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Wprowadzenie

1 Wprowadzenie

Homocysteina (Hcy) jest niebialkowym aminokwasem siarkowym,
uczestniczacym w metabolizmie metioniny (Met) i cysteiny (Cys). Pomimo
waznej roli, jaka homocysteina odgrywa w przemianach wymienionych
aminokwasow, jej podwyzszony poziom moze by¢ szkodliwy dla organizmu i
wskazuje na ryzyko wystapienia chorob krazenia. Podwyzszone stezenie Hcy
obserwuje sie roéwniez w przypadku chorob neurodegeneracyjnych,
nowotworowych, nerek i in. Choroby krazenia sa najczestsza przyczyna
zachorowalnosci i umieralnosci w krajach rozwinietych. Dobrze poznane
czynniki ryzyka: hipercholesterolemia, nadciSnienie, palenie tytoniu, czy
otylos¢, nie wyjasniaja wszystkich przypadkow pojawienia si¢ choroby
krgzenia. Rosnie zatem zainteresowanie nowymi czynnikami ryzyka, jak
hiperhomocysteinemia. Swiadczy o tym gwaltownie rosnaca, od potowy lat
90., liczba publikacji dotyczacych homocysteiny. Jednym z gléwnych celow
licznie prowadzonych badan nad metabolizmem homocysteiny, jest
wyjasnienie mechanizmu toksycznosci tego aminokwasu. Poznanie szlakéw
metabolicznych homocysteiny, sposobow ich regulacji oraz negatywnych
efektow jakie Hcy wywoluje jest podstawg do opracowania metod
diagnostycznych i  terapeutycznych. W  dalszych  podrozdziatach
wprowadzenia przedstawione zostanag szlaki metaboliczne homocysteiny
oraz formy w jakich aminokwas ten wystepuje. Informacje te beda przydatne
do analizy postulowanych mechanizmow toksycznosci homocysteiny. Jeden
z nich, polegajacy na N-homocysteinylacji biatlek przez tiolakton

homocysteiny, jest przedmiotem niniejszej rozprawy.

1.1 Metabolizm homocysteiny

Homocysteina (Rysunek 1) powstaje podczas przemian metabolicznych

metioniny w cyklu aktywowanego metylu (Rysunek 2).
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Rysunek 1. Homocysteina; wzér strukturalny i model przestrzenny (atomy wegla —
kolor turkusowy, siarki — zélty, tlenu — czerwony, azotu — granatowy)

Cykl ten dostarcza grup metylowych do metylacji RNA, DNA, biatek i matych
czasteczek takich jak octan guanidyny czy glicyna. Bezposrednim
prekursorem homocysteiny jest S-adenozylohomocysteina (SAH), ktéra
ulega hydrolizie do Hcy i adenozyny, w reakcji katalizowanej przez hydrolaze
S-adenozylohomocysteiny (EC 3.3.1.1). Hcy moze ulega¢ remetylacji do
metioniny za posrednictwem dwoch enzymow. Pierwszy z nich, syntaza
metioniny (EC 2.1.1.13), wystepuje we wszystkich tkankach. Drugi, zwany
metylotransferaza betaina: homocysteina (EC 2.1.1.5), jest obecny w
watrobie, a u niektéorych gatunkéw takze w nerkach. Donorem grup
metylowych do regeneracji metioniny moze by¢ S5-metylotetrahydrofolian
(MTHF) lub betaina, w zaleznosci ktory z enzymow katalizuje reakcje
remetylacji. W  kolejnym  etapie cyklu aktywowanego metylu
adenozylotransferaza metioninowa (EC 2.5.1.6) aktywuje Met do S-
adenozylometioniny (SAM). Reakcja polega na przeniesieniu grupy
adenozylowej z ATP na atom siarki metioniny. Grupa metylowa Met jest
aktywowana wskutek przyjecia dodatniego ladunku przez sasiedni atom
siarki, co decyduje, ze SAM jest czasteczka bardziej reaktywna niz N5-
metylotetrahydrofolian. Grupa metylowa SAM jest nastepnie przenoszona
przez metylotransferaze na akceptor, np. fosfatydyloetanolamine. Z SAM
powstaje w ten sposob S-adenozylohomocysteina i cykl sie zamyka. Opisany
szlak reakcji, zwany transmetylacja prawdopodobnie zachodzi we
wszystkich komorkach.

Homocysteina moze réwniez ulega¢ dwuetapowej przemianie do cysteiny,
katalizowanej przez B-syntaze cystationiny (EC 4.2.1.22) i cystationinaze
(EC 4.4.1.1). Wystepowanie szlaku transsulfurylacji ograniczone jest
prawdopodobnie do watroby, nerek, jelita cienkiego i trzustki [1].
Homocysteina ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do metioniny moze
ulega¢ blednej aktywacji przez syntetaze metionylo-tRNA (MetRS).
Wbudowanie Hcy do biatka, jest jednak niemozliwe, ze wzgledu na istniejacy

mechanizm naprawczy MetRS. W konsekwencji reakcji naprawczej powstaje
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tiolakton homocysteiny (HTL) [2], ktory moze ulega¢ enzymatycznej
hydrolizie do Hcy [3-5]. Ta Sciezka metabolizmu Hcy, ze wzgledu na swoje
konsekwencje dla struktury i funkcji biatek, zostala szczegolowiej opisana w

dalszej czesci rozprawy (Rozdziat 1.4).

Cykl aktywowanego metylu
ATP Pi+PPi
Metionina
S-A_der_lozylo-
TH,-folian metionina
Dimetyloglicyna X
5-Metylo- Syntaza
TH,-folian metioninowa Metylotransferaza Metylotransferaza
Witamia B,, betaina-homocysteing
Betad Metylo-X
Seryna .
Homocysteina S-Adenozylo-
B-syntaza homocysteina
cysiationinowa
Witaminza B,
Adenozyna
Cystationina Syntetaza
metionylo-iIRNA
. Tiolaktonaza
Cystationinaza Tiolakton
Witamina B, homocysteiny
A 4
Cysteina
Transsulfurylacja

Rysunek 2. Metabolizm homocysteiny obejmuje cykl aktywowanego metylu,
transsulfurylacje oraz cyklizacje do tiolaktonu homocysteiny. Pi — ortofosforan, PPi —
pirofosforan, THa-folian - tetrahydrofolian, X - akceptor grupy metylowej
Podsumowujac, w komorce homocysteina moze ulega¢ nastepujacym
przemianom:

- metylacji do metioniny,

- transsulfurylacji do cysteiny,

- blednej aktywacji przez AARS i przeksztalceniu do tiolaktonu

homocysteiny,
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a takze
- eksportowi do plynéw zewnatrzkomorkowych: osocza krwi i moczu.

Wewnatrzkomorkowe stezenie Hcy jest Scisle regulowane przez jej eksport
[6, 7]. W normalnych warunkach komorki eksportuja znaczna ilosc
homocysteiny. Poziom eksportu odzwierciedla rownowage miedzy produkcja
wewnatrzkomoéorkowa a metabolizmem komoérkowym. Metabolizm Hcy
wewnatrzkomorkowej zalezy od enzymow komérkowych i poziomu witamin,
podczas gdy poziom Hcy zewnatrzkomorkowej odzwierciedla przemiany
metaboliczne wewnatrz komorki, eksport komorkowy oraz pobieranie Hcy
przez komorke [7-9]. Pobieranie Hcy zewnatrzkomorkowej przez komorki
srodbtonka ludzkiej zyly pepowinowej i linii EA.hy 926 komorek srodbtonka
zachodzi przez Na+*-niezalezny system L i Na*-zalezny system ASC [10, 11]. Z
uzyciem specyficznych inhibitorow przenosnikow aminokwasow
stwierdzono, ze w kulturach komorek HeLa pobieranie Hcy zachodzi gtownie
przez Na+-zalezny system A i przenosniki glutaminianu [12]. Hultberg i wsp.
wykazali [7-9], ze znaczacy wplyw na poziom Hcy zewnatrzkomorkowej
kultur komoérek HeLa maja jony miedzi. Nawet niskie stezenia tych jonéw
(0,1-1 pmol/]l) zwiekszaja stezenie zewnatrzkomoérkowej Hcy. Fakt ten
tlumaczono obnizeniem zewnatrzkomorkowej frakcji zredukowanych tioli, co
z kolei prowadzi do zahamowania pobierania Hcy przez komorke [7].
Konsekwentnie, dodaniu zwiazkoéw antyoksydacyjnych, takich jak tiole do
hodowli  kultur komoérek HelLa, towarzyszy obnizenie stezenia
zewnatrzkomorkowej Hcy [13]. W kulturach komorek raka watroby (ang.
hepatoma) obserwowano nieco inny efekt; jedynie N-acetylocysteina (NAC) w
najwyzszym testowanym stezeniu (4 mmol/l) obnizala stezenie
zewnatrzkomorkowej Hcy, podczas gdy ditiole, ditiotreitol (DTT) i kwas a-
liponowy  (LA) podwyzszaly  stezenie  zewnatrzkomorkowej — Hcy,
prawdopodobnie gloéwnie jako wynik zwiekszonego uwalniania tego
aminokwasu [12].

Metabolizm homocysteiny jest zalezny od kofaktoréw bedacych pochodnymi
witamin. Syntaza metioniny zawiera kobalamine jako grupe prostetycznag, a
grupa metylowa przenoszona na S-adenozylohomocysteine pochodzi z 5-
metylotetrahydrofolianu. Obydwa enzymy szlaku transsulfurylacji zawieraja
fosforan pirydoksalu jako grupe prostetyczna. Niedobor ktorejkolwiek z tych

witamin, zwigzany jest z podwyzszonym poziomem Hcy [1]. Wysokie stezenie
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Hcy prowadzi do wzrostu stezenia SAH i w konsekwencji inhibicji
transmetylacji [14].

Jedna z reakcji wplywajacych na poziom homocysteiny w osoczu jest
remetylacja Hcy do metioniny. Znaczenie metylotransferaz w regulacji
poziomu Hcy osocza nie jest jednak dokladnie zdefiniowane. Transgeniczne
myszy nieposiadajace N-metylotransferazy fosfatydyloetanolaminy, enzymu
wystepujacego w watrobie, ktory katalizuje powstanie SAH podczas
konwersji fosfatydyloetanolaminy do fosfatydylocholiny, wykazuja o polowe
nizsza zawartos¢ Hcy osocza niz myszy dzikie. Wnioskuje sie, ze N-
metylotransferaza fosfatydyloetanolaminy  jest waznym zrodlem
homocysteiny osocza [15].

Czasteczki homocysteiny biorace wudzial w opisanych przemianach
wystepuja w stanie zredukowanym. Istnieje kilka innych form tego

aminokwasu.

1.2 Formy homocysteiny we krwi cziowieka

Homocysteina moze wystepowac¢ w formie wolnej lub zwiazanej z bialtkami,
zredukowanej badz utlenionej [16] (Rysunek 3). Glowna frakcje
homocysteiny we krwi czlowieka stanowi Hcy polaczona wiazaniem
amidowym z biatkiem (Rozdzial 1.5.2). N-Hcy-hemoglobina (grupa e-
aminowa lizyny acylowana homocysteina) stanowi 75% tej puli a N-Hcy-
albumina - 22% [17]. W osoczu krwi czlowieka obecna jest rowniez
tiocykliczna forma  homocysteiny, tiolakton homocysteiny, ktory
reprezentuje do 0,29% catkowitej Hcy osocza [18, 19]. Niewielki procent Hcy
stanowi rowniez jej postac¢ zredukowana. Przewazajaca wiekszosS¢ utlenione;j
Hcy jest zwigzana wigzaniami dwusiarczkowymi do reszt cysteiny biatek,
pozostala czes¢ natomiast, wystepuje w formie niskoczasteczkowych
dwusiarczkéw - homocystyny (Hcy-Hcy) i mieszanego dwusiarczku z

cysteina (Hcy-Cys) [16, 20].
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0O NH,
SH
HOJ\I/\/ 0
NH, S
Homocysteina (Hcy) Tiolakton homocysteiny
NH
/\/]\2 N
~N .
HS * emoglobina
O
N-Hcy-hemoglobina
NH NH,

2
H
Ho\. S\. /\)\ ~N SH
i S G
0 0

N-(Hoy-S-S-Cys)-albumina

O O
Hey-Cys
NH, ﬂ
HO. S C.
O NH,
Homocystyna, Hcy-Hey

Rysunek 3. Formy homocysteiny we krwi czlowieka

1.3 Toksyczno$¢é homocysteiny

Podwyzszony poziom Hcy w osoczu czlowieka jest zwiazany ze zwiekszonym

ryzykiem wystapienia choréb krazenia, zawalu, nowotworow, choroby

Alzheimera i in. Zakres ,prawidlowego” stezenia Hcy w osoczu czlowieka,

9
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ustalony na podstawie badan klinicznych, wynosi 5-15 pmol/1 (Tabela 1)
[16].

Tabela 1. Przedzialy stezefi homocysteiny w osoczu krwi czlowieka

Zakres normalny 5-15 pmol/1

Lagodna 15-25 pmol/1

Hiperhomocysteinemia Sredniozaawansowana 25-50 pmol/1
Ostra/powazna 50-500 pmol/1

Z podwyzszonym stezeniem Hcy w organizmie czlowieka wiaza sie¢ dwa
terminy: homocystynuria i hiperhomocysteinemia. Mudd i wsp. [20]
zaproponowali, aby terminem homocystynuria okresla¢ wrodzone wady
metabolizmu, charakteryzowane przez znacznie podwyzszone stezenia
catkowitej Hcy osocza lub surowicy, np. powazne niedobory [B-syntazy
cystationiny, reduktazy metylenotetrahydrofolianu, czy zaburzenia w
transporcie lub metabolizmie kobalaminy (witamina Bi2).
Hiperhomocysteinemia jest to podwyzszone stezenie ,catkowitej” Hcy w
osoczu lub surowicy. Pod pojeciem ,calkowitej” Hcy, autorzy ci rozumiejg
homocysteine uwolniona po redukcji wszystkich wigzan dwusiarczkowych w
probie. Pula ta nie zawiera Hcy zwiazanej wigzaniem amidowym z biatkiem
[20], jak i prawdopodobnie tiolaktonu homocysteiny [19].

Pacjenci z homocystynuria, spowodowana wrodzonymi wadami
metabolizmu homocysteiny, cierpig na powazng hiperhomocysteinemie, ze
stezeniem Hcy osocza siegajacym nawet 500 pmol/l. Osoby z chorobami
krazenia (wiencowa, naczyniowa moézgu, obwodowa naczyn) wykazuja
zwykle lagodna, a ©pacjenci cierpiacy na choroby nerek -
Sredniozaawansowana hiperhomocysteinemie.

Poziom Hcy jest uwarunkowany  czynnikami demograficznymi,

genetycznymi, nabytymi, a takze stylem Zycia (Tabela 2) [16].

10
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Tabela 2. Czynniki determinujace poziom homocysteiny we krwi czlowieka

Czynnik Opis

Demograficzny Wiek Stezenie catkowitej Hcy osocza
wzrasta z wiekiem

Plec Mezczyzni maja wyzsze stezenie
catkowitej Hcy osocza niz kobiety
w tym samym wieku

Pochodzenie etniczne Brak zgodnosci danych
Genetyczny Reduktaza W obecnosci NADPH przeksztalca
metylenotetrahydrofolianu 5,10-metylenotetrahydrofolian do
(MTHFR) S-metylenotetrahydrofolianu, ktéry

jest substratem dla syntazy
metioniny. Opisano kilkanascie
mutacji powodujacych niedobor
MTHFR

Syntaza metioniny (MS) Enzym zalezny od witaminy Bi».
Prowadzone sa badania nad
zwiazkiem mutacji MS a
hiperhomocysteinemia

B-Syntaza cystationiny Enzym zalezny od witaminy Be.
(CBS) Opisano kilkaset przypadkow
niedoboru CBS w homocystynurii
Nabyty Niedobér witamin Wymagane do aktywnosci
(B12 i Be, folian) enzymoéw metabolizujacych Hey
Choroba nerek Sredniozaawansowana

hiperhomocysteinemia i
podwyzszone ryzyko choroby
krazenia

Transplantacja sercai  Lagodna do Sredniozaawansowanej
innych organéw hiperhomocysteinemia

Niedoczynnos¢ tarczycy Podwyzszone stezenie Hcy, ktore
moze by¢ znormalizowane
L-tyroksyna
Styl zycia Palenie tytoniu Podwyzszone stezenie Hcy
Nadmiar alkoholu Podwyzszone stezenie Hcy,
prawdopodobnie na skutek ztego
wchlaniania pokarmow

Brak ruchu Podwyzszone stezenie Hcy

Nadmiar kawy Podwyzszone stezenie Hcy

11
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Od wielu lat trwaja prace nad wyjasSnieniem szkodliwego dziatania
homocysteiny w organizmie czlowieka. Na poziomie molekularnym
zaproponowano kilka mechanizmow toksycznosci Hcy, w tym zalezne od
grupy tiolowej [21], homocysteino-specyficzne jak homocysteinylacja biatek
[22], inhibicja komoérkowych reakcji metylacji [14] i indukcja UPR (ang.
unfolded protein response). Wiele grup badawczych skupilo swoje wysitki na
wplywie podwyzszonego poziomu Hcy na komorki Ssrodbtonka, poniewaz
tkanka ta ma zasadnicze znaczenie dla regulacji i utrzymania funkcji
ukladu krazenia [21]. W kulturach ludzkich komorek srodblonka aorty nie
zachodzi ekspresja aktywnej formy CBS i dlatego w komoérkach tych nie
przebiega transsulfurylacja. Brak glownego szlaku metabolizmu Hcy mogltby
ttumaczy¢ wrazliwos¢ komoérek sSrodblonka nawet na lagodny wzrost
stezenia Hcy, wystepujacy u pacjentow z choroba niedokrwienng serca,
ktorej towarzyszy hiperhomocysteinemia [16].

Komorki srodbtonka naczyniowego, poprzez ekspresje i uwalnianie wielu
aktywnych biatek, sa kluczowym regulatorem procesu krzepniecia, skurczu
naczyn krwionosnych i reakcji zapalnych. Wsrod tych bialtek istotna role
odgrywa trombomodulina, ktora jest niezbedna do aktywacji biatka C,
bedacego endogennym czynnikiem przeciwzakrzepowym, przeciwzapalnym i
profibrynolitycznym. Patogenna rola Hcy moze by¢ zwiazana z jej zdolnoScia
do generowania anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru, ktére
przyczyniaja sie do peroksydacji LDL [23] i uszkodzenia $rodblonka
tetniczego [24]. Homocysteina wykazuje zatem dzialanie toksyczne w
stosunku do srodblonka naczyniowego. Moze rowniez zwiekszac proliferacje
komoérek miesni gladkich naczyn krwionosnych oraz agregacje plytek krwi,
a takze wplywac¢ na krzepniecie i fibrynolize [25]. Homocysteina indukuje
lub dziala synergistycznie z innymi czynnikami wywolujacymi miazdzyce

[26)].

1.3.1 Krzepniecie i fibrynoliza

Nadkrzepliwos¢ i hamowanie fibrynolizy sa zaburzeniami funkcji srodblonka
naczyniowego obserwowanymi podczas aterogenezy, czyli rozwoju
miazdzycy. Powiazanie podwyzszonego poziomu homocysteiny z chorobami
krazenia sklonilo badaczy do wnikliwej analizy wplywu Hcy na proces
krzepniecia i fibrynolizy (Rysunek 4).
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APC Biatko C
(D Hcy —Il
Va Trombomodulina ———Hcy (2)
Hey (3)
Protrombina Trombina |————— Antytrombina III
Fibrynogen Fibryna
Usieciowany skrzep
fibrynowy
Plazmina Plazminogen
Peptydy
TPA + Aneksyna I
Hcy (4)

Rysunek 4. Wplyw homocysteiny na krzepniecie krwi i fibrynolize

Znalezienie zwigzku pomiedzy poziomem homocysteiny we krwi a zakrzepica
jest przedmiotem badan Undas i wsp. [27]. Istotnym procesem dla
utrzymania hemostazy jest regulacja aktywnosci czynnika Va kaskady
krzepniecia. Czynnik Va powstaje na skutek proteolitycznej aktywacji
czynnika V trombina, jest natomiast proteolitycznie inaktywowany przez
aktywowane biatko C (APC, ang. activated protein C). Wyniki badan in vitro
pozwalaja wnioskowad, ze stezenie Hcy wykraczajace poza zakres normalny
ma toksyczny wplyw na Srodblonek, prawdopodobnie przez tworzenie
wolnych rodnikéw podczas utleniania grup tiolowych. Hcy, Cys lub HTL nie
maja wplywu na aktywacje czynnika Va przez trombine a, jednak czynnik
Va pochodzacy z czynnika V traktowanego Hcy o stezeniu 10-450 pmol/l
jest inaktywowany przez APC w ograniczonym stopniu. Zahamowanie
inaktywacji wzrasta wraz z podwyzszeniem stezenia Hcy. Homocysteina
wiaze sie wigzaniami dwusiarczkowymi z resztami Cys czynnika V. Autorzy
postawili  hipoteze, ze  prozakrzepowa tendencja zwigzana @z
hiperhomocysteinemia, moze wynikac z zaburzonej inaktywacji czynnika Va

przez APC (Rysunek 4 (1)) [27].

13



Wprowadzenie

Trombomodulina  jest specyficznym srodblonkowym receptorem
komérkowym, ktory tworzy kompleks z trombing. Kompleks ten jest
odpowiedzialny za przeksztalcenie biatka C do APC. Badano mechanizm
obnizenia aktywacji biatka C i ekspresje trombomoduliny w komorkach
srodbtonka ludzkiej zyly pepowinowej (HUVEC, ang. human umbilical vein
endothelial cells) oraz w komoérkach nerki malpy CV-1(18A) z nadekspresja
ludzkiej trombomoduliny. Stwierdzono, ze Hcy o stezeniu 5 mmol/1 dziala
prozakrzepowo, przez zmniejszenie ekspresji trombomoduliny na
powierzchni komorki i hamowanie aktywacji biatka C (Rysunek 4 (2)) [28].
Na podstawie wynikéw badan in vivo, kwestionuje sie jednak wplyw
podwyzszonego poziomu homocysteiny na aktywacje bialka C przez
trombine oraz inaktywacje czynnika V przez APC. Lentz i wsp. [29] wykazali,
ze czulos¢ czynnika V na aktywowane biatko C jest niezmieniona u malp z
lagodng hiperhomocysteinemia, u myszy 2z niedoborem [-syntazy
cystationiny i ludzi z ostra/powazng hiperhomocysteinemia. Ponadto dwa
badania kliniczne przeprowadzone na duzej liczbie pacjentow nie wykazaty
zwiazku miedzy hiperhomocysteinemia, a odpornoscia APC na inaktywacje
[30, 31].

