catkowita ilos¢ homocysteiny,

*$rednia = odchylenie standardowe.

W celu sprawdzenia, czy istnieje korelacja migdzy catkowitym poziomem Hcy
(tHcy) a iloscig (intensywnoscig) peptydu o masie 1301,7 Da w badanych surowicach
ludzkich, wykonano test istotnosci wspotczynnika korelacji w programie SigmaPlot.
Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na istnienie istotnej statystycznie korelacji
pomiedzy stezeniem tHCy a iloScig peptydu zawierajacego zmodyfikowang Lys 525 —
poziom istotnosci p (ang. p value) wynosit 1,4 x 10°°.

Podobng analize przeprowadzono dla 21 prob surowic pochodzacych od pacjentow
z mutacjami w genie CBS. Pacjenci ci, pochodzacy z Holandii, w przedziale wiekowym
14-74 lat, choruja na homocystynuri¢. Osoby te zostaty zdiagnozowane w wieku 2-54 lat

na podstawie objawoéw klinicznych charakterystycznych dla niedoboru B-syntazy
114



4. Wyniki i dyskusja

cystationiny. Stwierdzono u nich takze powazng posta¢ hiperhomocysteinemii oraz
hipermetioninemii. Wszyscy pacjenci byli poddawani terapii obnizajacej poziom tHcy
(suplementacja witaming Be). Jak wykazano w pracy Jakubowskiego i wsp., poziom N-
Hcy-biatek (3,02 £ 2,27 uM), tiolaktonu Hcy (14,4 + 30,4 nM) oraz tHcy (48,5 £ 57,5 uM)
byl podwyzszony, jednakze wartos$ci te, ze wzgledu na wprowadzong terapi¢, byty
znacznie nizsze niz mozna by si¢ bylo spodziewaé. Zaobserwowano takze podwyzszenie
wzglednego poziomu N-Hcy-fibrynogenu (N-Hcy-fibrynogen/catkowity fibrynogen), w
porownaniu z osobami zdrowymi. Ponadto badacze zauwazyli znaczaca pozytywna
korelacje migdzy iloscia N-Hcy-biatek a stezeniem tHcy, miedzy iloscia N-Hcy-
fibrynogenu a stezeniem tHcy lub HTL oraz miedzy iloscia N-Hcy-bialek a calkowita
iloscig fibrynogenu [86].

Przeprowadzony w niniejszej pracy doktorskiej test istotnosci wspotczynnika korelacji
wskazuje na istnienie istotnej statystycznie korelacji miedzy catkowitym stezeniem Hcy a
iloscig peptydu albuminy o masie 1301,7 Da w surowicach pacjentow posiadajacych
mutacje w genie CBS (poziom istotnosci p=0,0038) (Rys. 38).
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Rysunek 38. Wykres przedstawiajacy korelacje miedzy calkowitym stezeniem Hcy a iloScig peptydu

albuminy o masie 1301,7 Da w surowicach pacjentow posiadajacych mutacje w genie CBS.

Ponadto wykazano, ze ilos¢ analizowanego peptydu jest prawie 3-krotnie wyzsza W

surowicach pacjentow z mutacjg w genie CBS niz u pacjentow zdrowych (bez tej mutacji) i
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réznica ta jest istotna statystycznie, co potwierdzono wykonujgc test t-Studenta
(0,0285+0,027 vs. 0,0112+0,0113; poziom istotnosci p=0,006).

Na podstawie wynikow badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej
stwierdzi¢ mozna, ze nowym czynnikiem stosowanym do wykrywania ryzyka
powstawania chorob uktadu krazenia, by¢ moze bardziej informatywnym niz ilos¢
catkowitej Hcy, moglaby sta¢ si¢ N-zwigzana homocysteina. W tym konteks$cie istotne
byloby monitorowanie procesu N-homocysteinylacji biatek wystepujacych we krwi
czlowieka. Przedstawione w niniejszej pracy metody oceny stopnia N-homocysteinylacji
biatek, identyfikacji zmodyfikowanych reszt lizyny oraz oceny ilosciowej N-Hcy-
peptydéw w biatkach krwi czlowieka sg relatywnie malo skomplikowane, a jednocze$nie
wystarczajaco dokladne, aby mozna bylo wykonywaé te analizy na szersza skale. W
szczegolno$ci, wykazana w pracy istotna statystycznie korelacja migdzy catkowita Hcy
osocza, a iloscig peptydu albuminy zawierajacego N-Hcy-Lys 525, w surowicach
pacjentdow z mutacja w genie CBS oraz u pacjentow z chorobg wiencowa serca, daje
mozliwo$¢ stworzenia nowego narzgdzia diagnostycznego w monitorowaniu ryzyka

choréb uktadu krazenia u ludzi zwigzanego z podwyzszonym poziomem Hcy osocza.
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e Metabolizm homocysteiny oraz inhibicja wzrostu u Escherichia coli

1. Hodowla komoérek bakteryjnych Escherichia coli w obecnosci homocysteiny powoduje
inhibicje wzrostu komoérek i1 podwyzszong synteze tiolaktonu Hcy, podczas ktorej
zuzywana jest energia w postaci ATP. Wykazano ponadto, ze szybkosci wzrostu bakterii

sg odwrotnie proporcjonalnie do ilo$ci gromadzonego HTL.