Innym przykladem wplywu homocysteiny na proces krzepniecia sa wyniki
uzyskane przez Nishinaga i wsp. [32]. Grupa ta stwierdzita redukcje
pojemnosci wigzania siarczanu heparyny przez antytrombine III komorek
sSrodblonka po inkubacji z 1 mmol/l Hcy, Cys lub 2-merkaptoetanolem.
Traktowanie metioninag i walina nie spowodowalo podobnej redukc;ji.
Antytrombina IIl reguluje proces krzepniecia poprzez inhibicje trombiny,
czynnika IXa, Xa i XIa. Aktywnos¢ inhibitorowa jest zwiekszona w obecnosci
heparyny. Hcy dodana do kultur komorek srodbtonka aorty swini, redukuje
ilo§¢ antytrombiny IIl zwiazanej do powierzchni komorki. Przypuszczalnie
efekt ten jest wywolany nadtlenkiem wodoru, powstajacym podczas
utleniania tioli. Hipoteze te potwierdza fakt, ze katalaza inkubowana z
komorkami srodblonka traktowanymi Hcy, w odroznieniu od dysmutazy
ponadtlenkowej, zapobiega zmniejszeniu iloSci antytrombiny III na
powierzchni komoérek. Dodatkowo jony miedzi, ktore katalizuja powstawanie
nadtlenku wodoru, wzmacniajg efekt inhibitorowy. Na podstawie opisanych
wynikow postawiono hipoteze, ze zahamowana ekspresja antykoagulujacego

siarczanu heparyny na powierzchni komoérek sroédblonka traktowanych
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homocysteing, moze przyczyniac sie do powstawania zakrzepicy (Rysunek 4
(3) [32].

Rownowaga miedzy procesami krzepnigcia i fibrynolizy jest istotna dla
prawidlowego funkcjonowania ukladu krazenia. Komérki sSrodblonka
moduluja aktywnos¢ fibrynolityczna przez synteze i wydzielanie
specyficznego tkankowo aktywatora plazminogenu (TPA, ang. tissue
plasminogen activator) i inhibitora-1 aktywatora plazminogenu. Hajjar i wsp.
[33] wykazali, ze inkubacja komorek srodbtonka z D,L-Hcy o stezeniu O,1-
7,5 mmol/l powoduje selektywna redukcje miejsc wiazania TPA do
aneksyny II, receptora komoérek srodblonka. Jest to kolejny mechanizm,
przez ktory Hcy moze zaburzac funkcje komoérek srodbtonka, indukujac
prozakrzepowe wlasciwosci powierzchni §cian naczyn krwionosnych
(Rysunek 4 (4)) [33].

Hipoteze, zgodnie 2z ktora uszkodzonej funkcji komoérek sSrodblonka
towarzyszy hiperhomocysteinemia, potwierdzily réwniez wyniki badan
prowadzonych in vivo na ludziach i zwierzetach. Van den Berg i wsp. [34]
badali dysfunkcje srodblonka u miodych pacjentow z zarostowsg choroba
tetnic (ang. arterial occlusive disease) i lagodna hiperhomocysteinemis.
Stezenia czynnika von Willebranda, glikoproteiny warunkujacej proces
hamowania krwawienia, i trombomoduliny osocza byly podwyzszone, ale
obnizyly sie¢ po leczeniu hiperhomocysteinemii kwasem foliowym i
pirydoksyna.

U krolikow z hiperhomocysteinemia, skrzepy fibrynowe skladaja sie z
cienkich, ciasno upakowanych wilokien, ktére sg odporne na fibrynolize.
Tworzenie skrzepow odpornych na fibrynolize, moze bezposrednio
przyczyniac sie do zwiekszonego ryzyka wystapienia zakrzepicy w przypadku
hiperhomocysteinemii [35]. Najnowsze badania wykazaly, ze modyfikacja
fibrynogenu tiolaktonem homocysteiny, zwieksza odpornos¢ skrzepow
fibrynowych na lize [36] (Rozdziat 1.5.2).

W populacji czlowieka réwniez stwierdzono, Ze poziom Hcy osocza jest
skorelowany z wlasciwosciami skrzepu fibrynowego, takimi jak
przepuszczalnos¢ i podatnosc¢ na lize. U osoéb zdrowych oraz cierpiacych na
chorobe niedokrwienna serca (CAD, ang. coronary artery disease)
przepuszczalnosé skrzepu fibrynowego spada ze wzrostem poziomu Hcy,
fibrynogenu oraz z wiekiem, rosnie natomiast ze wzrostem poziomu folianu.

Przeciwnie, wzrost poziomu Hcy, fibrynogenu oraz wiek powoduja spadek
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podatnosci skrzepu na lize, a wzrost poziomu folianu zwieksza podatnosc
na fibrynolize. Skrzep powstaly z osocza osob ze stezeniem Hcy powyzej
14,5 pmol/l wykazuje okolo 20% mniejsza przepuszczalnoS¢ niz skrzep
0sOb z nizszym poziomem Hcy. Podobny wplyw hiperhomocysteinemii na
wlasciwosci skrzepu fibrynowego obserwuje sie u pacjentow z CAD.
Redukcja poziomu Hcy wywolana przyjmowaniem folianu powoduje wzrost

przepuszczalnosci i podatnosci skrzepu na fibrynolize [37].

1.3.2 Kurczliwosé naczyn krwionosnych

Homocysteina wplywa nie tylko na procesy krzepniecia i fibrynolizy, ale
rowniez na skurcz blony miesniowej naczyn krwionosnych. Aminokwas ten
zmienia wlasciwosci komorek Srédbtonka przez zaburzenie produkcji lub
biodostepnosci przekaznikéw naczyniowoczynnych, takich jak: endotelina-1
(ET-1) [38], tlenek azotu [39] i prostacyklina [40]. Jest to zgodne 2z
doniesieniami, ze hiperhomocysteinemia u ludzi jest zwigzana z zaleznym
od sSrodblonka rozszerzeniem (ang. endothelium-dependent vasodilation)
blony miesniowej naczyn krwionosnych [41, 42].

Endoteliny sa to peptydy, ktore powoduja skurcz blony miesniowej naczyn
krwionosnych. Inkubacja komoérek srédblonka w obecnosci Hcy o stezeniu
0,01-0,1 mmol/l, obniza produkcje ET-1, a takze stezenie
wewnatrzkomorkowej Hey, prawdopodobnie za posrednictwem reaktywnych
form tlenu. Inkubacja komoérek dodatkowo 2z zewnatrzkomorkowymi
inhibitorami wolnych rodnikow (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i
mannitolem) redukuje wplyw Hcy na produkcje ET-1. Akumulacja
zewnatrzkomorkowej homocysteiny inhibuje powstawanie endoteliny-1

przez produkty oksydacyjne [11].

1.3.3 Reakcja zapalna

W rozwoju miazdzycy zasadnicza role odgrywaja prozapalne cytokiny.
Wydzielane sa przez aktywowane komorki srodblonka i przyciagaja do
miejsca uszkodzenia Sciany naczynia krwionosnego monocyty, limfocyty T
oraz neutrofile. W linii komoérek Srodblonka aorty cztowieka (HAEC, ang.
human aortic endothelial cells) D,L-Hcy indukuje ekspresje mRNA
prozapalnej cytokiny MCP-1 (ang. monocyte chemoattractant protein-1) i
interleukiny-8 (IL-8) oraz uwolnienie cytokin do medium komorkowego.

Indukcja ekspresji obu cytokin, zachodzi juz przy stezeniu D,L-Hcy réwnym
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10 pmol/], a efekt maksymalny jest obserwowany przy stezeniu 50 pmol/l.
Medium komorkowe z HAEC traktowanych Hcy pobudza chemotaksje
ludzkich monocytow krwi obwodowej. Efekt ten jest specyficzny dla L-Hcy,
poniewaz nie obserwowano go dla L-homocystyny, L-Cys, L-Met. Ponadto,
D-Hcy nie indukuje ekspresji chemokin, co wskazuje na specyficznosc
enancjomeryczng. Homocysteina nie ma wplywu na ekspresje innych
cytokin, np. czynnika martwicy nowotworéw-a czy interleukiny-1 [43].
Indukcja ekspresji MCP-1 i IL-8 przez homocysteine zachodzi przez
aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Czynnik ten stymuluje
produkcje cytokin, chemokin i czasteczek adhezji leukocytow (ang.
leukocyte adhesion molecules), ktore uwazane sg za przyczyniajace sie do
wystapienia reakcji zapalnej w obrebie naczynia krwionosnego i aterogenezy
[44, 45].

1.3.4 Odpowiedz na niesfaldowane biatka

Homocysteina moze zaburza¢ tworzenie wigzan dwusiarczkowych i
faldowanie bialek wewnatrz siateczki Srodplazmatycznej (ER, ang.
endoplasmic reticulum) [46], dlatego tez jeden 2z proponowanych
mechanizméw uszkodzenia naczynia krwionosnego przez homocysteine,
obejmuje stres siateczki sSrodplazmatycznej i1 aktywacje odpowiedzi na
niesfaldowane biatka (UPR, ang. unfolded protein response). Siateczka
srodplazmatyczna jest miejscem faldowania i dojrzewania biatek
transblonowych, sekrecyjnych i wystepujacych na terenie ER. ER zawiera
wiele biatek opiekunczych (ang. chaperones), np. GRP78, GRP94,
kalneksyne, kalretikuling i izomeraze dwusiarczkowg biatek, ktore
pomagaja w prawidlowym zwijaniu sie ltancuchéow polipeptydowych i
zapobiegaja agregacji faldujacych sie intermediatow. Wymienione biatka
opiekuncze, tworza system kontroli jakosci, aby jedynie prawidlowo
pofaldowane biatka byly kierowane do aparatu Golgiego, w celu dalszej
obrobki i sekrecji. Warunki patologiczne i/lub sSrodki =zaburzajace
prawidlowe faldowanie i dojrzewanie bialek, aktywuja odpowiedz na
niesfaldowane biatka. UPR to zintegrowany wewnatrzkomorkowy szlak
przekazywania sygnalu, ktory jest odpowiedzia na stres ER. Polega na
zwiekszeniu ekspresji genéw bialek opiekunczych ER, zahamowaniu
translacji i degradacji niesfaldowanych bialek. UPR jest posredniczona przez

obecne w ER biatka IRE1, ATF6 (ang. activating transcription factor 6) i
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kinaze ER PKP-podobng (PERK, ang. PKP-like ER kinase), ktorych aktywacja
zalezy od dysoscjacji z GRP78 na skutek stresu siateczki Srodplazmatyczne;j.
Odpowiedz na niesfaldowane biatka zapewnia przezycie komorki przez
szybkie i skuteczne przeciwdzialanie stresowi ER. Brak tej odpowiedzi, jak
réowniez trwajacy zbyt dlugo powazny stres ER, wywoluja $Smierc
apoptotyczna komorki i przyczyniaja sie do patogenezy wielu stanow
chorobowych w organizmie cztlowieka, wlaczajac chorobe Alzheimera,
Parkinsona i cukrzyce [47].

Homocysteina (5 mmol/l), podobnie jak inne induktory stresu ER, obniza
ekspresje mRNA zewnatrzkomorkowej dysmutazy ponadtlenkowej (EC-SOD,
ang. extracellular superoxide dismutase) i sekrecje tego biatka w komoérkach
miesni gladkich naczyn krwionosnych (VSMC, ang. vascular smooth muscle
cells) szczura. Ponadto powoduje wzrost ekspresji mRNA GRP78 i aktywuje
PERK. Tauryna (0,5-10 mmol/l) zapobiega procesom indukowanym przez
homocysteine [48].

W badaniach prowadzonych na linii komoérkowej ARP-19 (ang. retinal-
pigmented epithelial cell line) wykazano, ze D,L-Hcy powoduje ponad 4-
krotny wzrost ekspresji czynnika wzrostu srodblonka naczyn (VEGF, ang.
vascular endothelial growth factor). L-HTL i DTT powoduja odpowiednio 7,9 i
8,8-krotny wzrost ekspresji VEGF, natomiast L-Cys nie ma istotnego
wpltywu [49]. VEGF jest sekrecyjng glikoproteinag, ktéra powoduje zmiany
przepuszczalnosci warstwy komoérek sSrodbtonka [50], a jej ekspresja
wzrasta w odpowiedzi na czynniki wywolujace stres siateczki
srodplazmatycznej [S1]. Do takich czynnikow nalezy homocysteina, ktora
zaburza tworzenie wigzan dwusiarczkowych i faldowanie biatek wewnatrz
ER [46]. W celu stwierdzenia, czy Hcy aktywuje UPR, badano ekspresje
genow stresu ER. Zaobserwowano wzrost ekspresji GADD153 i GPR78 pod
wptywem D,L-Hcy, L-HTL i DTT. Podczas UPR synteza biatka jest
zahamowana przez fosforylacje czynnika inicjujacego translacje elF2a.
Zahamowanie inicjacji translacji, paradoksalnie prowadzi do zwiekszonej
ekspresji ATF4 (ang. activating transcription factor 4). Struktura mRNA ATF4
zawiera kilka krotkich otwartych ramek odczytu, ktore poprzedzaja
funkcjonalna sekwencje kodujaca. Fosforylacja elF2a stwarza warunki,
ktore faworyzuja reinicjacje i synteze ATF4 w komorkach poddanych
stresowi ER. D,L-Hcy indukuje ekspresje VEGF w linii ludzkich komorek
ARP-19 przez aktywacje transkrypcji VEGF zalezna od ATF4 [49].
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1.3.5 S-homocysteinylacja biatek

Homocysteina ma zdolnos¢ tworzenia wiazan dwusiarczkowych z resztami
cysteiny biatek, co jest potencjalnym mechanizmem toksycznego wplywu
Hcy na srodblonek i rozwoju miazdzycy [52]. Zredukowane, utlenione i
zwigzane z biatkiem formy Hcy, Cys i Cys-Gly osocza podlegaja reakcjom
utleniania i redukcji oraz wymiany dwusiarczkowej [53]. Reszty cysteiny
bialek zaangazowane sg w funkcje wielu enzymoéw, biatek strukturalnych i
receptorow, dlatego interakcja z nimi moze zaburza¢ pewne szlaki
metabolizmu komoérkowego. W celu zbadania roli homocysteiny w
uszkodzeniu sSrodblonka przeprowadzono eksperymenty polegajace na
wiazaniu Hcy, Cys i glutationu do bialek w liniach komorek czlowieka
eksponowanych na Hcy i jony miedzi. Dodanie jonéw miedzi, ktoére
uczestnicza w utlenianiu grup tiolowych, powoduje wzrost poziomu frakcji
tioli zwigzanych z biatkami. Sposréd badanych zwigzkéw tiolowych, Hcy
wykazuje najwyzsza tendencje do tworzenia wigzan dwusiarczkowych z
biatkami. Zaproponowano, ze takie dziatanie Hcy jest jednym z powodow jej
szkodliwego wplywu na komorke [54].

Homocysteina ma wyzsze od cysteiny powinowactwo do miejsc wiazacych
Cys bialek osocza in vitro i in vivo. Z tego wzgledu Hcy moze zastepowac Cys
zwiazana do bialka, jednak cysteina nie moze zastapi¢ homocysteiny [53].
Wiazanie homocysteiny do biatka osocza jest dwufazowe. W pierwszym
etapie, Hcy wypiera cysteine zwiazang 2z biatkiem wiazaniem
dwusiarczkowym przez reakcje substytucji nukleofilowej z udzialem jonu
tiolanowego Hcy (Hcy-S-). Reakcja ta jest szybka i nie zalezy od dostepu
tlenu. Jest to zgodne z faktem, ze w pH obojetnym reakcje wymiany tiol-
dwusiarczek przebiegaja z duza szybkoscia. Drugi etap, polega na
utlenianiu tioli, jest wolniejszy i zalezny od obecnosci tlenu [S5].

Glownym bialkiem wiazacym Hcy wiazaniem dwusiarczkowym w osoczu
krwi jest albumina (zawiera okolo 1 czasteczki Hcy na 100 czasteczek
biatka) i y-globulina (wiaze okolo 3,4 czasteczki Hcy na 100 czasteczek
biatka). Inne proteiny zawierajg ponad 10-krotnie mniej S-Hcy-biatka niz
albumina [56].

Albumina stanowi ponad 50% biatka osocza i jej stezenie wynosi 0,6-0,75
mmol/l. Kazdy z lancuchéw (A, B) homodimeru albuminy fatduje sie w trzy

domeny strukturalnie (I, II, III) zdefiniowane przez 17 wiazan
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dwusiarczkowych, utworzonych przez 34 reszty cysteiny (Rysunek 7, str.
29).

Jedna z reszt cysteiny albuminy (Cys 34) nie uczestniczy w tworzeniu
wigzan dwusiarczkowych. Wartos¢ pKa grupy tiolowej tej reszty, w
odroznieniu od wiekszosci niskoczasteczkowych aminotioli obecnych w
osoczu, jest bardzo niskie i wynosi okolo 5. Z tego wzgledu w warunkach
fizjologicznego pH, albumina wystepuje glownie jako jon tiolanowy, ktory
jest silnie reaktywny w stosunku do metali, tioli i dwusiarczkéw. Jon

tiolanowy powstaje w wyniku dysocjacji grupy tiolowej (Reakcja 1).

R-SH<«<R-S +H"

Reakcja 1

Reszta Cys 34 okolo 1/3 czasteczek albuminy jest zaangazowana w
wiazanie dwusiarczkowe [57], np. z Hcy lub Cys. Zastapienie cysteiny
zwigzanej z Cys 34 albuminy-Cys34-S-S-Cys przez homocysteing moze
zachodzi¢c dwoma szlakami:

1) grupa tiolowa homocysteiny reaguje z siarka cysteiny zwiazanej z
albuming tworzac mieszany dwusiarczek Hcy-Cys i wolny anion tiolanowy

albuminy (Reakcja 2);

Hcy-S + Alb-Cys34@S-Cys —> Hey-S-S-Cys + Alb-Cys34-S’

Reakcja 2

i/lub 2) grupa tiolowa homocysteiny wchodzi w reakcje z siarka Cys 34
albuminy tworzac albumine-Cys34-S-S-Hcy i wolny anion tiolanowy

cysteiny (Reakcja 3).

Y

Hcy-S + Alb-Cys34-S-S-Cys — Alb-Cys34-S-S-Hcy + Cys-S

Reakcja 3

Sengupta i wsp. [58] postuluja, ze w warunkach fizjologicznego pH przewaza
reakcja 1, co uzasadniaja wartoscia pKa. anionow tiolanowych. pKa. anionu
tiolanowego albuminy jest nizsze (okoto 5) niz anionu tiolanowego cysteiny

(okoto 8,2). Z tego wzgledu w pH 7,4 anion tiolanowy albuminy bedzie
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bardziej stabilny termodynamicznie niz anion tiolanowy Cys, faworyzujac
reakcje 1. W poczatkowej fazie reakcji 1, homocysteina preferencyjnie
atakuje atom siarki cysteiny albuminy-Cys34-S-S-Cys, tworzac anion
tiolanowy albuminy i mieszany dwusiarczek Hcy-Cys. W drugiej fazie
reakcji, anion tiolanowy albuminy atakuje Hcy-Cys preferencyjnie na siarke
homocysteiny i powstaje albumina-Hcy i anion tiolanowy cysteiny (Reakcja
4).

Alb-Cys34-S + Hcy-SéCys — Alb-Cys34-§-S- Hey + Cys -S

Reakcja 4

Anion tiolanowy albuminy moze tez atakowac siarke Cys w dwusiarczku

Hcy-Cys i powstaje albumina-Cys i anion tiolanowy Hcy (Reakcja 5).

Alb-Cys34-S + Hcy-8-S-Cys — Alb-Cys34-S-S-Cys +Hcy -S

Reakcja 5

Poniewaz pK. wolnej homocysteiny (okolo 9) jest wyzsze niz pKa. wolnej
cysteiny (okoto 8,2) [59, 60], anion tiolanowy Cys bedzie bardziej stabilny
termodynamicznie w pH 7,4 niz anion tiolanowy Hcy [58]. Gilbert [61]
wykazal, ze kiedy anion tiolanowy atakuje niesymetryczny dwusiarczek,
tiolem opuszczajacym dwusiarczek jest ten, ktory ma nizsze pKa. Albumina
cztowieka posredniczy w przeksztalceniu Hcy do formy dwusiarczkowe;j
(homocystyna lub mieszany dwusiarczek Hcy-Cys) przez reakcje wymiany
tiol-dwusiarczek (zastapienie jednego z tioli dwusiarczku przez inng grupe
tiolowa).

Glowna role w procesie powstawania homocystyny odgrywa wymiana tiol-
dwusiarczek. Drugorzedne znaczenie ma utlenianie Hcy, zalezne od jonéw
miedzi zwiazanych z albumina. Biatko to transportuje 5-10% calkowite;j
miedzi obecnej we krwi. Po usunieciu miedzi z albuminy przeksztalcenie
Hcy do formy dwusiarczkowej, jest zredukowane jedynie o 20%. Sengupta i
wsp. postuluja, ze Hcy i Hcy-Cys moga szkodliwie oddzialywac¢ na uklad

krazenia przez reakcje wymiany tiol-dwusiarczek [62].
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Badania in vitro, jak i in vivo wykazaly, ze post-translacyjna modyfikacja
biatek przez homocysteine, polegajaca na S-homocysteinylacji, moze miec
wazne konsekwencje funkcjonalne (Tabela 3).

Tabela 3. Przyklady i konsekwencje S-homocysteinylacji bialek

Biatko Ilos¢ Hcy/pozycja Funkcja biatka Efekt
S-homocysteinylacji
Fibronektyna S czasteczek Hcy na Wiazanie Inhibicja wigzania
[63] 1 czgsteczke biatka, fibronektyny do fibryny
glownie w regionie  fibryny jest wazne
C-koncowym, w dla procesu
obrebie lub krzepniecia krwi i
sgsiedztwie domeny gojenia sie ran
wiazacej fibryne
Transtyretyna Cys 10 Transportuje Moze miec¢ udziat w
(64, 65] tyroksyne i powstawaniu choréb
’ kompleks biatko amyloidowych
wiazace retinol-
retinal. Jest
zaangazowana w
tworzenie zlogow
amyloidowych w
schorzeniach
zwanych
amyloidozami
Aneksyna II Cys 9 Dokujace biatko Inhibicja wigzania
(66, 67] powierzchniowe tkankowego
’ komoérek aktywatora
Srodblonka dla plazminogenu
tkankowego
aktywatora
plazminogenu
Czynnik Va Cys 539, Istotny kofaktor Zahamowanie
kompleksu inaktywacji czynnika
[27] Cys 585, protrombiny, ktéry Va przez aktywowane
Cys 1085, przeksztalca biatko C (Rysunek 4)
rotrombine w
Cys 1960, P trombine
Cys 2113
Wiele  potencjalnie  szkodliwych  efektow  homocysteiny  zostalo

scharakteryzowanych na podstawie badan prowadzonych in vitro lub na
liniach komorkowych. Badania te napotykaja na okreslone ograniczenia.
Przede wszystkim wigekszoS¢ z nich prowadzona jest przy stezeniach
homocysteiny przekraczajacych stezenia fizjologiczne, a nawet patologiczne.
Ponadto, wigkszosc¢ szkodliwych efektéw homocysteiny bylo powtérzonych

przez inne zwiazki tiolowe, np. cysteine, ktéra nie ma zwigzku z miazdzyca.
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Poza tym, homocysteina dodana do hodowli komorkowych, ulega
przeksztalceniom (enzymatycznym i nieenzymatycznym) do innych
metabolitéw, jednak w wiekszosci badan toksycznosci Hcy procesy te nie
byly analizowane. Jednym z metabolitow homocysteiny, o potencjalnym
udziale w patologii chorob krazenia, jest jej tiocykliczna forma - tiolakton

homocysteiny.

1.4 Tiolakton homocysteiny — powstawanie i wlasciwosci

Na poczatkowym etapie translacji, ze wzgledu na podobienstwo strukturalne
do niektorych aminokwasow, homocysteina moze byc¢ blednie aktywowana
przez syntetazy aminoacylo-tRNA (AARS). In vitro bledna aktywacje Hcy
przeprowadzaja 3 syntetazy klasy I: metionylowa (MetRS), izoleucylowa
(IleRS) i leucylowa (LeuRS) [2]. Dwie inne syntetazy: walilowa (ValRS) (klasa
I) i lizylowa (LysRS) (klasa II) aktywuja Hcy mniej wydajnie. Homocysteina
nie zostaje wlaczona do syntetyzowanego lancucha polipeptydowego ze
wzgledu na mechanizm korekcyjny syntetaz. Jako produkt reakcji
naprawczej blednie aktywowanej Hcy powstaje tiolakton homocysteiny
(HTL). Przeksztalcenie homocysteiny do HTL jest dwuetapowe. W pierwszym
etapie (Reakcja 6), odpowiednia AARS z udzialem ATP katalizuje aktywacje
homocysteiny. Produktem jest homocysteinylo-adenylan przylaczony do

AARS.

MetRS+Hcy+ATP«MetRS-Hcy~AMP+PP;
Reakcja 6

W drugim etapie (Reakcja 7), grupa tiolowa lancucha bocznego Hcy, reaguje
z aktywowana grupa karboksylowa Hcy, z utworzeniem tiolaktonu
homocysteiny. In vivo HTL powstaje z homocysteiny w reakcji katalizowane;j
przez MetRS u E. coli [68], S. cerevisiae [69] oraz w liniach komorek
ssaczych, takich jak HelLa (ang. human cervical carcinoma), RAG (ang.
mouse renal carcinoma) i CHO (ang. chinese hamster ovary). HTL nie jest
natomiast syntetyzowany przez normalne fibroblasty czltowieka (GM 1374) i

myszy (Balb/c 3T3).
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tioli wigzania
AP~ O tioli

-AMP

Micjsce T ( /INH > Q_NHZ
e Migjsce \ _HS ? 5%,

Aamp” O Tiolakton
homocysteiny
Reakcja 7
W normalnych komoérkach ssaczych jak i drozdZzowych, homocysteina ulega
przemianie do cysteiny, co prowadzi do niskiego stosunku Hcy/Met i
obnizenia syntezy HTL. Wysoki stosunek Hcy/Met powoduje wzmozonag
synteze tiolaktonu homocysteiny przez MeRS [70]. Ludzkie linie komoérkowe
z rozregulowanym metabolizmem Hcy (mutacja w genie (-syntazy
cystationiny i/lub aminopteryna, ktéra zapobiega remetylacji homocysteiny
do metioniny przez syntaze metioninowa) produkuja wiecej HTL niz komorki
normalne [71]. W obecnosci fizjologicznych stezen Hcy, Met i kwasu
foliowego, ludzkie komorki srodbtonka zyly pepowinowej, przeksztalcaja Hcy
do tiolaktonu homocysteiny. WydajnosS¢ tego przeksztalcenia jest wprost
proporcjonalna do stezenia homocysteiny i odwrotnie proporcjonalna do
stezenia metioniny, co potwierdza zaangazowanie MetRS w ten proces. Kwas
foliowy inhibuje synteze HTL przez obnizenie stezenia Hcy i podniesienie
stezenia Met w komorkach srodbtonka [56].
W powstawaniu tiolaktonu homocysteiny u E. coli oprocz MetRS uczestnicza
tez IleRS i LeuRS [72]. Z powodu kompartmentacji metabolizmu
homocysteiny w komorkach E. coli, endogenna Hcy (powstajaca na szlaku
metabolizmu Met), ulega reakcji korekcyjnej przez MetRS [73]. Egzogenna
Hcy (pobrana z medium komoérkowego) ulega blednej aktywacji i reakcji
korekcyjnej przez I1eRS i LeuRS [72].
Syntetaza metionylo-tRNA posiada 3 wazne rejony w centrum aktywnym: 1)
miejsce zawierajace Asp 52 i Arg 233, ktore wiaza odpowiednio grupy a-
aminowe i karboksylowe aminokwasow bedacych substratami; 2) centrum
specyficznosci obejmujace Trp 305, Phe 197 i Tyr 15, ktére preferencyjnie
wiaze tancuch boczny prawidlowego substratu — Met; 3) miejsce wiazania
tioli, ktére reaguje z grupa tiolowa lancucha bocznego Hcy i ulatwia
tworzenie wigzania tioestrowego podczas reakcji naprawczej. Interakcje

miedzy metioning a Trp 305 i Tyr 15 prawdopodobnie polegaja na wigzaniu
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grupy metylowej Met przez hydrofobowy tancuch boczny Trp 305 i
utworzeniu wiazania wodorowego miedzy atomem siarki Met a wodorem
grupy hydroksylowej Tyr 15. Grupa metylowa metioniny znajduje sie
pomiedzy tancuchem bocznym Trp 305 i Phe 197. Prawdopodobnie wiazanie
wodorowe miedzy siarkga Met a Tyr 15, moze tworzy¢ sie tylko wtedy, gdy
grupa metylowa jest zwiazana w miejscu aktywnym przez interakcje z Trp
305. W przypadku homocysteiny, ktora nie ma grupy metylowej, wiazanie
wodorowe najprawdopodobniej nie powstaje, poniewaz Hcy jest luzniej
zwiazana z centrum aktywnym [74].

Synteza tiolaktonu homocyteiny jest uniwersalna i zachodzi we wszystkich
dotychczas badanych organizmach, takich jak: cztowiek, mysz, drozdze,
rosliny i bakterie.

Tiolakton homocysteiny jest cyklicznym tioestrem (Rysunek 5), ktory w
warunkach laboratoryjnych mozna otrzymac przez wewnatrzczasteczkowa

kondensacje metioniny (Reakcja 8).

HoN

S >=J

Rysunek 5. Tiolakton homocysteiny; wzér strukturalny i model przestrzenny (atomy

wegla — kolor turkusowy, siarki — z61ty, tlenu - czerwony, azotu — granatowy)

NH,
O NH,-HI
oy HI. 120°C 0
s -CH,| d
CH

Reakcja 8

Metionina ogrzana do temp. 120°C w obecnosci jodowodoru przez 4 h
zostaje  przeksztalcona do HTL 2z uwolnieniem jodku metylu.
Wewnatrzczasteczkowa kondensacja homocysteiny do HTL zachodzi w

obecnosci HCI (Reakcja 9).
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NH,
O NH,-HCI

HCI, 100°C 0
'Hzo

OH

SH

Reakcja 9

W warunkach fizjologicznych (pH 7,4; 37°C) okres poéitrwania HTL wynosi
okolo 25 h. W srodowisku alkalicznym hydrolizuje do Hcy (w 0,1 M NaOH w
temperaturze pokojowej catkowicie hydrolizuje w przeciggu 15 minut).
Podobnie jak wszystkie tioestry, HTL absorbuje swiatlo UV z maksimum
absorpcji przy 240 nm i wspoélczynnikiem ekstynkcji €240 = 5500 M-lcm-!. Ze
wzgledu na pK. grupy a-aminowej (7,1) oraz wolnag grupe karboksylowa, w
pH okoto 8 HTL jest w przewadze obojetny, natomiast w pH okolo 6 -

glownie naladowany dodatnio [75].

1.5 Znaczenie biologiczne tiolaktonu homocysteiny

Tiolakton homocysteiny dziata cytotoksycznie, powodujac apoptoze komorek
i indukujgc odpowiedz na niesfaldowane biatka. Ponadto jest wysoce
reaktywny w stosunku do bialek, ktore w jego obecnosci ulegaja modyfikacji

i nabywaja wlasciwosci antygenowych.

1.5.1 Indukcja apoptozy i odpowiedzi na niesfatdowane biatka

Tiolakton homocysteiny (0,05-0,2 mmol/l) indukuje niezalezna od szlaku
kaspazy apoptoze komorek srodblonka naczyn krwionosnych [76]. Wykazuje
rowniez toksyczny wplyw na ludzkie promieloidalne komérki HL-60.
Apoptoza komorek HL-60 indukowana przez HTL (0,5 mmol/l), jest zalezna
od indukowanej nadtlenkiem wodoru aktywacji kaspazy 3 [77]. HTL
wywotuje apoptoze kultur komoérkowych ludzkich trofoblastow, przy czym
efekt ten moze by¢ ograniczony przez antyoksydanty, takie jak witamina C
czy N-acetylocysteina. W poréwnaniu 2z komorkami kontrolnymi
inkubowanymi z 0,4 mmol/l Cys, komorki inkubowane z 0,4 mmol/l HTL
wykazuja zwiekszona ekspresje biatka pS3 i proapoptotycznego biatka Bak.
Ekspresja antyapoptotycznego biatka Bcl-2 i proapoptotycznego biatka Bax,
nie ulega zmianie w odpowiedzi na HTL [78].

Zaréwno homocysteina (1 mmol/l) jak i HTL (0,25 mmol/]l) indukuja
apoptoze linii komoérek HUVEC, jednak HTL znacznie wydajniej aktywuje
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kaspaze 3 i indukuje wydzielanie IL-8. Efekt wywolany przez Hcy i HTL, tak
jak w przypadku ludzkich trofoblastow, jest redukowany w obecnosci
antyoksydantow. Antyoksydanty zwiekszaja przezywalnosci komorek
poddanych dziataniu Hcy lub HTL, aczkolwiek nie eliminuja catkowicie
apoptozy. Programowana Smier¢ komoérek indukowana przez homocysteine i
jej pochodna, jest jedynie w pewnym stopniu zalezna od udzialu
reaktywnych form tlenu [79]. Warto zwroci¢ uwage na fakt, ze dyskutowane
efekty sg obserwowane przy nizszych stezeniach HTL niz Hcy.

Tiolakton homocysteiny (10 mmol/l) indukuje UPR w linii komé6rek ARP-19
(ang. retinal-pigmented epithelial cell line), o czym swiadczy podwyzszenie
poziomu ekspresji czynnika wzrostu srodblonka naczyn, a takze GADD153 i
GPR78. Wzrost ekspresji VEGF, indukowany tiolaktonem homocysteiny, jest
prawie 2-krotnie wyzszy, niz indukowany przez Hcy o takim samym

stezeniu [49].

1.5.2 N-homocysteinylacja biatek

Powstajacy w komorce tiolakton homocysteiny ulega sekrecji, hydrolizie do
Hcy, a takze jest wprowadzany do  bialek wewnatrz- i
zewnatrzkomorkowych. Energia bezwodnikowego wigzania Hcy~AMP jest
zachowana w wiazaniu tioestrowym HTL, ktore jest bardzo podatne na
reakcje z nukleofilami. W warunkach fizjologicznych (pH 7,4; 37°C)
preferencyjnie reaguje z grupa e-aminowa reszt lizyny biatek. Grupa e-
aminowa wolnej lizyny wykazuje 3-krotnie wyzsza reaktywnosS¢ wzgledem
HTL niz grupa a-aminowa [75]. Mechanizm inkorporacji homocysteiny do
lancucha polipeptydowego polega na acylacji grupy e-aminowej reszt lizyny

przez zaktywowanag grupe karboksylowa HTL (Rysunek 6) [71].

i NH,
NH, + NH, _» N\H/K/\SH
S o]
(0]

Tiolakton
Ne-Lys-biatko homocysteiny Ne-Hcey-Lys-biatko

Rysunek 6. N-homocysteinylacja biatka

N-homocysteinylacja bialek byla poczatkowo odkryta w kulturach
komorkowych [22, 56, 71], a nastepnie w organizmie cztowieka [80, 81]. We

krwi czlowieka obecne sa zarowno tiolakton homocysteiny [81-83] jak i N-
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homocysteinylowane biatka [17, 80, 84|. Stezenie HTL u zdrowych ludzi
waha sie od O do 34,8 nmol/l, a Srednie wynosi 2,82 + 6,13 nmol/] (n = 60),
co stanowi od O do 0,28% catkowitej Hcy (Srednio 0,023 = 0,05%) [18]. W
osoczu czlowieka Hcy zwigzana wigzaniem amidowym z bialkiem stanowi od
0,3 do 23% calkowitej Hcy. N-Hcy-biatka sa zatem waznym komponentem
metabolizmu Hcy u czlowieka. Okolo 0,6% czasteczek hemoglobiny zawiera
jedna czasteczke Hcy polaczong wigzaniem amidowym lub peptydowym.
Albumina surowicy i y-globuliny zawieraja okolo 0,36% N-Hcy-biatka.
Pozostatle biatka (LDL, HDL, transferyna, antytrypsyna i fibrynogen)
zawierajg 0,04-0,1% N-Hcy-biatka.

Intensywnos¢ N-homocysteinylacji bialek w kulturach komorek sréodblonka
wzrasta ze wzrostem stezenia Hcy i spada ze wzrostem stezenia kwasu
foliowego i HDL. W wigkszosci przebadanych surowic czlowieka poziom N-
Hcy-bialek rosnie rowniez ze wzrostem poziomu Hcy. W niektérych
przypadkach mimo wysokiego stezenia Hcy surowicy nie obserwuje sie
wysokiej zawartosSci N-Hcy-biatka, co moze by¢ spowodowane wysokim
poziomem tiolaktonazy/paraoksonazy (Rozdziat 1.6). Poziom N-Hcy-biatka
jest negatywnie skorelowany ze stezeniem metioniny, kwasu foliowego i
HDL.

Okolo 0,36% czasteczek albuminy surowicy czlowieka, zawiera jedna
czasteczke Hcy, przylaczona wigzaniem amidowym [56]. We krwi czlowieka
wystepuja dwie podstawowe formy albuminy [57]: albumina-Cys34-SH,
zwana merkaptoalbuming oraz albumina-Cys34-S-S-Cys; te dwie formy
stanowig odpowiednio dwie trzecie i jedna trzecia, calkowitej albuminy. W
obiegu obecne sa rowniez albumina-Cys34-S-S-Hcy [85] oraz N-Hcy-
albumina [17], ktore stanowia ok. 1-2% albuminy i zawieraja ponad 80%
Hcy osocza [22]. Preferencyjnym miejscem N-homocysteinylacji albuminy,
jest reszta Lys 525. Formy dwusiarczkowe albuminy ulegaja N-
homocysteinylacji szybciej niz merkaptoalbumina, zatem reaktywnoSc¢ reszt
Lys albuminy z HTL zalezy od statusu reszty Cys 34. W N-
homocysteinylowanej albuminie-Cys34-S-S-Cys ma miejsce wymiana tiol-
dwusiarczek miedzy nowo wprowadzona Hcy a dwusiarczkiem na Cys 34 i

regeneracja wolnej grupy tiolowej na Cys 34 (Reakcja 10).
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Alb-Cys34-S-S-Cys + HTL — N-(Hcy-SH)-Alb-Cys34-S-S-Cys<>

N-(Hcy-S-S-Cys)-Alb-Cys34-SH
Reakcja 10
N-homocysteinylacja mieszaniny dwéch gtéwnych form albuminy krazacych
we krwi prowadzi do jednego produktu, ktorym jest N-(Hcy-SH)-albumina-
Cys34-SH. Wymiana tiol-dwusiarczek zachodzi w ukladzie trans, miedzy
roznymi czasteczkami albuminy. Wewnatrzczasteczkowa wymiana tiol-
dwusiarczek jest mato prawdopodobna ze wzgledu na odleglos¢ dzielaca Cys

34 (domena I) i Lys 525 (domena III) w strukturze albuminy.

A~ 395 R

B

K525

Rysunek 7. Struktura przestrzenna dimeru albuminy czlowieka z uwzglednieniem
podzialu na domeny: I (kolor niebieski), II (zielony), III (szary). Zaznaczono dystans
miedzy atomem siarki laficucha bocznego C34 a atomem azotu laficucha bocznego
K525 w laficuchu A i B. Narysowano wedlug 1bmO.pdb [86]

Ze wzgledu na niskie pKa. (okolo 5) anionu tiolanowego Cys 34, jest on
bardziej stabilny termodynamicznie niz anion tiolanowy Hcy. Niskie pKa
tiolanu Cys 34 sprawia rowniez, ze wymiana tiol-dwusiarczek N-(Hcy-SH)-
albuminy-Cys34-SH z albuming-Cys34-S-S-Cys jest termodynamicznie
bardziej uprzywilejowana niz z Cys. Rowniez inne N-homocysteinylowane

bialka, takie jak: transferyna, hemoglobina, cytochrom c, fibrynogen,
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antytrypsyna i mioglobina moga usuwac¢ Cys z dwusiarczkowej formy
albuminy (albumina-Cys34-S-S-Cys), uwalniajac grupe tiolowa cysteiny 34.
Wiazanie dwusiarczkowe na konserwatywnej reszcie Cys 34 ulatwia
przeksztalcenie N-homocysteinylowanej merkaptoalbuminy do formy
bardziej podatnej na proteolize. Formy N-(Hcy-SH)-albumina-Cys34-S-S-Cys
i albumina-Cys34-S-S-Hcy sa bardziej podatne na proteolize niz albumina-
Cys34-SH. Ugrupowanie dwusiarczkowe na Cys 34 moze odgrywac istotna
role w ulatwianiu proteolitycznego rozkladu N-homocysteinylowane;j
albuminy. N-homocysteinylowana albumina poddana dziataniu H,O> tworzy
agregaty [87].

N-homocysteinylacja prowadzi do inaktywacji enzymow takich jak MetRS
oraz trypsyna, przy czym spadek aktywnosci jest proporcjonalny do stopnia
modyfikacji. MetRS ulega pelnej inaktywacji, gdy 8-9 reszt Hcy jest
wprowadzonych na czasteczke biatka (co odpowiada ok. 33%
zmodyfikowanych reszt Lys), natomiast trypsyna jest inaktywowana po
zwigzaniu 11-12 reszt Hcy na czasteczke biatka (zmodyfikowanych ok. 88%
reszt Lys) [22].

Modyfikacja tiolaktonem homocysteiny lipoproteiny o wysokiej gestosci
(HDL) powoduje spadek aktywnosSci zwiazanej z nia paraoksonazy (PON).
Enzym PON zapobiega rozwojowi miazdzycy, poniewaz chroni LDL [88] i
HDL [89] przed peroksydacja lipidow [90]. Znaczny spadek aktywnosci
enzymu w HDL inkubowanej z HTL sugeruje, ze N-homocysteinylacja HDL
moze obniza¢ jej wlasciwosci ochronne przeciwko uszkodzeniu
oksydacyjnemu i przeciwko toksycznosci tiolaktonu homocysteiny (Rozdziat
1.6) [90].

Wydaje sie, ze dla rozwoju miazdzycy duze znaczenie ma modyfikacja
lipoprotein, w szczegolnosci LDL. Utlenienie LDL jest istotnym etapem
rozwoju plytki miazdzycowej. Kowalencyjne zmiany wprowadzane w LDL
(acetylacja, utlenienie, glikozylacja) zwiekszaja pobieranie lipoproteiny i
magazynowanie cholesterolu wewnatrz komorki. Ponadto utleniona lub
glikozylowana LDL indukuje peroksydacje lipidow w kulturach
komérkowych [91, 92]. Modyfikacja reszt His i Lys apolipoproteiny B (apo-B
100) 4-hydroksy-2-nonenalem przeksztalca LDL do formy aterogennej, ktora
pobierana jest przez makrofagi, prowadzac do tworzenia komorek
piankowych [93]. W obecnosci tiolaktonu homocysteiny LDL wulega N-
homocysteinylacji. N-Hcy-LDL, produkt acylacji HTL grup e-aminowych
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reszt Lys apo-B, moze byc¢ rowniez uwiklany we wzrost aterogennosci LDL
[94]. Poparciem tej hipotezy jest fakt, ze N-Hcy-LDL jest bardziej podatna na
spontaniczng precypitacje niz niezmodyfikowany odpowiednik oraz ulega
szybszej internalizacji za  poSrednictwem = receptorow  blonowych
makrofagéw, co prowadzi do wigckszej akumulacji cholesterolu wewnatrz
komorki [95].