2. Octan sodu inhibuje wzrost badanych szczepdéw E.coli, ale jednoczesnie obniza 2-6
krotnie podstawowy poziom tiolaktonu Hcy w hodowlach. Uzyskane wyniki zaprzeczaja
zatem postawionej wczesniej w literaturze hipotezie [8], ze do gromadzenia si¢ Hcy w

komorkach E.coli dochodzi pod wptywem octanu.

3. Zwigkszona synteza tiolaktonu Hcy katalizowana przez syntetazy IleRS, MetRS oraz
LeuRS przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu komoérek w hodowlach E.coli

prowadzonych z dodatkiem Hcy.

4. Inkorporacja Hey do biatek za posrednictwem HTL nie ma prawdopodobnie znaczacego
udzialu w inhibicji szybkosci wzrostu komorek E.coli obserwowanej w obecnosci Hey-
suplementacja hodowli homocysteing nieznacznie podnosi poziom N-Hcy-biatek w

komorkach E.coli.

5. Gromadzenie tiolaktonu Hcy w komorkach bakteryjnych nie wptywa na odpowiedz heat

shock u E.coli.

e Izolacja i identyfikacja enzymu o aktywnosci tiolaktonazy Hcy z lozyska
ludzkiego
1. Z ludzkiego tozyska wyizolowano hydrolazg bleomycyny (BLH), ktora jest enzymem

posiadajagcym aktywno$¢ hydrolizujaca tiolakton Hey wewnatrzkomorkowo.

2. Specyficzno$¢ substratowa ludzkiej tiolaktonazy (BLH) jest ograniczona do L-a-

aminoacylo tioestréw, estrow aminokwasow siarkowych oraz amidéw aminokwasow.

117



5. Wnioski

Enzym ten wykazuje wysoka specyficzno$¢ substratowg w stosunku do L-stereoizomeru

HTL, natomiast nie hydrolizuje formy D - HTL.

3. Tiolakton Hcy jest znacznie bardziej toksyczny dla komérek HeLa niz homocysteina.
24h inkubacja komoérek z 5SmM HTL powoduje $mier¢ wszystkich komorek, natomiast 48h

inkubacja z 5SmM Hcy powoduje 60 % spadek zywotnosci komorek.

4. W komorkach HeLa zachodzi efektywna konwersja Hcy do HTL, ktory nastepnie ulega
dos¢ szybko przemianom w komorkach — jest najprawdopodobniej hydrolizowany do Hcy,

a takze przylacza si¢ do grupy e-aminowej reszt lizyny biatek.

5. Obnizenie poziomu ekspresji hydrolazy bleomycyny w komoérkach HeLa, nie wplywa
na ich przezywalno$¢ w obecnosci tiolaktonu Hcy. Prawdopodobnie BLH nie uczestniczy

w ochronie komorek HeLa przed toksycznoscig Hey.

6. Ludzka hydrolaza bleomycyny nie ma istotnego udziatu w hydrolizie tiolaktonu Hcy w
komorkach HeLa. Istnieja prawdopodobnie inne enzymy o aktywnosci tiolaktonazowe;j,

ktorych udziat w hydrolizie HTL jest wigkszy niz BLH.

¢ Identyfikacja miejsc N-homocysteinylacji w biatkach in vitro i in vivo

1. Niektore reszty lizyny w biatkach ulegaja preferencyjnej modyfikacji tiolaktonem Hey —
zidentyfikowano 7 reszt Lys w albuminie ludzkiej ulegajagcych N-homocysteinylacji: Lys
4, Lys 12, Lys 137, Lys 205, Lys 212 oraz potwierdzono preferenycjng modyfikacje reszty
Lys 525.

- w ludzkiej hemoglobinie zidentyfikowano dwie N-homocysteinylowane reszty lizyny:
Lys 16 w tancuchu a oraz Lys 17 w tancuchu f.

- w ludzkim fibrynogenie zidentyfikowano natomiast 9 reszt Lys, ktore ulegaja
modyfikacji tiolaktonem Hcy: Lys 78, 224, 418, 429, 448, 562 i 606 w tancuchu Aa oraz
Lys 47 oraz Lys 393 w tancuchu Bp.

2. Za pomocg metody LC-MS/MS wykazano, ze peptydy zawierajagce zmodyfikowane
reszty Lys sg wykrywalne w surowicy ludzkiej pacjentow z chorobg wieficowg serca oraz z

mutacjami w genie CBS.
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3. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na istnienie istotnej statystycznie korelacji
pomigdzy catkowitym stezeniem Hcy a iloScig peptydu albuminy zawierajacego
zmodyfikowang Lys 525 w surowicach pacjentéw z mutacjami w genie CBS oraz w

surowicach pacjentéw z chorobg wiencowg serca (poziom istotnosci p<0,05).