Uwaza sie, ze podwyzszony poziom adduktu N-Hcy-LDL moze
odzwierciedla¢c wysokie stezenie Hcy. Jest to potencjalny marker
diagnostyczny do wykrywania podwyzszonego stezenia Hcy w systemach
biologicznych. N-Hcy-LDL wywotuje odpowiedz immunologiczna, dzieki
czemu mozliwe bylo wyprodukowanie przeciwcial poliklonalnych
skierowanych przeciwko temu adduktowi [96].

N-Hcy-LDL indukuje produkcje nadtlenku wodoru przez ludzkie komérki
srodbtonka aorty (HAEC) i spadek zZywotnosci tychze komorek. N-
homocysteinylowana LDL zostaje wprowadzona do komoérek, po czym na
skutek hydrolitycznej degradacji uwolniana jest Hcy. D,L-Hcy, podobnie jak
inne zwiazki tiolowe, moze generowac reaktywne formy tlenu: anionorodnik
ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru oraz rodnik hydroksylowy, i inicjowac
peroksydacje lipidow. Wyniki te potwierdzily przypuszczenia, ze
peroksydacja lipidow indukuje uszkodzenie i Smier¢ komoérek srodblonka
[97].

Tiolakton homocysteiny, podobnie jak Hcy, ma wplyw na proces fibrynolizy.
Skrzepy z osocza traktowanego HTL ulegaja lizie wolniej niz skrzepy
kontrolne, a wielkos¢ tego efektu zalezy od stezenia HTL. Fibrynogen
zmodyfikowany HTL tworzy skrzepy podobne do skrzepow powstajacych z
fibrynogenu krolikow z hiperomocysteinemia; cienkie, ciasno upakowane i
bardziej odporne na fibrynolize niz skrzepy kontrolne. Na podstawie
opisanych wynikow Sauls i wsp. sugeruja, ze N-homocysteinylacja
fibrynogenu, moze prowadzi¢ do wzrostu odpornosci skrzepéw fibrynowch
na lize, przez co przyczynia¢ si¢ do zwigckszonego ryzyka choréb krazenia
zwigzanych z hiperhomocysteinemia [36].

N-homocysteinylacja fibrynogenu zwieksza pojemnos¢ wiazania tkankowego
aktywatora plazminogenu i spowalnia aktywacje plazminogenu przez TPA,
nie wplywa natomiast na wiagzanie plazminogenu do fibryny. Reszty lizyny
fibrynogenu pelnia wazna funkcje w procesie krzepniecia krwi, poniewaz sa

glownym miejscem wigzania enzymow fibrynolitycznych i miejscem ciecia
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dla plazminy. Kilka z 12 zidentyfikowanych N-homocysteinylowanych reszt
Lys fibrynogenu znajduje si¢ w poblizu miejsc wigzania TPA i plazminogenu.
Prawdopodobnie N-homocysteinylacja reszt lizyny fibrynogenu prowadzi do
ostabionej fibrynolizy [98]. Hipoteza ta wydaje si¢ bycC poparta przez
najnowsze wyniki badan Undas i wsp. [37], ktérzy wykryli korelacje miedzy
poziomem Hcy osocza a wlasciwosciami skrzepu fibrynowego u ludzi
(Rozdzial 1.3.1).

Zagrozenie dla funkcji komoérek i catego organizmu, jakie stwarza tiolakton
homocysteiny i N-Hcy-biatka, nie pozostalo bez ewlucyjnej odpowiedzi —

powstaly systemy usuwania obu komponentow.

1.5.3 Immunogennos¢é N-homocysteinylowanych biatek

Modyfikacje (karbamylacja, acetylacja, etylacja, metylacja) reszt Lys
albuminy, fibrynogenu lub LDL indukuja powstawanie przeciwcial o
wysokiej specyficznosci przeciwko danej modyfikacji u zwierzat
eksperymentalnych [99]. Autoprzeciwciatla skierowane przeciwko utlenionej
LDL, adduktowi LDL z malonylodialdehydem lub 4-hydroksynonenalem
zidentyfikowano in vivo [100]. Rowniez biatka zmodyfikowane tiolaktonem
homocysteiny moga byc¢ fizjologicznie szkodliwe i wywolywac¢ odpowiedz
immunologiczna. Ferguson i wsp. jako pierwsi udowodnili, 2ze N-
homocysteinylowana LDL jest immunogenna i uzyskali przeciwciala
poliklonalne skierowane przeciwko adduktowi N-Hcy-LDL.
Scharakteryzowali specyficznosS¢ rozpoznawania adduktéw N-Hcy-biatko
surowicy. Poliklonalne kroélicze przeciwciala specyficzne wzgledem N-
homocysteinylowanej LDL wiazg kroélicza LDL, hemoglobine i albumine,
ktorych 40% reszt Lys zostalo zmodyfikowanych HTL. W kompetycyjnych
reakcjach ELISA, Hcy, homocystyna ani utleniona LDL. LDL, ktérej reszty
Lys zostaly zmodyfikowane przez acetylacje lub metylacje, nie konkuruja z
N-Hcy-LDL o wiagzanie surowicy immunizowanego zwierzecia [96].

We krwi czlowieka obok N-Hcy-albuminy i N-Hcy-hemoglobiny [17],
wystepuja specyficzne wobec nich autoprzeciwciata. Undas i wsp. wykazali,
ze immunoglobuliny specyficznie rozpoznajace epitop Ne-Hcy-Lys na N-
homocysteinylowanych biatkach sg obecne w organizmie czlowieka. Poziom
przeciwcial anty-Ne-Hcy-Lys-bialko w surowicy jest pozytywnie skorelowany
ze stezeniem caltkowitej Hcy, nie jest natomiast skorelowany z poziomem

Cys i Met osocza. W grupie mezczyzn z przebytym zawalem, Sredni poziom

32



Wprowadzenie

autoprzeciwcial anty-Ne-Hcy-Lys-biatko, byl okolo 50% wyzszy, niz w
kontrolnej grupie oséb zdrowych. U kobiet nie obserwuje sie podobnej
zaleznosci. Na podstawie tych danych postawiono hipoteze, ze Ne-Hcy-Lys-
bialko moze by¢ nowym autoantygenem czlowieka, przyczyniajacym sie do
aktywacji odpowiedzi immunologicznej [101], ktéra jest waznym
modulatorem aterogenezy [102].

Badano zaleznosc¢ przeciwciat specyficznych wzgledem N-
homocysteinylowanych bialek z choroba niedokrwienng serca (CAD, ang.
coronary artery disease). Seropozytywnos¢ wzgledem przeciwcial Ne-Hcy-
Lys-bialko, jest 5-krotnie czestsza wsrod pacjentow z CAD, niz w grupie
kontrolnej (52,3% vs 10,0%; p = 0,0001). Rowniez poziomy Hcy sa wyzsze u
pacjentow z CAD (mediany 13,0 pmol/1 vs 12,1 pmol/l; p = 0,026). Co
wazne 41,2% osob z catkowita Hcy>14,5 mmol/l jest seropozytywnych w
porownaniu z 25,5% os6b z normalnym poziomem Hcy (p = 0,048).
Znaleziono stabg korelacje miedzy przeciwcialami anty-Ne-Hcy-Lys-biatko a
poziomem Hcy (r = 0,16; p = 0,03). Seropozytywnos¢ wzgledem anty-Ne-Hcy-
Lys-bialko jest niezaleznym prognostykiem (ang. predictor) wczesnej choroby
niedokrwiennej serca (OR, 14,82; 95% CI, 4,47 do 49,19; p = 0,00002).
Przeciwciala anty-Ne-Hcy-Lys-bialtko sa skorelowane z poziomem biatka C-
reaktywnego (r = 0,24; p = 0,002). Seropozytywnos¢ wzgledem przeciwciat
anty-Ne-Hcy-Lys-biatko nie wykazuje zwiazku z polimorfizmem MTHFR
Co77T, jest natomiast zwiazana z wczesng CAD. Autoimmunologiczna
odpowiedz wzgledem N-homocysteinylowanej albuminy, moze stanowic
nowy mechanizm zaangazowany we wczesny rozwoj choroby niedokrwiennej

serca [103].

1.6 Detoksyfikacja tiolaktonu homocysteiny

Poglad na temat biologicznego znaczenia tiolaktonu homocysteiny zostatl
poparty przez odkrycie jego hydrolaz. HTL bedac zwiazkiem szkodliwym,
musi byc¢ detoksyfikowany lub usuwany z organizmu. RzeczywiScie, w
ludzkiej surowicy zidentyfikowano enzym o masie czasteczkowej 45 kDa,
bedacy biatkowym komponentem HDL, ktéry specyficznie hydrolizuje HTL
do Hcy. Enzym ten nazwano tiolaktonazg. Do swojej aktywnosci i
stabilnoSci wymaga jonéw wapnia, jest natomiast inhibowany przez
izoleucyne i penicylamine. Badania specyficznosci substratowej wykazaty,

ze HTL jest prawdopodobnie naturalnym substratem dla tiolaktonazy, ktora
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hydrolizuje rowniez inne substraty, np. octan fenylu, octan p-nitrofenylu i
paraokson. N-koncowa sekwencja aminokwasowa tiolaktonazy jest
identyczna z sekwencja paraoksonazy PON1 czlowieka. Paraoksonaza
detoksyfikuje organiczne fosforany. Naturalny substrat i funkcja tego
enzymu byly nieznane. Zaréwno tiolaktonaza, jak i paraoksonaza,
wystepuja w surowicy ssakow, przy czym surowica krolika i myszy zawiera
5-10-krotnie wiecej tiolaktonazy i paraoksonazy niz surowica czlowieka.
Obu enzymoéw nie wykrywa sie w surowicy ptakow. Paraokson i octan fenylu
inhibuja hydrolize HTL przez tiolaktonaze, co wskazuje, ze te trzy zwiazki sa
hydrolizowane przez ten sam enzym. Oba enzymy maja te sama mase
czasteczkowg oraz sa Ca2?t-zaleznymi skladnikami HDL. Tiolaktonaza/
paraoksonaza przez detoksyfikowanie HTL moze odgrywac istotna role w
ochronie bialek przed N-homocysteinylacja [3].

Paraoksonaza czlowieka jest produktem polimorficznego genu PONI [104].
Dwa 2z polimorfizméw tego genu skutkuja w podstawieniu reszt
aminokwasowych w pozycjach 55 i 192 w biatku PON1. Wplyw
polimorfizmu na hydrolize organofosforanow zalezy od substratu, np.
izoforma R192 wykazuje wysoka aktywnos¢ w stosunku do paraoksonu a
forma Q192 - niska. Z odwrotna sytuacja mamy do czynienia w przypadku
sarinu. Polimorfizm 192 reszty aminokwasowej nie zmienia natomiast
aktywnosci enzymu w stosunku do octanu fenylu [105].

Forma tiolaktonazy o wysokiej aktywnosSci zapewnia lepsza ochrone
przeciwko N-homocyteinylacji biatek niz forma o niskiej aktywnosci. W
populacji cztowieka wysoka aktywnosc¢ tiolaktonazowa zwigzana jest z
allelami L55 i R192, czesSciej wystepujacymi u ludzi rasy czarnej niz bialej,
podczas gdy niska aktywnosS¢ jest zwiazana z allelami M55 i Q192,
przewazajacymi u ludzi rasy biatej [106].

Lacinski i wsp. badali aktywnos¢ tiolaktonazows paraoksonazy-1 (PON1) u
ludzi. Wykazano silng korelacje miedzy aktywnoscig hydrolityczna PON-1 w
stosunku do HTL i paraoksonu. Wyniki analizy genotypow PON1 pozwolity
stwierdzic¢, ze genotypy PON1-192-RR i PON1-55-LL sa zwiazane z wyzsza
aktywnoscia tiolaktonazowa. Aktywnos¢ tiolaktonazowa skorelowana jest
negatywnie z wiekiem i calkowita Hcy osocza, natomiast pozytywnie
koreluje z calkowitym cholesterolem. Autorzy sugeruja, ze glownymi
determinantami aktywnosci tiolaktonazowej u cztowieka sa genotypy PON1,

poziom catkowitej Hey i wiek [107].
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Odkryto réwniez wewnatrzkomorkowy enzym hydrolizujacy HTL u drozdzy
[4] oraz w ludzkim ltozysku [5]. Metoda spektrometrii masowej oba te biatka
zidentyfikowano jako hydrolaze bleomycyny [4, 5]. Homogenne
rekombinowane formy drozdzowej i ludzkiej hydrolazy bleomycyny,
otrzymane na drodze ekspresji w E. coli réwniez posiadaja zdolnosc
hydrolizy tiolaktonu homocysteiny [4]. Wykazano, ze tiolakton homocysteiny
jest fizjologicznym substratem hydrolazy bleomycyny, enzymu, ktory chroni
komoérki przed jego toksycznoscia [108].

Niezhydrolizowany tiolakton homocysteiny jest usuwany 2z organizmu
czlowieka z moczem. Stezenie HTL w moczu (11-85 nmol/]l, n (wielkos¢
proby) = 19) jest okoto 100-krotnie wyzsze niz w osoczu (<0,1-22,6 nmol/],
n = 20). HTL stanowi 2,5-28,3% calkowitej Hcy w moczu, podczas gdy HTL
osocza stanowi <0,002-0,29% calkowitej Hcy osocza. Stezenie tiolaktonu
homocysteiny w moczu, w przeciwienstwie do stezenia homocysteiny, jest
negatywnie skorelowane z pH moczu. Pojawia sie sugestia, ze status
protonowy wplywa na wydalanie tiolaktonu homocysteiny [19].

Wydalanie HTL z moczem, obecnos¢ komorkowych i pozakomorkowych
enzymow hydrolizujacych HTL, jak rowniez reaktywnos¢ HTL z biatkami
tlumacza wzglednie niski poziom tiolaktonu homocysteiny obserwowany w

osoczu zdrowego czlowieka.

1.7 Biatka modelowe

N-homocysteinylacja moze by¢ indukowana in vitro przez inkubacje bialek z
tiolaktonem homocysteiny. Zmodyfikowane w ten sposob czasteczki
biatkowe stanowig uzyteczny model eksperymentalny do badan zmian
strukturalnych i funkcjonalnych indukowanych modyfikacja [22, 90, 109,
110]. Jako biatka modelowe do badan wybralam metaloproteiny zawierajace
zelazo:

1. hemowe: cytochrom c i mioglobine oraz

2. niehemowe bialka uczestniczace w metabolizmie zelaza: ferrytyne i

transferyne.

Przy = wyborze czasteczek modelowych kierowalam sie cechami
strukturalnymi i funkcjonalnymi bialek. Ze wzgledu na fakt, ze Hcy
zwiazana z biatkiem wigzaniem amidowym, wplywa na wlasnosci
oksydacyjno-redukcyjne grup tiolowych bialek [22, 87|, nalezy sie

spodziewa¢, ze N-homocysteinylacja wplynie istotnie na potencjal

35



Wprowadzenie

oksydacyjno-redukcyjny bialek zawierajacych zelazo. W strukturze
trzeciorzedowej cytochromu c, reszty lizyny, eksponowane na powierzchni
czasteczki, sg istotne dla funkcji pelnionej przez to biatko [111]. Mioglobina
w warunkach denaturujacych moze tworzy¢ fibryle amyloidowe przez
asocjacje segmentow rozfaldowanego lancucha polipeptydowego [112].
Transferyna, dzieki duzej liczbie reszt lizynowych w lancuchu
polipeptydowym, charakteryzuje sie wysoka stalg szybkosci reakcji N-
homocysteinylacji [80]. Modyfikacja ferrytyny przez tiolakton homocysteiny,
nie byla dotychczas badana. Wiadomo jednak, ze osoby cierpiace na
chorobe niedokrwienng serca wykazuja podwyzszony poziom ekspresji

lancucha L ferrytyny [113].

1.7.1 Cytochromc

Cytochrom ¢ uczestniczy w transporcie elektronow w lancuchu
oddechowym oraz bierze udziat w procesie apoptozy [114]. Ze wzgledu na
cechy fizyko-chemiczne, takie jak: rozpuszczalnosc, stabilnos¢ oraz tatwosc
oczyszczania i krystalizacji, jest to jedno z najlepiej poznanych bialek.
Cytochrom c¢ ma konserwatywna strukture, bardzo zblizona zaréwno u
organizmow prokariotycznych jak i eukariotycznych. Sktada sie z lancucha
polipeptydowego o dlugosci 104 reszt aminokwasowych oraz grupy
prostetycznej, ktora stanowi hem (zelazoprotoporfiryna IX). Biatkowy i
niebialkowy komponent cytochromu c, polaczone sg dwoma wigzaniami
tioeterowymi pomiedzy tancuchami winylowymi hemu, a grupami tiolowymi
reszt cysteiny 14 i cysteiny 17. Ligandami aksjalnymi zZelaza hemu sa
histydyna 18 i metionina 80. Struktura tancucha polipeptydowego jest
doskonale przystosowana do funkcji pelnionej przez biatko. Hydrofobowe
lancuchy boczne aminokwaséw otaczaja grupe hemowa, dzieki czemu
wykazuje ona duze powinowactwo do elektronow. Znaczna czeS¢ reszt
aminokwasowych eksponowanych na powierzchni bialka, jest natadowana
dodatnio (Arg, Lys) (Rysunek 8), co ma zasadnicze znaczenie dla kontaktu
cytochromu c z partnerami reakcji. Stwierdzono, ze modyfikacja Lys 13
powoduje oslabienie interakcji cytochromu c z oksydaza cytochromowa

[111].
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Rysunek 8. Model trojwymiarowej struktury cytochromu c ze wskazaniem dodatnio
(kolor niebieski) oraz wujemnie (czerwony) naladowanych reszt aminokwasowych
eksponowanych na powierzchni bialka. Widok od strony szczeliny hemu (A) i od strony
przeciwnej (B). Narysowano wedlug locd.pdb [115]

Cytochrom c¢ wystepuje pomiedzy zewnetrzna i wewnetrzng blong
mitochondrialna, gdzie stanowi integralna czes¢ tancucha oddechowego.
Przytrzymywany jest przy blonie wewnetrznej przez oddzialywania jonowe.
Przenosi elektrony nieenzymatycznie, zgodnie z kierunkiem rosnacego
potencjatu oksydoredukcyjnego, z reduktazy cytochromowej, zwanej
kompleksem cytochromu b-ci, do kompleksu oksydazy cytochromowe;.
Atom zelaza hemu po przyjeciu elektronu przechodzi z formy zelazowej (Fe3+,
ang. ferric) do formy zelazawej (Fe2+, ang. ferrous).

Na podstawie wynikéow badan krystalograficznych stwierdzono, jedynie
nieznaczne zmiany strukturalne biatka spowodowane zmiang stopnia
utlenienia atomu zelaza hemu; natomiast badania oparte na metodzie NMR
wskazaly na wystepowanie istotnych réznic strukturalnych [115] (Rysunek
9).

37



Wprowadzenie

Rysunek 9. Roznice strukturalne w miejscu wiazania hemu pomiedzy
ferrocytochromem (A) a ferricytochromem (B) serca konia. Narysowano wedlug:
locd.pdb (A) i 2frc.pdb (B) [115]

Utleniony i zredukowany cytochrom c, bedace w roztworze, roznig sie¢ w
pewnym stopniu struktura drugorzedowa. Dla przykladu, reszty 49-54

ferrocytochromu zwijaja sie w helise, natomiast w strukturze
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ferricytochromu przybieraja posta¢ kilku petli. Kolejna roéznica jest
rozmieszczenie struktur  harmonijki, ktére w ferricytochromie obejmuja
reszty aminokwasow 17-19 oraz 30-32, natomiast w ferrocytochromie reszty
38-401i 57-59.

Na rysunku 9 zaznaczono lancuchy boczne kilku najwazniejszych reszt
aminokwasowych, ktore w zaleznosci od stopnia utlenienia atomu Zzelaza
zmieniaja swoja orientacje w stosunku do grupy hemowej. Oprocz cysteiny
14 i 17 oraz histydyny 18 i metioniny 80, ktore sa najbardziej
zaangazowane w intereakcje z hemem, zidentyfikowano okoto 40 reszt
aminokwasowych wrazliwych na stan redoks atomu zelaza, z czego zmiany
wiekszosci reszt wykazano zarowno metodami krystalograficznymi, jak i
NMR [116].

Cortese i wsp. sugeruja, ze w warunkach fizjologicznych cytochrom c
wystepuje w dwoch konformacjach o podobnej aktywnosci transportu
elektronéw, rozpuszczalnej i zwiazanej z btona [117]. Zmiane konformacji
cytochromu c zaobserwowano we wczesnej fazie apoptozy. Przypuszcza sie,
ze moze to by¢ spowodowane wigzaniem si¢ biatka ze zmienionymi podczas
apoptozy blonami wewnatrzkomoérkowymi. Jemmerson i wsp. postuluja, ze
cytochrom c zwiazany z blona jest czynnikiem koaktywujacym kaspaze w
komorkach hybrydomy T [114].

W latach 80. ubieglego wieku Okunuki i wsp. prowadzili badania nad
chemiczna modyfikacja cytochromu c. Autorzy wykazali, Ze inkubacja
bialka z bezwodnikiem octowym w obojetnym pH prowadzi do acylacji
glownie grupy a-aminowej aminokwasu N-koncowego oraz grupy e-
aminowej reszt lizyny, a czasami takze grupy hydroksylowej reszt tyrozyny i
grupy tiolowej reszt cysteiny. Acetylowane bialka réznia sie od
niezmodyfikowanych enzymatycznie i elektrostatycznie. Acetylacja powoduje
utrate tadunku dodatniego i obnizenie wartosci pl biatka, a w konsekwencji
uniemozliwia oddzialywanie z reduktaza i oksydaza cytochromowag [118].
Cytochrom c migsnia sercowego wolu modyfikowano szerokim zakresem
stezen bezwodnika octowego, od ekwimolarnego do 10- i 20-krotnego
nadmiaru molowego w stosunku do grupy e-aminowej. Modyfikacja
cytochromu ¢ ekwimolarnym stezeniem bezwodnika octowego spowodowala
powstanie mieszaniny bialek zawierajacych do 3 acetylowanych reszt Lys.
Rezultatem modyfikacji 10-krotnym nadmiarem bezwodnika octowego bylo

biatko z acetylowanymi 6-12 resztami Lys. 20-krotny nadmiar substancji
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modyfikujacej spowodowal acetylacje grup e-aminowych wszystkich reszt
Lys oraz grup hydroksylowych dwoéch lub czterech reszt Tyr w bialku (takie
formy autorzy nazwali odpowiednio 20- i 22-acetylo-cytochromem c).
Najbardziej reaktywna, w stosunku do bezwodnika octowego, okazata sie
reszta lizyny 22. Kolejna, preferencyjnie acetylowana grupa, jest lizyna 13.
Reszty tyrozyny ulegaja modyfikacji dopiero po acetylacji wszystkich lizyn w
biatku.

Acylacja reszt lizyny nie wplywa na widmo absorpcji cytochromu c, ani na
jego podatnos¢ na proteolize termolizyna. Dopiero acylacja, rowniez reszt
tyrozyny, zmienia widmo absorpcji oraz zwiecksza podatnos¢ na proteolize.
Widmo 20- i 22-acetylo-ferricytochromu c¢ charakteryzuje sie mniej
intensywnym i przesunietym do 528 nm pasmem, ktore w przypadku
natywnego biatka ma maksimum przy 530 nm, wystepowaniem
dodatkowego pasma z maksimum przy 620 nm oraz bardziej intensywnym
pasmem Soreta z maksimum przesunietym z 408 nm do 401 nm. Z drugiej
strony zmodyfikowany ferrocytochrom c¢ nie r6zni si¢ spektralnie od
natywnego. Mozna wiec wnioskowaé, ze konformacja acetylowanego
cytochromu c, z wyjatkiem biatka zmodyfikowanego w najwyzszym stopniu,
jest zwarta i sztywna, podczas gdy konformacja 20- i 22-acetylo-cytochromu
c jest znacznie zmieniona.

Modyfikacja grup e-aminowych nie zmienia zasadniczej struktury
cytochromu c, wplywa jednak na jego aktywnosé. Wzgledna aktywnosc¢
cytochromu c spada liniowo wraz ze wzrostem stopnia acylacji i jest
utracona catkowicie po wprowadzeniu 6 lub wiecej grup acetylowych.
Spadek ladunku spowodowany przez acylacje bezwodnikiem bursztynowym
jest wiekszy niz przez acetylacje, dlatego modyfikacja juz 4 reszt lizynowych
bezwodnikiem bursztynowym powoduje inaktywacje biatka. Utrata
aktywnosci, spowodowana  acylacja  bezwodnikiem = octowym i
bursztynowym, jest proporcjonalna do spadku zasadowosci cytochromu c, a
jego zasadowosc¢ jest istotna dla aktywnosci [119].

Na podstawie wynikow badan nad termiczna denaturacja ferrocytochromu c
serca konia stwierdzono, ze jest to bialko bardzo stabilne termicznie, z
temperatura przejScia (ang. transition temperature) rowna 100,6+0,3°C.
Widmo absorpcji ferrocytochromu ¢ wykazuje maksima absorpcji przy 415
nm (pasmo Soreta), 520 nm (pasmo P) i 550 nm (pasmo a). Wartosci te

odpowiadaja natywnej aksjalnej koordynacji hemu 2z histydyna 18 i
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metioning 80. Podczas podnoszenia temperatury do 88°C w pH obojetnym
spektrum absorpcji cytochromu c¢ zmienia sie jedynie nieznacznie
potwierdzajac wysoka stabilno$¢ termiczna bialtka. Zmiany obejmuja
przesuniecie maksimow absorpcji z 415 do 416 nm oraz z 550 do 551,6 nm.
Obecnos¢ chlorowodorku guanidyny (GdnHCl) ulatwia termiczne
rozfaldowywanie i obniza temperature denaturacjii. W 4 M GdnHCI
struktura ferrocytochromu c pozostaje niezmieniona w zakresie temperatur
10-40°C. Podwyzszenie temperatury do 90°C powoduje znaczng zmiane
konformacji tancucha polipeptydowego w otoczeniu hemu, ktéra objawia sie
przesunieciem maksimum absorpcji pasma Soreta do 420,4 nm i pasma a
do 551,3 nm oraz spadkiem intensywnosci obu tych pasm. W 6,6 M
GdnHCI przy 20°C ferrocytchrom c wykazuje spektrum typowe dla stanu
niskospinowego z maksimum absorpcji przy 553, 523,8 i 418,2 nm.
Spektrum to przypisano nienatywnej ligacji zelaza hemu zwanej bis-His z
histydyna 18 jako piatym ligandem i histydyna 26 i/lub histydyna 33 jako
szostym ligandem. W skrajnie denaturujacych warunkach (94°C, 6,6 M
GdnHCI) spektrum absorpcji biatka, wskazuje na wystepowanie hemu w
stanie wysokospinowym z histydyna 18 jako jedynym ligandem aksjalnym.
Podgrzanie roztworu cytochromu c¢ do 94°C, powoduje przesuniecie
maksimow absorpcji do 424 nm, 551,3 nm oraz zanik pasma [3. Podczas
termicznej denaturacji ferrocytochrom ¢, przechodzi zatem =ze stanu
natywnego niskospinowego do stanu wysokospinowego [120].

Termostabilnos¢ ferrocytochromu c konia, poréwnywalna jest do stabilnosci
bialek izolowanych z termofilnych bakterii. Ferricytochrom c jest mniej
stabilny w warunkach podwyzszonej temperatury. Wyzsza stabilnosé
ferrocytochromu w porownaniu z ferricytochromem jest spowodowana
wzmocnionym wigzaniem pomiedzy zelazem hemu a metioning 80. Tm
rozwijania ferrocytochromu wynosi 100,6°C w nieobecnosci denaturanta w
pH obojetnym. Temperatura przejscia ferricytochromu wynosi 57,4°C (dane
pochodzace ze spektroskopii absorpcyjnej) i 85,4°C (wartoS¢ uzyskana z
roznicowej kalorymetrii skaningowej, DSC, ang. differential scanning
calorimetry) (pH 7,0). Wymienione wartosci Tm sg rézne, poniewaz odnosza
sie do dwoch procesow zachodzacych podczas denaturacji ferricytochromu
c. Pierwszy z nich jest opisany jako wymiana liganda na szostej pozycji
aksjalnej zelaza hemu, podczas gdy drugi thumaczony jest jako calkowite

rozfaldowywanie dobrze zdefiniowanej struktury trzeciorzedowej lancucha
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polipeptydowego. Podczas rozfaldowywania wigzanie Fe-His 18 pozostaje
nienaruszone, natomiast wiazanie Met 80-Fe jest rozerwane zarowno w
ferro- jak i ferricytochromie c. Po tym rozerwaniu szdésta pozycja
koordynacyjna  jest dostepna dla interakcji z  potencjalnymi
wewnatrztancuchowymi ligandami hemu, takimi jak His 26, His 33, Lys 72,
Lys 73 i Lys 79. Nienatywna ligacja hemu bis-His wystepuje w obu stanach
oksydacyjnych cytochromu ¢ w obecnosci wysokich stezen GdnHCl w pH
obojetnym [120].

Lizyny stanowia az 18% wszystkich reszt aminokwasowych cytochromu c,
przez co jest on w znacznym stopniu narazony na modyfikacje tiolaktonem
homocysteiny. Stata szybkosci N-homocysteinylacji cytochromu ¢ wynosi 36
M-1h-1 (25°C) i 150 M-1h-! (37°C). Modyfikacja ta powoduje multimeryzacje
bialtka, a po wprowadzeniu powyzej 5 moli Hcy/mol biatka — precypitacje. Po
zmodyfikowaniu 75% reszt Lys, 50% czasteczek cytochromu c jest w formie

rozpuszczalnej [22].

1.7.2 Mioglobina

Mioglobina jest biatkiem zloZonym, podobnie jak cytochrom c posiadajacym
hem jako grupe prostetyczna. W przeciwienstwie jednak do cytochromu,
bedacego biatkiem miochondrialnym, zlokalizowana jest w cytoplazmie
komoérkowej. Struktura mioglobiny zostala po raz pierwszy rozwigzana
prawie 50 lat temu przez John’a Kendrew i wsp. Lancuch polipeptydowy
tego biatka sklada sie z 153 reszt aminokwasowych, ktore zwijajg sie w
osiem helis a (okolo 75% ltancucha polipeptydowego) oznaczonych literami
od A do H. Pomiedzy odcinkami helikalnymi znajduja sie odcinki o
strukturze niehelikalnej. Wnetrze mioglobiny tworza reszty aminokwasow
niepolarnych (Leu, Val, Phe, Met). Jedyne reszty polarne we wnetrzu
stanowig dwie reszty histydyny 64 i 93 (Rysunek 10), pomiedzy ktorymi jest
umieszczona grupa prostetyczna. Atom zelaza hemu oddziatuje z szescioma
ligandami. Cztery z nich, to polozone na jednej plaszczyznie atomy azotu
czterech pierscieni pirolowych. PierScien imidazolowy tancucha bocznego
histydyny 93 (His proksymalna) dostarcza piatego liganda, stabilizujac
grupe hemowsa i odsuwajac atom zelaza od ptaszczyzny hemu o okoto 0,03
nm. Histydyna 64 (dystalna) nie wiaze sie z grupa hemowa. Szosta pozycja
koordynacyjna, nie obsadzona w mioglobinie nieutlenowanej, shuzy jako

miejsce wigzania Og, jak rowniez innych potencjalnych ligandow (CO, NO).
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W momencie wigzania tlenu (mioglobina utlenowana) atom zelaza przesuwa
sie z powrotem w kierunku plaszczyzny porfiryny [121, 122]. Atom zelaza w
hemie wystepuje w postaci jonu zelazawego (Fe2*) lub zelazowego (Fe3+).
Mioglobina z zelazem utlenionym nazywa sie ferrimioglobing, natomiast ze
zredukowanym - ferromioglobing. Jedynie ta druga zdolna jest do wiazania

tlenu.

Rysunek 10. Struktura przestrzenna mioglobiny serca konia z grupa hemowa (kolor
czerwony), ktéra wiaze O2; w otoczeniu reszt histydyny proksymalnej (H93) i dystalnej
(H64) (zielony). Narysowano z lazi.pdb [123]

Mioglobina odwracalnie wigze tlen czasteczkowy i ulatwia transport Oz z
erytrocytow do  mitochondriéw podczas zwiekszonej aktywnosci
metabolicznej lub stuzy jako jego rezerwuar w warunkach hipoksji czy
anoksji. W odroéznieniu od hemoglobiny, mioglobina ma pojedyncze miejsce
wigzania Oz, a w konsekwencji jej krzywa wysycenia tlenem ma ksztalt
hiperboli.

Najbardziej znang rola mioglobiny jest magazynowanie tlenu
czasteczkowego w mieSniach. Funkcja ta jest szczegolnie istotna w
przypadku ssakéw morskich i nurkujacych ptakow, kiedy brak wdychanego
tlenu jest kompensowany O, uwalnianym z mioglobiny [124]. Kolejna
funkcjg mioglobiny jest buforowanie stezenia O, tak aby pozostawalo ono
stale niezaleznie od indukowanego aktywnoscia fizyczna wzrostu strumienia

tlenu z kapilary do mitochondrium [125]|. Postuluje sie rowniez, ze
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mioglobina ulatwia dyfuzje Oz, uczestniczy w fosforylacji oksydacyjnej [126],
chroni przed uszkodzeniem oksydacyjnym [127] i inaktywuje enzymy [128].

Stata szybkosci N-homocysteinylacji mioglobiny wynosi 40 M-th-! (25°C).
Reszty lizyny stanowia 12% wszystkich reszt aminokwasowych mioglobiny.
Podobnie jak w przypadku cytochromu c, po wprowadzeniu powyzej 5 moli

Hcy/mol biatka, mioglobina zaczyna precypitowac [22].

1.7.3 Ferrytyna

Ferrytyna zbudowana jest 2ze sferycznej skorupy biatkowej oraz
znajdujacego si¢ w jej wnetrzu rdzenia zelazowego. Ciezar czasteczkowy
wynosi okolo 450 — 500 kDa. Komponent biatlkowy (apoferrytyna) sklada sie
z 24 podjednostek o masie okolo 20 kDa, ktore taczac sie ze soba za pomoca
oddzialywan niekowalencyjnych, tworza otoczke o Srednicy wewnetrzne;j
okoto 80 A i zewnetrznej okoto 120 A. Kazda z podjednostek ferrytyny ma
budowe wiazki 4 helis a (helisa A, B, C i D) z piata krotsza helisa (E),

tworzaca kat 60° z osia wiazki (Rysunek 11).

"
~
Koniec N

Rysunek 11. Czwartorzedowa struktura ferrytyny Sledziony konia (A) i trzeciorzedowa
struktura podjednostki H ferrytyny czlowieka (B), skladajaca sie z helis a A - E.
Narysowano wedlug lies.pdb [129] i 2fha.pdb [130]

Wazna cecha strukturalna ferrytyny jest obecnos¢ dwoéch typow kanalow
wystepujacych w Scianie biatkowej w punktach laczenia podjednostek.
Kanaly 4-krotne, wystepujace w liczbie 6, utworzone sa przez 4 helisy E
pochodzace z 4 réznych podjednostek i przebiegaja wzdhuz 4-krotnej osi
symetrii skorupy bialkowej. Kanaly te, dzieki obecnosci 12 reszt leucyny,

maja hydrofobowy charakter i stuza do transportu matych molekut, takich
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jak: tlen czasteczkowy i czynniki redukujace. Drugi typ kanalow, to kanaly
3-krotne. Jest ich osiem i przebiegaja wzdluz 3-krotnej osi symetrii
apoferrytyny. Wykazuja charakter hydrofilowy ze wzgledu na tancuchy
boczne 3 kwasow glutaminowych i 3 kwasow asparaginowych i stanowig
glowna droge transportu zelaza.

Funkcja ferrytyny jest magazynowanie, transport i regulowanie
wewnatrzkomorkowego poziomu zelaza. Jedna czasteczka biatka gromadzi
do 4500 atomow Fell w formie rozpuszczalnej i aktywnej biologicznie.
Ferrytyna utrzymuje stezenie zelaza na poziomie wymaganym przez
komorke i chroni przed toksycznym wplywem nadmiaru tego pierwiastka
[131].

Zgodnie z moja wiedza, dotychczas nie prowadzono badan nad N-
homocysteinylacja ferrytyny. W podjednostce lekkiej, ktora dominuje w
ferrytynie Sledziony konia, wybranej przeze mnie do badan, reszty lizyny

stanowig jedynie 5%.

1.7.4 Transferyna

Transferyna jest syntetyzowana w postaci prekursora zbudowanego z 698
reszt aminokwasowych, z czego 19 N-koncowych reszt aminokwasowych
tworzy peptyd sygnalowy. Dojrzate biatko jest monomerem o ciezarze
czasteczkowym okoto 79 kDa, zbudowanym z 679 reszt aminokwasowych.
Czasteczka transferyny jest stabilizowana przez 19 wewnatrztancuchowych
mostkow dwusiarczkowych i chroniona przez 3 jednostki cukrowe, z ktérych
dwie GlcNAc sa zwigzane wigzaniem N-glikozydowym do reszt Asn 413 i
611, natomiast jedna GalNAc wiazaniem O-glikozydowym do reszty Ser 32
(Swiss-Prot P02787, http://us.expasy.org/sprot). Lancuch polipeptydowy
transferyny dzieli si¢ na dwa ewolucyjnie zwigzane platy (ang. lobe): N (336
reszt aminokwasowych) i C (343 reszty aminokwasowe), potaczone krotka
sekwencja (ang. spacer). Kazdy ptat obejmuje dwie domeny, skladajace sie z

serii helis a, ktore otaczaja centralny szkielet harmonijek  (Rysunek 12).
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Koniec N

Rysunek 12. Struktura przestrzenna plata N transferyny surowicy czlowieka z
zaznaczonym jonem zelaza oraz resztami kwasu asparaginowego 63 (kolor czarny), Tyr
95, Tyr 188 (niebieski) oraz His 249 (zielony). Wedlug 1d3k.pdb [132]

Domeny biatkowe transferyny tworza glebokie, hydrofilowe miejsce wiazania
zelaza. Miejsca wigzania metalu obu platow maja cztery konserwatywne
reszty aminokwasowe: dwie tyrozyny, kwas asparaginowy i histydyne
(Rysunek 12). Reszty aminokwasowe znajdujace sie¢ w poblizu (Gly 65, Glu
83, Tyr 85, Arg 124, Lys 206, Ser 248 i Lys 296 ptata N-koncowego)
stabilizuja miejsce wiazania metalu i ogrywaja istotna role w uwalnianiu
zelaza. Wykazano, ze Lys 206 i Lys 296 potozone na przeciwleglych
domenach plata N-koncowego, sg potaczone ze soba wigzaniem wodorowym
w formie ,zamknietej”, zwiazanej z zelazem. W obnizonym pH, wiazanie to
ulega zerwaniu, umozliwiajac rotacje domen z utworzeniem konformacji
s,otwartej”, ktéra sprzyja uwalnianiu zelaza.

Transferyna jest produkowana glownie w hepatocytach. Wykrywa sie ja w
wielu plynach ustrojowych, wlaczajac osocze krwi, z6l¢, plyn owodniowy,
mozgowo-rdzeniowy, limfe i mleko. Stezenie transferyny w osoczu wynosi 2-
3 g/l, a okres polowicznego rozpadu in vitro wynosi 8 dni. Poziom
transferyny ponizej 0,1 g/l zwiazany jest ze zwiekszonym wystepowaniem
infekcji, zaburzen wzrostu i anemii. Transferyna, jak wiele innych biatek

osocza, nabyla wiele dodatkowych funkcji poza pierwotna aktywnosciag
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wiazania i transportu zelaza. Konsekwencja wysokiego stezenia wolnego
zelaza w organizmie jest miedzy innymi zwiekszony wzrost patogenow.
Parkkinen i wsp. wykazali, ze apotransferyna wiazac zelazo, zapobiega
rozwojowi infekcji bakteryjnej [133]. Dodatkowo Burns i wsp. odkryli
zdolnos¢ apotransferyny do redukowania adhezji gram-dodatnich i gram-
ujemnych bakterii do powierzchni, dlatego tez sugeruje sie, ze
antybakteryjne wlasciwosci apotransferyny nie sa jedynie ograniczone do
redukcji poziomu wolnego zelaza [134]. Transferyna jest takze
zaangazowana we wzrost i réznicowanie oraz inhibuje apoptoze ludzkich
komorek nowotworowych jajnika. Szlak apoptotyczny wiodacy przez
aktywacje Myc, ligand Fas (FasLl), czynnik martwicy nowotworow a oraz
TRAIL (ang. tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) prowadzi
do zwiekszenia ekspresji ferrytyny, czego skutkiem jest redukcja
wewnatrzkomorkowego poziomu zelaza. Zelazo zwiazane przez transferyne
wystarcza jednak do uzupelnienia poziomu tego metalu w komoérce, przez co
zapobiega Smierci komorki [135, 136].

Stata szybkosci N-homocysteinylacji transferyny wynosi 150 M-th-! (25°C) i
560 M-th! (37°C). Transferyna pozostaje rozpuszczalna nawet po
wprowadzeniu 20 moli Hcy/mol bialka, jednak ulega precypitacji przy
wyzszych poziomach modyfikacji [22]. W lancuchu polipeptydowym

transferyny jest 58 reszt lizyny, co stanowi 8%.

Biorac pod uwage role homocysteiny, jako niezaleznego czynnika ryzyka
choréb krazenia oraz rozpatrujac N-homocysteinylacje, jako potencjalny
mechanizm toksycznosci tego aminokwasu, potrzebne sa kompleksowe
badania N-Hcy-biatek. Ich celem jest nie tylko zrozumienie mechanizmu
modyfikacji tiolaktonem homocysteiny, ale takze uzyskanie glebszego
wgladu w patofizjologiczna funkcje HTL, majac na uwadze dostarczenie
nowych biomarkerow diagnostycznych dla chorob czlowieka, ktore sa

zwiazane z podwyzszonym poziomem homocysteiny.
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2 Cel pracy

Celem pracy bylo okreslenie wplywu N-homocysteinylacji na strukture
i funkcje wybranych bialek. Podwyzszony poziom homocysteiny (Hcy) w
osoczu zwiazany jest z chorobami krazenia, Alzheimera i nowotworowymi.
Prawdopodobnym wyjasnieniem szkodliwego dzialania Hcy w organizmie
czlowieka jest wplyw tiolaktonu Hcy (HTL) na metabolizm biatek. Ze wzgledu
na strukturalne podobienstwo homocysteiny do metioniny, moze by¢ ona
btednie rozpoznawana przez syntetaze Met-tRNA, w wyniku czego powstaje
Hcy-adenylan. Homocysteina nie jest wbudowywana do rosnacego tanncucha
polipeptydowego ze wzgledu na aktywnos¢ korekcyjna syntetazy Met-tRNA.
Jako produkt reakcji korekcyjnej powstaje tiolakton homocysteiny. HTL
reaguje z resztami aminokwasowymi lizyny (Lys) biatek. Na podstawie
wynikow dotychczasowych badan stwierdzono, Zze zmodyfikowane w ten
sposob biatka roznia sie strukturalnie i funkcjonalnie od
niezmodyfikowanych odpowiednikéw. Skutkiem N-homocysteinylacji jest
prawdopodobnie nabycie wlasciwosci antygenowych przez bialko, tak ze jest
ono rozpoznawane przez organizm jako obce i indukuje odpowiedz
immunologiczna. Ferguson i wsp. [96] udowodnili wystepowanie przeciwciat
specyficznych wzgledem N-homocysteinylowanych bialek w surowicy
krolikow immunizowanych Ne-Hcy-Lys-LDL. Zakladamy, Ze ma miejsce
bezposrednia korelacja struktury i funkcji czasteczek. W tym kontekscie
realizacja celu wymagala wykonania nastepujacych zadan:
1. Identyfikacja reszt Lys ulegajacych preferencyjnej N-
homocysteinylacji.
2. Okreslenie wplywu modyfikacji tiolaktonem homocysteiny na
strukture drugorzedowag biatek oraz ich stabilnos¢ termiczna.
3. Zbadanie podatnosci N-Hcy-biatek na proteolize.
4. Okreslenie wplywu N-homocysteinylacji na wlasnosci oksydacyjno-
redukcyjne biatek hemowych.
5. Uzyskanie przeciwcial przeciw N-homocysteinylowanym biatkom
przez immunizacje krolikow Ne-Hcy-Lys-KLH.
6. Opracowanie metody izolacji i oczyszczania przeciwcial skierowanych
przeciwko N-homocysteinylowanym bialkom 2z surowicy kroélikow

immunizowanych Ne-Hcy-Lys-KLH.
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. Stwierdzenie aktywnosci i specyficznosci frakcji immunoglobulin
uzyskanych po izolacji i oczyszczaniu.