4. Tlo$¢ peptydu albuminy zawierajacego zmodyfikowana Lys 525 jest 3-krotnie wigksza w
surowicach pacjentow z mutacjg w genie CBS niz u pacjentdéw bez tej mutacji, a roznica ta

jest istotna statystycznie (p<0,05).

Czeg$¢ wynikow uzyskanych w niniejszej pracy doktorskiej zostala opublikowna w

nastepujacych publikacjach:

Zimny, J., Sikora, M., Guranowski, A., Jakubowski, H., Protective mechanisms against
homocysteine toxicity: the role of bleomycin hydrolase. J Biol Chem, 2006. 281(32): p.
22485-92.

Sikora, M., H. Jakubowski, Homocysteine editing and growth inhibition in Escherichia
coli. Microbiology, 2009. 155(Pt 6): p. 1858-65.
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7. Wykaz skrotow

AARS
ADMA
Ala
AMP
ApoB
ApoE
APS
Arg
ARPE-19
ATF-4
ATP
BHMT
BLH
CAD
CBS
CHO
Cys
D,L —[*S] HTL
DNA
DPD
DTT
ECM
EDTA
ER

ESI
FBS
GAPDH
GRP78
GRP94
GTP
HAEC

7. Wykaz skrotow

syntetaza aminoacylo-tRNA
dimetyloarginina

alanina

monofosforan adenozyny

apolipoproteina B

apolipoproteina E

nadsiarczan amonu

arginina

ludzka linia komodrek nabtonka barwnikowego siatkowki
aktywujacy czynnik transkrypcyjny 4
trdjfosforan adenozyny

metylotransferaza betaina : homocysteina
hydrolaza bleomycyny

choroba wiencowa serca

B-syntaza cystationiny

komorki jajnika chomika chinskiego
cysteina

znakowany radioaktywnie tiolakton homocysteiny
kwas deoksyrybonukleinowy
4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione

ditiotreitol

macierz zewnatrzkomorkowa

kwas etylenodiaminotetraoctowy

siateczka §rodplazmatyczna

jonizacja przez elektrorozpraszanie

bydleca surowica ptodowa

dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa
biatko szoku cieplnego 70 kDa

biatko szoku cieplnego 90 kDa

trojfosforan guanozyny

ludzkie komorki §rodbtonka aorty
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hBLH
Hcy
Hcy-AMP
HDL
HelLa
HL-60
Hse
HTL
HUVEC
IAA

19G

lle
IleRS
KLH
KMV
LDL
Leu
LeuRS
LOX
LuxS
Lys
MALDI-ToF
Met
MetRS
NO
NOS
MS
MTHF
MTHFR
OPA
Orn
PBS
PON1

ludzka hydrolaza bleomycyny
homocysteina

adenylan homocysteiny

lipoproteiny o wysokiej gestosci

ludzkie komorki raka szyjki macicy
ludzkie komorki biataczki promielocytowej
homoseryna

tiolakton homocysteiny

ludzkie komorki $rodbtonka naczyn krwiono$nych
amid kwasu jodooctowego
immunoglobulina klasy G

izoleucyna

syntetaza izoleucyno-tRNA

hemocyjanina skaloczepu morskiego
a-keto-pB-metylvalerat

lipoproteiny o niskiej gestosci

leucyna

syntetaza leucylo-tRNA

oksydaza lizynowa
S-rybozylohomocysteinaza

lizyna

7. Wykaz skrotow

jonizacja laserowa wspomagana matryca z detekcja czasu przelotu

metionina

syntetaza metionylo-tRNA

tlenek azotu

syntaza tlenku azotu

syntaza metioniny
N°-metylotetrahydrafolian

reduktaza N°-metylotetrahydrofolianu
o-ftalaldehyd

ornityna

bufor fosforanowy

paraoksonaza
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PVDF

RAG
R-AMC
RNA

ROS

SAH

SAM

SCX
SDS-PAGE

shRNA
S-nitrozo-Hcy
TD
TEMED
tHcy
THF
TLC

tPA

Trp

UPR

Val
VCAM-1
VEGF
yBLH

7. Wykaz skrotow

polifluorek winylidenu

komorki raka nerki myszy

arginino aminometylokumarylamid

kwas rybonukleinowy

reaktywne formy tlenu

S-adenozylohomocysteina

S-adenozylometionina

chromatografia kationowymienna

elektroforeza w Zelu poliakryloamidowym z dodecylosiarczanem
sodu

kwas rybonukleinowy o strukturze krotkiej spinki do wtosow
S-nitrozo homocysteina

deaminaza treoniny
N,N,N',N'-Tetrametyloetylenodwuamina

catkowita homocysteina

tetrahydrafolian

chromatografia cienkowarstowa

tkankowy aktywator plazminogenu

tryptofan

odpowiedz na niesfaldowane biatka

walina

molekuta adhezyjna srodbtonka naczyn krwionosnych
czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn krwionosnych

drozdzowa hydrolaza bleomycyny
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