. Wykorzystanie uzyskanych przeciwcial do wykrywania N-
homocysteinylowanych biatek w materiale biologicznym.

. Identyfikacja przeciwcial klasy IgM specyficznych wzgledem N-

homocysteinylowanych biatek w surowicy cztowieka.

10.Analiza zaleznoSci miedzy poziomem immunoglobulin klasy IgM

skierowanych przeciwko N-homocysteinylowanym biatkom a

stezeniem Hcy i lipidow u pacjentow z chorobami krazenia.
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3 Materialy i metody

Kroliki

Dwa 10-tygodniowe samce krolikow rasy bialej kalifornijskiej

Surowice czlowieka

Surowice 157 pacjentéw, wraz z danymi, otrzymalam od prof. dr. hab.
Wiestawa Trzeciaka i dr. Mariusza Lacinskiego z Katedry i Zaktadu
Biochemii i Biologii Molekularnej Akademii Medycznej w Poznaniu. Dane
dotyczyly wieku, plci, wystepowania choroby niedokrwiennej serca (ICD),
liczby glownych naczyn wiencowych objetych zmianami miazdzycowymi
(scler), poziomu catkowitego cholesterolu (TC), HDL-C, LDL-C, TAG oraz

Hcy. Pacjentow podzielono na grupy biorac pod uwage obecnosé¢ ICD oraz

zaawansowanie miazdzycy (Tabela 4). Charakterystyke chorych
podzielonych na grupy w zaleznosci od scler przedstawiono w tabeli (Tabela
5).
Tabela 4 Podzial chorych na grupy
ICD- ICD* (n=98)
Scler 0 (n=59) Scler 1 (n=16) | Scler2 (n=33) | Scler 3 (n=49)
Scler - liczba zajetych tetnic wiencowych
Tabela 5 Charakterystyka grup chorych
Scler 0 (n=59) | Scler 1 (n=16) | Scler 2 (n=33) | Scler 3 (n=49)
Pte¢ (M/K) 35/24 14/2 27/6 36/13
Wiek* 53,9+10,4 55,9+12,7 57,349,1 62,6+7,5
TC* (mmol/]) 6,21+1,20 6,54+0,89 6,71+1,25 6,62+1,49
HDL-C* (mmol/]) 1,39+0,34 1,27+0,39 1,154+0,27 1,294+0,39
LDL-C* (mmol/]) 4,15+1,11 4,35+0,67 4,46+1,25 4,35+1,33
TAG* (mmol/]) 1,88+0,94 1,85+0,71 2,60+1,30 1,96+1,35
Hcy® (uM) 13,20 14,25 14,80 17,10
(5,25-35,40) (9,15-25,20) (7,15-26,30) (7,79-50,00)
InHcy* 2,58+0,34 2,68+0,37 2,67+0,36 2,86+0,40

TC - cholesterol catkowity, HDL-C - cholesterol frakcji HDL, LDL-C - cholesterol
frakcji LDL, TAG - triacyloglicerole, Hcy — homocysteina, * Sredniatodchylenie
standardowe, $ mediana i zakres wartosci

Tkanki czlowieka

Fragmenty tkanek pochodzace z ukladu krazenia pacjentow otrzymalam od
prof. Olafa Stanger’a (Department of Cardiac Surgery, Atherosclerosis
Research, Paracelsus Medical University, Salzburg, Austria). Skrawki, po
utrwaleniu formaling lub utrwalaczem Bouin’a, zatopione zostaly w

parafinie.
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3.1 Odczynniki

Bialka (Sigma):
albumina surowicy cztowieka, albumina surowicy wolu, hemoglobina
czlowieka, holotransferyna czlowieka, apoferrytyna i ferrytyna sledziony
konia, mioglobina migsni szkieletowych konia, cytochrom c serca konia,
hemocyjanina skatoczepu morskiego Megathura crenulata
Przeciwciala:
1. Anty-IgM czlowieka, specyficzne wzgledem tancucha p, sprzezone z
alkaliczng fosfataza, kozie (Sigma)
2. Anty-IgG krolika (cata czasteczka), sprzezone z alkaliczna fosfataza,
kozie (Sigma)
3. Anty-IgG krélika (H & L), sprzezone z peroksydaza chrzanowa, kozie
(Rock)
4. Monoklonalne anty-IgG krolika (specyficzne wzgledem lancucha v,
sprzezone z peroksydaza chrzanowsa, klon RG-96 (Sigma)
Enzym (Worthington Biochemical Corporation):
Trypsyna trzustki wolu
Kolumny (Sigma):
1. BiatkoA, rekombinowane, unieruchomione na kulkach agarozowych,
zawiesina zawierajaca 0,01% tiomersal
2. ®-Aminoheksylo-agaroza, zawiesina w 0,5 M NaCl zawierajaca 0,02%

tiomersal (18 pmol diaminoheksanu na ml upakowanego zelu)

Radioaktywny tiolakton homocysteiny [35S] HTL oraz surowice krélika rasy
nowozelandzkiej biatej przed i po immunizacji N-Hcy-KLH [137] otrzymane

byly w laboratorium prof. dr. hab. Hieronima Jakubowskiego.

Pozostale odczynniki chemiczne stosowane w doswiadczeniach
pochodzity z nastepujacych firm:

Sigma

pelny adiuwant Freunda, niepelny adiuwant Freunda, 4-chloro-1-naftol,
dietanolamina, DL-ditiotreitol, NH4HCO3, o-fenylenodiamina (OPD), fosforan
p-nitrofenolu (PNPP), glicyna, amid kwasu jodooctowego (IAA), kwas 5,5’-
dwutio-bis(2-nitrobenzoesowy) (DTNB; odczynnik Ellman’a), kwas
etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), L-lizyna, nadsiarczan amonu (APS),

nadtlenek wodoru, 3,3’,5,5-tetrametylobenzydyna (TMB), N,N,N’N’-
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tetrametyloetylenodwuamina (TEMED), tiolakton L-homocysteiny,
tri(hydroksymetylo)-aminometan (Trizma), Tween 20, NaH>PO., Na,HPOsu,
K>HPO4, KH2PO4

Polskie Odczynniki Chemiczne S.A. Gliwice:

KCl, NaCl, Na;CO3, NaHCO3 kwas cytrynowy, kwas octowy (CHsCOOH)
Bio-Rad:

30% akrylamid/N,N’-bismetylenoakrylamis (37,5:1); 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8;
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 10% (w/v) dodecylosiarczan sodu (SDS)

Fluka:

DL-Hcy

Merck:

MgCly, kwas trifluorooctowy (CF3;COOH), acetonitryl (CH3CN)

Dako:

Surowica kozia, DAKO LSAB2 System-HPR, plynny substrat DAB-system

chromogenu

3.2 Roztwory

Bufor do modyfikaciji bialek tiolaktonem homocysteiny, pH 7.4

100 mM K>HPO4 doprowadzony do pH 7,4 za pomoca 100 mM KH>PO4
0,2 mM EDTA

Bufory do chromatografii powinowactwa

Bufor ptuczacy, pH 8,6

0,05 M Tris-HCI1
0,15 M NaCl

Bufor elucyjny, pH 2,3

50 mM Glicyna
150 mM NaCl

Bufor neutralizujacy, pH 7,7
0,5 M NaxHPO4 doprowadzony do pH 7,7 za pomoca 0,5 M NaH>PO4

Roztwory do ELISA
PBS, pH 7,3

137 mM NacCl
2,7 mM KCIl

4.3 mM Na,HPO4
1,4 mM KH,;PO,4
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Bufor optaszczajacy, pH 9,6

0,1 M Nazco:g
0,1 M NaHCO3

Bufor rozcieniczajacy

PBS
0,25% BSA
0,05% Tween 20

Bufor ptuczacy
0,05% Tween 20-PBS

Bufor do OPD - substrat dla peroksydazy chrzanowej

24 mM kwas cytrynowy
52 mM Na,HPO,4

Bufor do pNPP - substrat dla alkalicznej fosfatazy, pH 9,8

10 mM dietanolamina
0,5 mM MgCl,

Bufory do wykrywania bialek zaadsorbowanych na blonie (Dot-blot)
Bufor TBS

20 mM Tris-HCI, pH 7,5
500 mM NaCl

Bufor ptuczacy, TTBS

20 mM Tris-HCI, pH 7,5
500 mM NaCl
0,05% Tween 20

Roztwor blokujacy
1% BSA-TBS

Bufor do rozcienczania przeciwciat

1% BSA-TTBS

Roztwory do elektroforezy

Bufor do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych

50 mM Tris
374 mM glicyna
0,1% (w/v) SDS

Roztwor utrwalajacy
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50% metanol
10% kwas octowy

Roztwor odbarwiajacy

5% metanol
7% kwas octowy

Bufor do rezonansu plazmonéow powierzchniowych
HBS-EP

0,01 M HEPES, pH 7,4
3 mM EDTA

0,15 M NaCl

0,005% surfaktant P-20

Zestaw odczynnikow do aktywaciji powierzchni chip’a (Biacore)

NHS - imid kwasu N-hydroksybursztynowego
EDC - karboimid N-etylo-N’-(dietylaminopropylu)
1 M etanolamina-HCI, pH 8,5

3.3 Modyfikacja biatek tiolaktonem homocysteiny

Modyfikacja bialek tiolaktonem homocysteiny prowadzona byla w buforze
do modyfikacji bialek HTL, pH 7,4; z dodatkiem lub bez 0,2 mM EDTA.
Modyfikacja biatek do oceny stopnia N-homocysteinylacji, oceny zawartosci
elementoéw struktury drugorzedowej, podatnosci na proteolize i pomiarow
widm absorpcji UV-VIS, prowadzona byla w tepmeraturze pokojowej przez
okolo 22 h. Inkubacja ferrytyny i transferyny z HTL do pomiarow stabilnosci
termicznej odbywata sie w temperaturze 25°C przez 17 h.

Modyfikacja bialek [35SJHTL

Albumine (14,7 pM, 73,5 pM) i ferrytyne (15,6 pM, 78 pM) inkubowano z
5,8 pM [35S|HTL (specyficzna aktywnos¢ 12000 Ci/mol) w 100 mM buforze
fosforanowym, pH 7,4; 0,2 mM EDTA w temperaturze 37°C przez 24 h. W
odstepach 1 h pobierano 1 pl roztworu biatka, rozciericzano 10-krotnie 100
mM buforem fosforanowym, pH 7,4; 0,2 mM EDTA, redukowano 1 pl 100
mM DTT w 37°C przez 15 minut. Bialko stracano 1 ml 10% TCA na lodzie
przez 15 minut i przesgczano przez filtr Fiber Glass (Whatman). Filtr
przeptukiwano 3 ml 3% TCA i 1 ml zimnego etanolu. Nastepnie filtry
suszono pod lampa przez 15 minut, umieszczano w 5 ml plynu
scyntylacyjnego i zliczano radioakywnos¢ na licznku Beckman, model LS
5000TA.

54



Materiaty i metody

3.4 Oznaczanie stezenia wolnych grup tiolowych

Do oznaczenia stezenia grup tiolowych uzywano kwasu 5,5-dwutio-bis(2-
nitrobenzoesowego) (DTNB; odczynnik Ellman’a) [138], ktéory w obecnosci
wolnych grup tiolowych uwalnia z6lty produkt reakcji (kwas S5-tio-2-

nitrobenzoesowy) z maksimum absorbcji przy 412 nm (Reakcja 11).

OZN@S + R-S-SQNOZ + H
HO,C CO,H

O,N S
R-SH + S NO,
HO,C
CO,H

Reakcja 11

Wspolczynnik ekstynkcji kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego przy 412 nm
wynosi 13600 M-! cm-1. DTNB o stezeniu rownym przewidywanemu stezeniu
grup tiolowych w probie inkubowano z roztworem bialtka przez 5 minut w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie mierzono absorbancje przy dlugosci

fali 412 nm na spektrofotometrze Beckman DU-65 lub Varian Cary 50.

3.5 Blokowanie grup tiolowych biatlek amidem kwasu
jodooctowego

Blokowanie grup tiolowych reszt cysteiny i homocysteiny biatek
poprzedzone bylo redukcja wiazan dwusiarczkowych za pomoca DTT. Biatka
redukowano 0,45-5 mM DTT w temperaturze pokojowej przez 5 minut (w
przypadku biatlek przed trawieniem trypsyna inkubacje prowadzono w
temperaturze 55°C przez 45 minut). Alkilacje grup tiolowych (Rysunek 13)
prowadzono amidem kwasu jodooctowego o stezeniu 1-40 mM w ciemnosci
w temperaturze 37°C (w przypadku biatek przed trawieniem trypsyna

inkubacje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 15 minut).

o o
O—SH+ ICH—C—NH, —> O—s— CH;—C—NH, + IH
Amid kwasu

jodooctawego

Rysunek 13. Zablokowanie grupy tiolowej bialka przez amid kwasu jodooctowego

3.6 Immunizacja krolikow

Doswiadczenia z wykorzystaniem zwierzat zostaly wykonane za zgoda

Lokalnej Komisji Etycznej w Poznaniu, wydanej na podstawie zezwolen
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indywidualnych nr 179/2004 i 180/2004, zgodnie z ustawa o ochronie
zwierzat z dnia 21 sierpnia 1997r. z pdézniejszymi zmianami. Immunizacja
obejmowata: pobieranie krwi z zyly brzeznej ucha i podskorne wstrzykniecia
antygenu. Wedhug ,Skali Inwazyjnosci” badan na zywych kregowcach
wymienione zabiegi zaliczaja sie odpowiednio do I° i III° inwazyjnosci. Prace
zostaly przeprowadzone w Katedrze Fizjologii i Biochemii Zwierzat Akademii
Rolniczej w Poznaniu.

W celu uzyskania przeciwcial poliklonalnych specyficznych wzgledem N-
homocysteinylowanych bialek, immunizowano dwa samce krélikow rasy
kalifornijskiej biatej (Zdjecie 1) biatkiem Ne-Hcy-Lys-KLH (ang. keyhole
lymphet hemocyanin). Zwierzeta pochodzily z hodowli Zygmunta Pohla

(Gniezno).

Zdjecie 1. Krolik rasy kalifornijskiej biatej
Po zakupieniu, 10-tygodniowe kroliki nie byly poddawane zadnym zabiegom
przez dwa tygodnie, w celu zaaklimatyzowania sie do nowego otoczenia i
zlagodzenia stresu spowodowanego transportem 1 zmiang warunkow
otoczenia.

Przygotowanie antygenu obejmowato:

1. Rozpuszczenie KLH (20 mg/ml) w 0,1 M buforze fosforanowym, pH
7,4; 0,2 mM EDTA, 0,9 M NacCl.

2. Usuniecie sacharozy z roztworu KLH przez ultrafiltracje na filtrach o
punkcie odcigcia 30 kDa (Millipore) i plukanie buforem, w ktérym
rozpuszczono biatko.

3. Zmodyfikowanie KLH 50 mM HTL przez 16 h w 37°C.

4. Oceneg stopnia modyfikacji KLH przez pomiar stezenia grup tiolowych
z uzyciem odczynnika Ellman’a.

5. Zemulgowanie 1,4 mg adduktu Ne-Hcy-Lys-KLH w 1 ml buforu
fosforanowego w 1 ml pelnego, a w kolejnych wstrzyknieciach

niepelnego, adiuwanta Freunda.
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Immunizacja zostala przeprowadzona wedtug harmonogramu

przedstawionego w tabeli (Tabela 6).

Tabela 6. Etapy immunizacji krolikow

Dzien Czynnosé
immunizacji
1 Pobranie ok. 3 ml krwi z zyly brzeznej ucha
Iniekcja 1,5-2 ml mieszaniny N-Hcy-KLH (1,05-1,4 mg) z pelnym
adiuwantem Freunda
14 Iniekcja 1,5 ml mieszaniny N-Hcy-KLH (1,05 mg) z niepelnym
adiuwantem Freunda
35 Iniekcja 1,5 ml mieszaniny N-Hcy-KLH (1,05 mg) z niepelnym
adiuwantem Freunda
50 Pobranie ok. 10 ml krwi z zyly brzeznej ucha.
64 Iniekcja 1,5 ml mieszaniny N-Hcy-KLH (1,05 mg) z niepelnym
adiuwantem Freunda
105 Pobranie ok. 2-5 ml krwi z zyly brzeznej ucha.
Iniekcja 1,5 ml zmodyfikowanej surowicy z niepelnym adiuwantem
Freunda
126 Pobranie ok. 22-25 ml krwi z zyly brzeznej ucha
133 Iniekcja 1,5 ml mieszaniny N-Hcy-KLH (1,05 mg) z niepelnym
adiuwantem Freunda
140 Pobranie ok. 13-14 ml krwi z zyly brzeznej ucha

Uzyskang krew wirowano przy 10 000g przez 10 minut w celu uzyskania

surowicy. Surowice przechowywano w —-80°C.

3.7 Analiza biatek w zelach poliakrylamidowych

Zele poliakrylamidowe przygotowywano wedhlug schematu przedstawionego
w tabeli (Tabela 7). Mieszaniny (nie zawierajace APS i TEMED)
odgazowywano pod préznia przez okoto 15 minut. Po dodaniu APS i TEMED
mieszaniny wylewano miedzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji przez

okoto 1h.
Tabela 7. Przygotowanie zeli poliakrylamidowych

Zel zageszczajacy 4%  Zel rozdzielajacy 12%

30% akrylamid/bis 1,98 ml 6 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 378 ml -
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 - 3,75 ml
10% SDS 150 pl 150 pl
Woda destylowana, dejonizowana 9 ml 5,03 ml
TEMED 15 pl 7,5 ul
10% APS 751l 75 nl
Caltkowita objetosc 15 ml 15 ml

Na zel nakladano 1 wpl frakcji przeciwcial zwiazanych do Nw-Hcy-
aminoheksylo-agarozy oraz 10 pl standardu masy czasteczkowej biatka

(Bio-Rad).
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3.8 Chromatografia powinowactwa

Metode chromatografii powinowactwa stosowano w celu izolacji przeciwcial
specyficznych wzgledem N-homocysteinylowanych biatek. Technika ta
opiera sie na selektywnym wiazaniu, w tym przypadku immunoglobulin, do
liganda unieruchomionego na nosniku. Oddzialywanie to ma charakter
niekowalencyjny i opiera sie na wiazaniach wodorowych, jonowych sitach
van der Waalsa lub oddzialtywaniach hydrofobowych. Naruszenie stabilnosci
oddzialywan w kompleksie ligand-substancja izolowana i elucja izolowanej

substancji odbywa sie w buforze o niskim pH [139].

3.8.1 Bialko A-agaroza

Agaroza oplaszczona biatkiem A pochodzacym z bakterii Staphylococcus
aureus wiaze region Fc przeciwcial klasy IgG krolika oraz czlowieka
(podklasy 1, 2, 4). Bialko A (ang. staphylococcal protein A, SpA) jest proteina
powierzchniowa skladajaca sie z pieciu powtarzajacych sie podjednostek (A-
E). Wiaze ono immunoglobuliny IgG poprzez ich fragment Fc [139].

Izolacje przeciwcial prowadzono wedhug nastepujacej procedury:

1. Upakowanie 2 ml zawiesiny kolumny w szklanej pipecie pasteurowskiej
(objetos¢ upakowanej kolumny 1 ml).

2. Nakladanie na kolumne S ml 2,5- lub 5-krotnie rozcienczonej w buforze
pluczacym surowicy krélika.

3. Przemycie kolumny buforem pluczacym (10 ml) i zbieranie frakcji o
objetosci 1 ml.

4. Wymywanie zaadsorbowanych przeciwcial buforem elucyjnym (S ml) do
probowek zawierajacych bufor neutralizujacy w objetosci 4 wymywanej
frakcji.

5. Zageszczenie wyizolowanych IgG do 100 pl i przemycie buforem
pluczacym na filtrach o punkcie odciecia 10 kDa (Millipore).

3.8.2 m-Aminoheksylo-agaroza

W  przypadku izolacji molekut wigzacych si¢ do ligandow
niskoczasteczkowych, stosuje sie kolumny, w ktorych ligand jest
umieszczony na grupie dystansowej, np. aminoheksanie. Grupa dystansowa
zapewnia dostepnosc¢ i ekspozycje niskoczasteczkowego liganda (reszta Hcy)

dla substancji wielkoczasteczkowej (przeciwciato).
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Rysunek 14. Porownanie Ne-Hcy-Lys-bialka (A) i Nw-Hcy-aminoheksylo-agarozy (B)

Oczyszczanie przeciwcial specyficznych wzgledem N-homocysteinylowanych

bialek prowadzono wedtug nastepujacej procedury:

1. Modyfikacja w-aminoheksylo-agarozy 18 mM tiolaktonem homocysteiny
w buforze do modyfikacji biatek HTL, przez 16 h, w temperaturze 37°C.

2. Upakowanie 1 ml Hcy-Nw-aminoheksylo-agarozy w szklanej pipecie
pasteurowskiej (objetos¢ upakowanej kolumny 0,5 ml).

3. Nakladanie na kolumne immunoglobulin wyizolowanych na biatku A,
rozcienczonych do 0,5 ml w buforze ptuczacym.

4. Przemycie kolumny buforem pluczacym (10 ml) i zbieranie frakcji o
objetosci 1 ml.

5. Wymywanie zaadsorbowanych przeciwciat buforem elucyjnym (5 ml) do
probowek zawierajacych bufor neutralizujacy w objetosci 4 wymywanej
frakcji.

6. Zageszczenie do 100 pl i przemycie buforem pluczacym frakcji IgG
zwigzanych (frakcje 1 i II) i niezwiazanych (frakcje 1-4) do kolumny na

filtrach o punkcie odciecia 10 kDa (Millipore).

3.9 Plytkowy test immunoenzymatyczny fazy statej (ELISA)

Uzyto 96-dotkowych polistyrenowych plytek mikrotitracyjnych (Fisher
Scientific, Fisherbrand Flat Botton 96 Well Plate lub Nunc, F96 Maxisorp
Nunc-Immuno Plate). W testach immunoenzymatycznych stosowano
przeciwciala drugorzedowe wyznakowane alkaliczng fosfataza Ilub
peroksydaza chrzanowa. Do Srodowiska reakcji dodaje sie chromogennych
substratow enzymatycznych, ktore w wyniku reakcji daja produkty barwne.
Natezenie barwy, ktore jest proporcjonalne do ilosci zwiazanego,
znakowanego enzymem odczynnika, a zatem proporcjonalne do ilosci
zwigzanego antygenu lub przeciwciata, odczytuje sie w spektrofotometrze —

czytniku do plytkowego testu ELISA.
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Wykrywanie i oznaczanie iloSciowe oraz okreslanie aktywnosci i swoistosci

przeciwcial wykonywano zgodnie z procedura:

1. Optaszczenie plytki mikrotitracyjnej 200 pl roztworu antygenu o stezeniu
10 pg/ml w buforze oplaszczajacym w temperaturze pokojowej lub 37°C
przez 2 h.

2. 3-krotne ptukanie ptytki mikrotitracyjnej buforem ptuczacym.

3. Zablokowanie wolnych miejsc na powierzchni dotka 250 pl roztworu 5%
odtluszczonego mleka w proszku (Spoldzielnia Mleczarska, Gostyn) w
temperaturze pokojowej lub 37°C przez 3 h lub 3% roztworem BSA.

4. 3-krotne plukanie ptytki mikrotitracyjnej buforem ptuczacym.

5. Dodanie do kazdego z dolkéw odpowiednio rozcieficzonych surowic
krolika lub czlowieka, badz przeciwcial w objetosci 150 pl na dotek.
Rozcienczenia wykonano w buforze rozcienczajacym do testow ELISA.
Inkubacja prowadzona byla przez 16 h w 4°C. W przypadku testéw
konkurencyjnych, inkubacje prowadzono w obecnosci odpowiedniego
kompetytora (Lys, Hcy-Lys, albumina, N-Hcy-albumina, hemoglobina, N-
Hcy-hemoglobina, transferyna, N-Hcy-transferyna, antytrypsyna, N-Hcy-
antytrypsyna). W przypadku oznaczen IgM czlowieka surowice
rozcienczano 1:80 w buforze rozcienczajacym do testéow ELISA bez lub z
2,5 mM Hcy-Lys. Poziom IgM wyznaczano przez odjecie od odczytu bez
kompetytora wartos¢ otrzymana w obecnosci kompetytora. Dla kazdego
pomiaru wykonywano dwa powtorzenia.

6. 5-krotne ptukanie ptytki mikrotitracyjnej buforem ptuczacym.

7. Dodanie do kazdego z dotkow 100 ul przeciwciat
antyimmunoglobulinowych znakowanych peroksydaza chrzanowa lub
alkaliczna fosfataza rozcienczonych 1:2000. Rozcienczenia wykonywane
w buforze rozcienczajacym do testow ELISA. Inkubacja prowadzona przez
1 h w temperaturze pokojowej lub 37°C.

8. 4-krotne ptukanie plytki mikrotitracyjnej buforem phluczacym.

9. Wywolanie reakcji barwnej. Dla peroksydazy chrzanowej jako substratu
uzywano o-fenylenodiaminy (OPD) lub 3,3’,5,5-tetrametylobenzydyny
(TMB). Substratem dla alkalicznej fosfatazy byt fosforan p-nitrofenolu
(PNPP) o stezeniu 1 mg/ml rozpuszczony w buforze bezposrednio przed

uzyciem.
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10. Po uptywie 30 minut odczytanie absorbancji przy 405 (fosforan p-
nitrofenolu) nm, 450 nm (TMB) lub 492 nm (OPD) na czytniku do plytek
ELISA firmy Bio-Rad (Model 550).

Reakcje kontrolne:

1. Kontrola z pominieciem antygenu (odczyt odejmowany od
odczytu z antygenem).

2. Kontrola z pominieciem przeciwciala pierwszorzedowego
(odczyt odejmowany od odczytu z przeciwcialem).

3. Kontrola z pominieciem przeciwciala drugorzedowego (odczyt

<0,02 OD, pomijany).

3.10 Wykrywanie biatek zaadsorbowanych na btonie (Dot-
blot)

W metodzie tej enzymy sprzezone z przeciwcialami drugorzedowymi
katalizujg reakcje powstawania barwnego, nierozpuszczalnego produktu,
ktorego umiejscowienie zalezy od miejsca wystepowania enzymu i zarazem
interesujacego nas antygenu. Intensywnosc¢ zabarwienia jest proporcjonalna
do ilosci zwigzanego enzymu, a ta z kolei zalezy od iloSci przylaczonego do
antygenu przeciwciata pierwszorzedowego.

Wykrywanie biatek unieruchomionych na blonie nitrocelulozowe;j

(Schleicher & Schuell, PROTRAN, BA 85, 0,45 pm, ref. 401180)

wykonywano w nastepujacy sposob:

1. Namoczenie btony nitrocelulozowej w TBS przez 10 minut i wysuszenie
na powietrzu przez 15 minut.

2. Umieszczenie blony w aparacie mikrofiltracyjnym Bio-Dot (Bio-Rad).

3. Rehydratacja btony buforem TBS: nalozenie po 100 pl TBS, podilaczenie
prozni, zassanie buforu, odlaczenie prozni.

4. Unieruchomienie antygenu na blonie nitrocelulozowej: nalozenie 100 pl
antygenu o stezeniu 0,015-6 pg/ml na dotek, inkubacja 10 minut w
temperaturze pokojowej, podlaczenie prozni i zassanie roztworu biatka.
2-krotne przeptukanie 100 pl TBS zassanym pod wplywem prozni.

5. Wyjecie blony z aparatu i inkubacja w roztworze blokujacym przez 1 h w
temperaturze pokojowej z lekkim wytrzasaniem.

6. Inkubacja w roztworze przeciwciat krolika anty-N-Hcy-biatko
rozcienczonych 1:100 przez 3 h w temperaturze pokojowej z lekkim

wytrzgsaniem.
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7. Phukanie TTBS przez 15 minut zmieniajac bufor co 5 minut.

8. Inkubacja w roztworze przeciwciala drugorzedowego sprzezonego z
peroksydaza chrzanowa rozcienczonego 1:10000 przez 1 h w
temperaturze pokojowej z lekkim wytrzasaniem.

9. 5-minutowe ptukanie TTBS oraz dwa 5-minutowe ptukania TBS.

10.Przygotowanie substratu dla peroksydazy: 60 mg 4-chloro-1-naftolu w
20 ml schlodzonego w -20°C etanolu zmieszano z 100 ml TBS
zawierajacego 60 pl 30% H20,. Inkubacje membrany z roztworem
substratu dla peroksydazy chrzanowej prowadzono w temperaturze
pokojowej z lekkim wytrzgasaniem przez 30 minut.

11.Przeplukanie blony woda, osuszenie pomiedzy warstwami bibuly i
zeskanowanie.

12.Analiza intensywnosci plamek w programie Image Quant 5.1.

3.11Immunocytochemia na poziomie ultrastrukturalnym

Doswiadczenia przeprowadzono w Katedrze Embriologii i Histologii,
Akademii Medycznej w Poznaniu we wspolpracy z prof. L. Melandowiczem i
lek. med. A. Ziotkowska. Immunodetekcje biatek N-homocysteinylowanych
wykonano na skrawkach zastawki aortalnej i mieSniu sercowym, wg
procedury:

1. Pociecie fragmentéw tkanek zatopionych w parafinie.

2. Usuniecie parafiny ze skrawkow przez przeprowadzenie przez szereg
od ksylenu do 70% alkoholu etylowego.

3. Hamowanie aktywnosci endogennej peroksydazy 1% H;O> przez 30
minut.

4. Inkubacja z surowica kozig (Dako) rozcienczona 1:20 w PBS, przez 30
minut.

5. Inkubacja z roztworem przeciwcial krolika anty-N-Hcy-bialko
rozcienczonych 1:100 w PBS z 2 mM DTT, przez 2-3 h w
temperaturze pokojowe;.

6. 3-krotne plukanie w PBS przez 3-5 minut, z lekkim wytrzasaniem.

7. Inkubacja z przeciwcialem drugorzedowym sprzezonym z biotyna
(Dako) przez 15 minut.

8. 3-krotne plukanie w PBS przez 3-5 minut, z lekkim wytrzasaniem.

9. Inkubacja ze streptawidyna sprzezona z peroksydaza chrzanowag

(Dako) przez 15 minut.
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10.3-krotne ptukanie w PBS przez 3-5 minut, z lekkim wytrzasaniem.

11.Inkubacja z roztworem diaminobenzydyny (DAB) (Dako) do
pojawienia sie zabarwienia, nie dtuzej niz 5 minut.

12.Phukanie PBS.

13.Inkubacja z hematoksylina przez okolo 1 minute.

14.Ptukanie woda.

15.Przeprowadzenie przez szereg od alkoholu do ksylenu.

16.Nalozenie  olejku  kanadyjskiego i  przykrycie  szkielkiem
nakrywkowym.

Reakcje kontrolne:

1. Kontrola dodatnia z odparafinowang tkanka inkubowang z 50 mM
HTL, przez 3 h, w 37°C.

2. Kontrola ujemna -  przeciwciala anty-N-Hcy-bialko przed
naniesieniem na tkanke, inkubowane z N-Hcy-albuming, natywna
albuming lub N-Hcy-albumina z grupami —SH zablokowanymi IAA, o
stezeniu 5 mg/ml, przez 3 h, w temperaturze pokojowe;.

3. Kontrola ujemna z odparafinowang tkanka inkubowana z 2 mM DTT,
przez 15 minut a nastepnie z 20 mM I[AA, w ciemnosci, przez 1 h, w

37°C.

3.12Rezonans plazmonow powierzchniowych

Rezonans plazmonow powierzchniowych (SPR, ang. surface plasmon
resonance) jest technika pozwalajaca mierzyC wigzanie sie¢ czasteczek
analizowanej proby z molekutami unieruchomionymi na powierzchni chip’a.
Metoda ta pozwala na wykrycie zachodzacych interakcji, bez potrzeby
znakowania ktorejkolwiek z czgsteczek. Interakcja monitorowana jest przez
pomiar stezenia czasteczek, znajdujacych sie blisko powierzchni chip’a,
utworzonej przez jednego z partneréw reakcji. Badana proba, zawierajaca
drugi komponent reakcji, przepltywa nad powierzchnia. W momencie
zwigzania sie dwoch partneréw, wzrasta lokalne stezenie i mierzona jest
odpowiedz SPR. Rezonans plazmonow powierzchniowych powstaje, gdy
Swiatlo jest odbijane od warstwy przewodzacej na granicy faz dwoch
srodowisk o roznych wspotczynnikach odbicia swiatta. W systemie Biacore
Srodowiskami sa badana proba oraz szklo chip’a, natomiast warstwa
przewodzaca jest cienka warstwa zlota na powierzchni chip’a. SPR powoduje

redukcje intensywnosci swiatta odbitego przy specyficznym kacie odbicia. W
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sytuacji, gdy czasteczki w probie badanej wigza sie¢ do powierzchni chip’a,
zmienia sie stezenie oraz wspolczynnik odbicia i mierzona jest odpowiedz
SPR. System Biacore mierzy kat minimalnej intensywnosci $wiatta odbitego.
Odpowiedz SPR jest mierzona w jednostkach rezonansowych (RU, ang.
resonance unit). 1 RU odpowiada zmianie kata minimalnej intensywnosci o
0,0001°. Dla wigkszosci bialek jest to w przyblizeniu rownowazne zmianie
stezenia okolo 1 pg/mm?2 powierzchni chip’a. Chip jest ptytka szklanag
pokryta warstwa zlota o grubosci okolo 50 nm. Na powierzchni zlota
znajduje sie warstwa karboksymetylowanego dekstranu, ktory stanowi
macierz do kowalencyjnego wiazania bialek oraz tworzy hydrofilowe
srodowisko interakcji miedzy czasteczkami.

Eksperymenty prowadzono na aparacie Biacore 2000. Na zaktywowane;j
powierzchni chip’a CMS (Biacore) unieruchomiono, monoklonalne
przeciwciato specyficzne wzgledem IgG krélika. Poziom zwigzanego biatka
wyniost 793,2 RU, co odpowiada ilosci okoto 0,8 ng przeciwciata/mm?2. Na
tak przygotowana powierzchnie naniesiono 25 pl przeciwciat wyizolowanych
z surowicy krolika przed i po immunizacji, rozcienczonych 1:1000 buforem
HBS-P. Predkos¢ przeplywu wynosita 10 pl/min. Powierzchnie chip’a
regenerowano 15 pl buforu elucyjnego o pH 2,3, przy predkosci przeptywu
30 pl/min. Ilos¢ immunoglobulin krolika zwigzanych do przeciwciala
monoklonalnego na powierzchni chip’a okreslono na podstawie roznicy

odpowiedzi SPR przed i po reakcji z IgG krolika.

3.13 Spektroskopia absorpcyjna UV-VIS

Pomiary widm absorpcyjnych w zakresie UV-VIS wykonano przy uzyciu
spektrofotometru Beckman DU-65 lub Varian Cary 50.

W celu pomiaru redukcji cytochromu c rejestrowano widma absorpcyjne w
zakresie spektralnym 200-700 nm w kuwecie kwarcowej o drodze 1 cm.
Biatko o stezeniu 20 mg/ml inkubowano w 100 mM buforze fosforanowym,
pH 7,4; 0,2 mM EDTA, w temperaturze 24°C, z dodatkiem 20 mM HTL. W
odpowiednich odstepach czasowych pobierano 4,5 pl z mieszaniny
reakcyjnej, rozcienczano 100-krotnie 100 mM buforem fosforanowym, pH
7,4; 0,2 mM EDTA i mierzono widmo absorpcyjne.

W celu wykazania, ze cytochrom c jest redukowany przez N-Hcy-biatko,
inkubowano go 2z N-Hcy-albuming. Przed modyfikacja tiolaktonem

homocysteiny, albumine (10mg/ml) inkubowano z 1 mM DTT w
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temperaturze pokojowej przez 5 minut, po czym blokowano grupe tiolowa
Cys 34 albuminy amidem kwasu jodooctowego o stezeniu 8 mM w
ciemnosci w temperaturze 37°C przez 30 minut. Zarowno przed, jak i po
modyfikacji albuminy 0,4 mM HTL, usunieto zwiazki niskoczasteczkowe
przez wirowanie na filtrze o punkcie odciecia 10 kDa (Millipore) i ptukanie
buforem. Przygotowang w ten sposob N-Hcy-albumine inkubowano z
cytochromem ¢ w stosunku molowym 1:1 w 100 mM buforze fosforanowym,
pH 7,4; 0,2 mM EDTA, przez 77 h w temperaturze 24°C. Roéwnolegle
cytochrom c inkubowano bez dodatkéw oraz z albuming niezmodyfikowanag
HTL, ale z zablokowang grupa tiolowa Cys 34. Widma absorpcji wykonano
po 24 i po 77 h inkubacji.

W celu pomiaru widm absorpcji mioglobiny biatko zmodyfikowane
tiolaktonem homocysteiny (1-8-krotny nadmiar molowy w stosunku do
stezenia bialka) rozcienczono do stezenia 0,25-0,5 mg/ml w 20 mM buforze

fosforanowym, pH 7,4; 0,04 mM EDTA.

3.14 Dichroizm kofowy

Dichroizm kotowy (CD, ang. circular dichroism) jest technika
spektroskopowa do badania miedzy innymi struktury bialek w roztworze.
Widmo dichroizmu kolowego powstaje na skutek roznej absorpcji swiatla
spolaryzowanego kolowo w lewo w stosunku do Swiatla spolaryzowanego
kotlowo w prawo przez optycznie czynna czasteczke. Widmo dichroizmu
kotowego biatlek mozna podzielic na regiony, ze wzgledu na pochodzenie
eliptycznosci. Ponizej 250 nm najwiekszy udzial w powstaniu widma maja
wiazania peptydowe i region ten dostarcza informacji o strukturze
drugorzedowej biatka. W bliskim nadfiolecie (250-350 nm) zrodiem
eliptycznosci sa fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan 1 wiagzania
dwusiarczkowe. W zakresie dlugosci fali 350-550 nm (region Soreta)
chromoforami sa grupy niebiatkowe.

Wiele powszechnie wystepujacych motywow konformacyjnych, wlaczajac
helise a, harmonijke B i petle, ma charakterystyczne widmo CD w dalekim
nadfiolecie (178-250 nm). Dla przykladu widmo CD helisy a charakteryzuje
sie ujemna eliptycznoscia przy 222 i 208 nm oraz dodatnia eliptycznoscia
przy 193 nm. Dla harmonijki  typowe jest szerokie ujemne pasmo przy 218
nm i intensywne dodatnie pasmo przy 195 nm, podczas gdy petla wykazuje

slabe szerokie pasmo w okolicy 217 nm i intensywne ujemne pasmo przy
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200 nm. Dichroizm kolowy podlega prawu Beer’a mowiacemu, ze widmo CD
kazdego skladnika bedacego w roztworze jest wprost proporcjonalne do
stezenia tego skladnika, a cale spektrum jest sumag wszystkich tworzacych
je widm. Widmo czasteczki biatka, bedac sumag widm elementow
konformacyjnych budujacych to biatko, moze by¢ wykorzystane do
oszacowania zawartosci poszczegolnych elementow struktury drugorzedowe;j
glownego lancucha polipeptydowego. Dichroizm kolowy znajduje réwniez
zastosowanie w badaniu interakcji bialka z ligandem oraz stabilnosci biatek
w warunkach stresu np. temperatury. Zmiana widma spowodowana
dodaniem liganda, denaturanta lub zmiang temperatury jest wprost
proporcjonalna do ilosci biatka zmienionego przez dany czynnik [140].

Pomiary dichroizmu kolowego zostaly przeprowadzone na Wydziale Chemii
Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu, we wspoétpracy z dr. Pawlem
Skowronkiem. Uzyto dichrografu kotlowego Jasco J-810. Widma CD
prezentowane w pracy otrzymano jako Srednia 2-4 kolejnych widm, od
ktorej odjeto linie podstawowa zarejestrowana dla 10 mM buforu
fosforanowego, pH 7,4. Dlugos¢ drogi optycznej wynosila 0,1 cm dla
pomiaréw w regionie 180-300 nm oraz 1 cm w regionie 300-650 nm. Punkty
widma rejestrowane byly co 0,5 nm z szybkoscia 100 nm/min. Szerokos¢
wiazki Swiatla wynosita 1 nm. Widma CD zostaly wygladzone metodg
Savitzky-Golay z szerokoscia konwolucji 17 lub za pomoca algorytmu 15-
punktowego metoda przesuwajacych sie Srednich. Widma CD rejestrowano
w ukladzie 6 = f(d), w jednostkach [mdeg], natomiast przedstawiono na

wykresach w uktadzie [0] = f(A), w ktorym:
0*10°

0] = , gdzie:

[0] — Srednia molowa eliptycznoS¢ na reszte aminokwasowa (ang. mean
residue elipticity), (deg cm? dmol-1),

6 — intensywnos¢ CD obserwowana dla danej dtugosci fali A (mdeg),

[ - dhugosc¢ drogi swiatta (nm),

c — stezenie molowe biatka (uM),

n — liczba aminokwasow.

Stezenie molowe biatka zostalo wyznaczone spektrofotometrycznie z
uzyciem molowego wspotczynnika ekstynkcji: €400 = 135000 M-lcm-! dla
mioglobiny, €410 = 106100 M-! cm-! dla cytochromu c [141], €280 = 114000 M-
1 cm-! dla transferyny [142] i €280 = 14690 M-! cm-ldla ferrytyny [143].
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Do pomiarow zawartosci struktur drugorzedowych biatka przygotowywano
w nastepujacy sposob:

1. Modyfikacja bialek tiolaktonem homocysteiny:

Bialko Stezenie Stezenie Bufor Czas, h | Temperatura,
biatka, mM HTL, mM °'C
Cytochrom c 0,80 0,80 100 mM bufor 22 22
1,6 fosforanowy,
3,2 pH 7,4; 0,2 mM
6,4 EDTA
Mioglobina 0,57 0,57 100 mM bufor 22 22
1,14 fosforanowy,
2,28 pH 7,4; 0,2 mM
4,56 EDTA
Ferrytyna 1 20 100 mM bufor 17 25
fosforanowy,
pH 7,4
Transferyna 0,25 20 100 mM bufor 17 25
fosforanowy,
pH 7,4

2. Usuniecie zwiazkow niskoczasteczkowych przez ultrafiltracje na

filtrach Millipore 10 kDa lub na kolumnie odsalajacej o Srednicy 10

mm i dhugosci 10 cm (Fast Desalting HR 10/10, Amersham

Biosciences).

3. Rozcienczenie biatek w 10 mM buforze fosforanowym, pH 7,4,

bezposrednio przed pomiarem.
Pomiary stabilnosci termicznej bialek przeprowadzono dzigki uprzejmosci
prof. Sandor Pongor (ICGEB, Triest, Wlochy), z wykorzystaniem dichrografu
kotowego Jasco J-810 z przylaczonym termostatem (Thermostate Grant
Instruments Type GP200, Cambridge, England). Pomiary CD transferyny i
ferrytyny prowadzono w kuwecie z mozliwosciag regulacji temperatury.
Widma CD otrzymano jako Srednig z 4 kolejnych widm, od ktérej odjeto
linie podstawowa uzyskana 2z pomiaru widma buforu, w ktéorym
rozpuszczone byto biatko. Dhugos¢ drogi optycznej wynosita 0,1 cm. Widma
CD rejestrowano w zakresie spektralnym 195-250 nm dla temperatur 25-
75°C oraz 200-250 nm dla temperatur 85 i 90°C. Widma, ktore byly
»,zaszumione” wygltadzono metoda przesuwajacych sie sSrednich z uzyciem
algorytmu 15-punktowego.
Do pomiarow stabilnosci termicznej transferryne i ferrytyne o stezeniu 20
mg/ml zmodyfikowano 20 mM HTL w 100 mM buforze fosforanowym, pH
7,4 w 25°C przez okolo 17 h. Nastepnie nieprzereagowany HTL i inne
zwiazki niskoczasteczkowe usunieto na kolumnie odsalajacej o Srednicy 10

mm i dlugosci 10 cm (Fast Desalting HR 10/10, Amersham Biosciences).
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Szybkos¢ przeplywu wynosita 2 ml/min. Zastosowanym buforem byt 10 mM
bufor fosforanowy, pH 7,4; 100 mM NaCl. Nastepnie biatko rozcienczono do
odpowiedniego stezenia (0,2 mg/ml w przypadku transferryny, 0,1 mg/ml w
przypadku ferrytyny) 5 mM buforem fosforanowym, pH 7,4; 50 mM NaCl.
Tak przygotowane biatko poddane zostalo dzialaniu rosnacych temperatur
(25-90°C) w kuwecie polaczonej z termostatem. Pomiary widm CD
wykonywane byly po S5 minutach od wustalenia si¢ odpowiedniej
temperatury.

Widma CD analizowalam przy uzyciu serwera DICHROWEB [144]. Analiza
danych polega na poréwnaniu widma CD badanego biatka z widmami
bialek, zawartymi w zestawie referencyjnym biatek, o znanych strukturach
krystalograficznych, a tym samym znanej zawartoSci struktur
drugorzedowych. Obliczenie na ile kazdy z elementéw struktury przyczynia
sie¢ do powstania widma odbywa sie z wykorzystaniem jednego z pieciu
dostepnych algorytméw: SELCON3 [145, 146], CONTIN [147, 148], CDSSTR
[149], VARSLC [150] i K2d [151]. W celu uzyskania jak najbardziej
wiarygodnych wynikow analizy widm CD cytochromu c¢ i mioglobiny
wykonano z wykorzystaniem 3 algorytmow: SELCON, CONTIN i CDSSTR.
Dla kazdego wyniku podano znormalizowane S§rednie odchylenie
kwadratowe (NRMSD, ang. normalized root mean square deviation).
Parametr ten Swiadczy o zgodnosci dopasowania widma eksperymentalnego

oraz obliczonego i wyznaczany jest ze wzoru:

[Z(@ exp—fcal )’ /Z(&’ exp)’ ]% , gdzie:

6 exp — eliptycznos¢ eksperymentalna,

Ocal — eliptycznosc¢ obliczona (ang. back-calculated spectra for the derived
structure).

NRMSD uzywany jest do oceny jakosci wyniku. Niska wartoS¢ jest
koniecznym ale nie wystarczajacym warunkiem dla wnioskowania o
poprawnosci wyniku. Jesli NRMSD jest wysokie (>0,1), dopasowanie
obliczonej struktury drugorzedowej do rzeczywistej struktury jest
prawdopodobnie niewlasciwe, jednak niska wartoS¢ tego parametru nie
oznacza, ze analiza jest poprawna. Parametr ten umozliwia poréwnanie
wynikow uzyskanych z uzyciem réznych algorytmoéow i baz danych, dla
wyboru najbardziej wlasciwej metody analizy i zestawu referencyjnego [144].

Frakcje struktur drugorzedowych bialek w zestawach referencyjnych
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okreslone sa na podstawie struktur krystalograficznych [146]. Dany zestaw
biatek referencyjnych jest tym lepszy, im zawiera wiecej typow elementow
struktury obecnych w badanym biatku [144]. Serwer Dichroweb oferuje 7
zestawow bialek referencyjnych, rézniacych sie wymaganym zakresem
dhugosci fali widma CD. Do analiz widm w zakresie 190-240 nm moze by¢
wykorzystany zestaw nr 4 lub 7. Wybrano zestaw nr 7, ktory oprocz widm
44 bialek zawartych tez w zestawie nr 4, zawiera widma 5 bialek
zdenaturowanych.

Struktury drugorzedowe podzielone sa na 4 grupy: helisa a, ktéora obejmuje
helisy a i helisy 310, harmonika B, petla oraz nieuporzadkowane. Najkrotsza
sekwencja, ktora moze byc zaliczona do pierwszych trzech kategorii, jest
sekwencja dwuaminokwasowa. Ostatnia grupa obejmuje wszystkie
pojedyncze reszty aminokwasowe zaliczone do klas takich jak mostki B,
zgiecia, zatem nie zaliczone do zadnej 2ze zdefiniowanych klas
strukturalnych [146]. Wyniki dla poszczegolnych klas struktury

drugorzedowej usredniono i obliczono odchylenie standardowe.

3.15 Trawienie biatek trypsyna

Trawienie bialek trypsyng przeprowadzono jako jeden z etapow identyfikacji
miejsc preferencyjnej N-homocysteinylacji (Rysunek 15). 1 nmol bialka w
0,1 M NH4HCO3 redukowano 0,45 mM DTT przez 45 minut w temperaturze
55°C, po czym wolne grupy tiolowe biatka blokowano 1 mM IAA w ciemnosci
przez 15 minut w temperaturze pokojowej (okoto 22°C). W kolejnym etapie
biatko poddawano trawieniu trypsyna (stosunek enzym:substrat 1:50) przez
okolo 16 h w temperaturze 37°C. Trypsyna (EC 3.4.21.4) nalezy do proteaz
serynowych, przecina wigzania pepydowe po resztach Lys i Arg. W dalszym
etapie masy uzyskanych peptydéw okreslano metoda MALDI/TOF (Rozdziat
3.16.2). Ostatnim etapem byla komputerowa analiza danych (Rozdziat
3.17).
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" Biatko z tancuchem bocznym reszty Lys

N-homocysteinylacja
HTL, 20°C, 20 h

“WS-S’\AE)(% N-Hcy-biatko

Redukcja wigzan -S-S-
DTT, 55°C, 45 min.

Jodoacetamid, 20°C, 15 min., ciemnosé

¢ Zablokowanie grup -SH

NH,

gL i
N\H)\/\S—CH ,—C—NH,

aQ

Trawienie biatka na peptydy
Trypsyna, 37°C, 20 h

«

YN .

S

Widmo masowe peptydow Komputerowa analiza danych

Rysunek 15. Etapy identyfikacji miejsc potranslacyjnego wbudowywania Hcy do bialek

W celu okreslenia wplywu N-homocysteinylacji na podatnos¢ bialek na
proteolize cytochrom c zmodyfikowano 1-, 2-, 4- i 19- krotnym nadmiarem
molowym tiolaktonu homocysteiny. Bialka o stezeniu 2 mg/ml inkubowano
nastepnie z trypsyna (stosunek enzym:substrat 1:5) w 100 mM NH4sHCO3

przez 1-15 h w temperaturze 37°C. W kolejnym etapie zmieszano w
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stosunku 1:1 z barwnikiem obciazajacym i po 5 minutowej denaturacji w
99°C, poddawano elektroforezie w 12% zelu denaturujacym. Po
zeskanowaniu zele analizowano programem ImageQuant S5.1. Z

intensywnosci prazkow obliczono procent niestrawionego biatka.

3.16 Desorpcja/jonizacja laserowa wspomagana matryca z
detekcjq czasu przelotu (MALDI/TOF)

Analiza MALDI/TOF pozwala na oznaczenie masy czasteczkowej peptydow i
bialek. Technika ta umozliwia badanie makroczgsteczek w postaci jonow
pseudomolekularnych. W celu wytworzenia jonow, roztwér analizowane;j
substancji miesza si¢ z matryca, ktorej rola jest pochloniecie energii lasera i
przekazanie jej probce. W przypadku bialek o masach powyzej 10 kDa
najczesciej stosowana matrycy jest kwas synapinowy.

Widma masowe zastaly wykonane przez dr. Lukasza Marczaka na
spektrometrze typu MALDI/TOF firmy Bruker Daltonics (Niemcy), model
Autoflex, w Centrum Genomiki IChB PAN. Jonizacja nastepowata w wyniku
wzbudzenia probek promieniem lasera o dlugosci fali 337 nm. Analizy
prowadzono w trybie jonow dodatnich. Napiecie przyspieszajace w zrodle
oraz opoznienie wlotu jonéw do analizatora (ang. pulsed ion extraction) bylo

kazdorazowo optymalizowane podczas analiz.

3.16.1 Wyznaczanie masy czasteczkowej biatek

Roztworu bialka o stezeniu 2 mg/ml zmieszano z roztworem matrycy (kwas
synapinowy:50% acetonitryl) w stosunku 1:1 (0,5pul : 0,5pl]) i natadano na
plytke stalowa (ang. target plate) w celu krystalizacji. Ten sposéb
przygotowania i nakladania probki nazywa sie metoda wysychajacej kropli.
Spektrometr MALDI/TOF byl kalibrowany wobec mieszaniny bialek
(standardéw) o znanych masach czasteczkowych. Analiza probek badanych
wykonywana byla przy napieciu zrodet jonow 20 kV i 19 kV.

Dodatkowo przed nalozeniem na plytke metalowa, roztwory bialek
oczyszczano z uzyciem mikrokolumienek ZipTip U - C18, wielkos¢ P10
(Millipore). Modyfikacje z danym nadmiarem molowym tiolaktonu,
przeprowadzano kilkakrotnie dla kazdego biatka, za kazdym razem
wykonujac pomiary stopnia modyfikacji technika MALDI/TOF. W pracy

przedstawiono reprezentatywne widma masowe.

71



Materiaty i metody

3.16.2 Uzyskiwanie map peptydowych

Mapy peptydowe biatek otrzymyano w celu identyfikacji miejsc
wprowadzania homocysteiny lub jej pochodnych. Roztwor peptydow
oczyszczano na kolumience typu ZipTip U — C18, wielkos¢ P10 (Millipore).
Peptydy zwiazane do kolumienki wymywano roztworami o wzrastajacym
stezeniu acetonitrylu (10, 30, 50 i 100%). Kazda z uzyskanych w ten sposéb
czterech frakcji peptydow, o objetosci okoto 0,5 pl, nanoszono na plytke
Prespotted AnchorChip (Bruker Daltonics), zawierajaca na powierzchni
matryce (kwas a-cyjano-hydroksycynamonowy) i pozostawiano na powietrzu
do wyschniecia. Analiza probek badanych wykonywana byla przy napieciu
zrodet jonow 19 kV i 17 kV.

3.17 Analiza map peptydowych

W celu okreslenia stopnia pokrycia sekwencji biatka przez sekwencje
zidentyfikowanych peptydow, mapy peptydowe porownywano z bazami
sekwencji biatkowych z uzyciem dostepnego w Internecie programu Mascot

(http:/ /www.matrixscience.com/). Parametry analizy byly nastepujace:

tolerancja bledu pomiaru — 0,2 Da, dopuszczalne 2 miejsca w peptydzie,
ktore nie wulegly cieciu enzymatycznemu, karbaimidometylacja reszt
cysteiny, mozliwe utlenienie metioniny.

Identyfikacje peptydow, ktére zawieraja jedna lub dwie przylaczone reszty
homocysteiny, przeprowadzono przy pomocy programu PepModSearch

(http:/ /bioinfo.pl/~kajla/pepmodsearch /index.php) [Kajan,

niepublikowane]. W celu stwierdzenia, ktore peptydy z uzyskanego widma
masowego pochodza od analizowanego biatka, PepModSearch wykrzystuje
wynik teoretycznego trawienia bialtka wykonywany przez program MS-Digest
(http:/ /prospector.ucsf.edu/ucsfhtml4.0/msdigest.htm).

PepModSearch wymaga wprowadzenia sekwencji aminokwasowej badanego
bialka oraz listy uzyskanych mas peptydowych. Na podstawie listy
peptydow z trawienia teoretycznego przeprowadzonego przez MS-Digest,
program Pepmodsearch wskazuje peptydy pochodzace od analizowanego
biatka. Najwazniejsza zaleta tego programu jest identyfikacja peptydow,
ktore sg ciezsze o dana mase od peptydow uzyskanych z teoretycznego
trawienia. Podstawa metody jest zalozenie, ze peptyd ciezszy o dana liczbe
daltonow ma zwigzana grupe chemiczna o ciezarze odpowiadajacym tej

roznicy. Program znajduje peptydy z jedng i dwoma (takimi samymi)
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modyfikacjami. Wskazuje przy tym, ktore z peptydow maja swoj
niezmodyfikowany odpowiednik oraz te, ktéorych masa jest taka sama jak

jednego z peptydow niezmodyfikowanych.

3.18 Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne wykonano w programie Statistica 5.1 PL [152, 153].
W celu stwierdzenia istotnosci réznic pomiedzy Srednimi zawartoSciami
elementoéw struktury drugorzedowej uzyskanymi metoda dichroizmu
kotowego, przeprowadzono analize¢ wariancji. W przypadku wystepowania
istotnych réznic miedzy rozpatrywanymi, stosowano test post-hoc Tukeya w
celu stwierdzenia, ktore z poréwnywanych Srednich sa odpowiedzialne za
odrzucenie hipotezy zerowej o rownosci Srednich w grupach. Normalnos¢
rozkladu zmiennych oceniano testem Shapiro-Wilka. Wszystkie wykazane

roznice przyjeto za statystycznie istotne przy poziomie istotnosci p < 0,05.
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4 Wyniki

Modyfikacja bialek tiolaktonem homocysteiny polegajaca na acylacji grup e-
aminowych reszt lizyny, zachodzi we wszystkich dotychczas badanych
organizmach, w tym cztowieka [80, 81]. Wymagana jest wnikliwa analiza
mechanizmu i skutkow N-homocysteinylacji, poniewaz jest to jedna z
potencjalnych przyczyn toksycznosci homocysteiny. Badania poswiecone
temu zagadnieniu sa wazne z kilku powodéw: 1. modyfikacja ta zachodzi
przy fizjologicznych stezeniach HTL w organizmie ludzkim; 2. N-
homocysteinylowane biatka zawieraja znaczng pule Hcy, wieksza niz pula
tzw. ,catkowitej” Hcy; 3. N-homocysteinylacja bialek powoduje powazne
konsekwencje fizjologiczne. Bialtka traca swoje funkcje, sa toksyczne oraz

staja sie autoantygenami wywolujacymi odpowiedz immunologiczna.

4.1 Proces N-homocysteinylacji biatka

Biatkami modelowymi, wybranymi przeze mnie, do badania procesu N-
homocysteinylacji in vitro sa cytochrom c, mioglobina, ferrytyna i
transferyna. Cechy strukturalne wymienionych czgsteczek przedstawitam w

tabeli (Tabela 8).
Tabela 8. Charakterystyka strukturalna bialek modelowych

Biatko Masa czasteczkowa [Da] 1** 2%* 3
Cytochrom c 12359,5 11701,5 104 19 (18,3) 10CD
serca konia (5,8; n=6) [115]
Mioglobina miesni 16950,8 16951,4 153 19 (12,4) 1AZI

szkieletowych (10,7; n=4) [123]

konia

Transferyna 78699,8 77079,8 679 58 (8,3) 1D3K
surowicy (294; n=06) [132]
cztowieka
Ferrytyna 20011,7 19977,6 175 9 (5,1) 1IER
Sledziony (44,9; n=7) [129]
konia***,

podjednostka L

* Dane z pomiarow MALDI/TOF (odchylenie standardowe; n=ilo§¢ pomiarow)
** Dane obliczone z uzyciem programu ProtParam ExPaSy

*** 8-12% heteropolimeru stanowia podjednostki H o masie okolo 21 kDa i 13
resztach Lys

1 - liczba reszt aminokwasowych, 2 - liczba reszt Lys (% reszt Lys), 3 — kod
identyfikacyjny struktury, PDB ID [referencja]
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4.1.1 Cytochromc

Masa czasteczkowa cytochromu c¢ serca konia wyznaczona metoda
MALDI/TOF wynosi okoto 12359,5 Da (Tabela 8). Na widmie masowym
cytochromu c¢ (Rysunek 16A) przy m/z = 12360,91 widoczny jest jon
molekularny [M+H]*. Pik o m/z = 12567,37 pochodzi od adduktu biatka z
matryca, kwasem synapinowym. Pik o m/z 6180,115 odpowiada
dwukrotnej jonizacji czasteczki biatka [M+2H]2*.

N-homocysteinylacja, polegajaca na modyfikacji grupy e-aminowej reszt
lizyny, jest rownoznaczna ze zwieckszeniem masy czasteczkowej biatka o
117,165 Da na kazda zmodyfikowana reszte aminokwasowa. Metoda
MALDI/TOF umozliwia pomiar masy czasteczkowej biatka z duza
doktadnoscia (w pewnym zakresie mas), jest zatem odpowiednim
narzedziem do oceny stopnia N-homocysteinylacji.

Inkubacja cytochromu c¢ z ekwimolarnym stezeniem HTL (na kazda
czasteczke bialka przypada jedna molekula tiolaktonu) powoduje pojawienie
sie czasteczek z przylaczona jedna reszta homocysteiny (m/z = 12482,3;
wzgledna intensywnos¢ piku okoto 14%) oraz w niewielkim stopniu z
przytaczonymi 2 i 4 resztami Hcy (odpowiednio m/z = 12616,05 i 12824,01;
wzgledna intensywnosc¢ pikow ponizej 2%). Na widmie widac¢ rowniez addukt
biatka z matryca o m/z = 12572,26 (Rysunek 16B). Przyjmujac, ze suma
wzglednych intensywnosci czterech pikow, odpowiadajacyh biatku
natywnemu oraz z przylaczonymi 1, 2 i 4 resztami Hcy, wynosi 118 i
pochodzi od 100% czasteczek biatka obecnych podczas modyfikacii,
obliczylam procentowy udzial kazdej z form cytochromu po inkubacji z HTL.
Wynioést on odpowiednio: 85% dla czasteczek natywnych, 12% dla
czasteczek z 1 reszta Hey i po 1,5% dla czasteczek z 2 i 4 resztami Hcy.
Modyfikacja cytochromu c 2-krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu
homocysteiny, prowadzi do powstania mieszaniny czasteczek z
przytaczonymi od O do 4 resztami Hcy (Rysunek 16C). Jon molekularny
biatka z przylaczona 1 reszta Hcy przy m/z = 12477,91 charakteryzuje sie
wzglednag intensywnoscia piku wynoszaca 30%, z 2 resztami Hcy przy m/z =
12610,91 - 20%, z 3 resztami Hcy przy m/z = 12710,14 — 7% i z 4 resztami
Hcy przy m/z = 12818,27 — 3%. Procentowy udzial poszczegolnych form
cytochromu ¢ po modyfikacji wynosi odpowiednio 62,5% (bialko natywne),
19% (biatko z 1 -Hcy), 12,5% (biatko z 2 -Hcy), 4% (biatko z 3 -Hcy) i 2%
(biatko z 4 -Hcy).

75



Wyniki

Kolejne podwojenie nadmiaru molowego HTL podczas modyfikacji
cytochromu c¢ prowadzi do dalszego wzrostu udzialu czasteczek N-
homocysteinylowanych w stosunku do czasteczek natywnych (Rysunek
16D). Jon molekularny biatka z przylaczona 1 reszta Hcy przy m/z =
12478,61 charakteryzuje si¢ wzgledna intensywnoscig 70%, z 2 resztami
Hcy przy m/z = 12594,6 — 34%, z 3 resztami Hcy przy m/z = 12710,02 —
13% i z 4 resztami Hcy przy m/z = 12844,84 — 8%. Procentowy udzial
poszczegolnych form cytochromu ¢ po modyfikacji wynosi odpowiednio 43%
(biatko natywne), 30% (biatko z 1 -Hcy), 15% (biatko z 2 -Hcy), 7% (biatko z
3 -Hcy) i 5% (biatko z 4 -Hcy).

Zaobserwowang tendencje spadkowa udziatu formy natywnej przy wzroscie
stezenia HTL podczas modyfikacji, widac jeszcze wyrazniej przy 8-krotnym
nadmiarze molowym czynnika modyfikujacego. Inkubacja cytochromu c z 8-
krotnym nadmiarem molowym HTL prowadzi do powstania mieszaniny
czasteczek biatka z przylaczonymi od O do 9 reszt homocysteiny (Rysunek
16E). Udziat poszczegolnych form cytochromu ¢ wraz z wartoSciami m/z ich
jonow molekularnych oraz wzgledna intensywnoscia pikow przedstawitam w
tabeli (Tabela 9). Najbardziej liczebny jest cytochrom z 2 przylaczonymi
resztami Hcy (m/z = 12588,02; wzgledna intensywnos¢ 100%), ktory
stanowi 18% wszystkich czasteczek biatka. Jedynie 9% calej puli czasteczek

stanowi cytochrom natywny.

Tabela 9. Charakterystyka widma masowego cytochromu c zmodyfikowanego 8-

krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu homocysteiny

m/z Wzgledna Liczba -Hcy/ Udziat w puli
intensywnosé, % czasteczka biatka czasteczek, %
12351,81 51 0 9
12469,35 88 1 16
12588,02 100 2,02 18
12708,27 90 3,04 16
12827,08 71 4,06 13
1294428 53 5,06 9,5
13063,87 39 6,08 7
13176,85 27 7,04 5
13295,97 19 8,06 3,5
13404,34 16 8,98 3

Modyfikacja tiolaktonem homocysteiny o stezeniu rownym stezeniu grup e-
aminowych reszt lizyny, nie powoduje calkowitego zaniku formy natywnej
(Tabela 10, Rysunek 16F). Niezmodyfikowany cytochrom c, stanowi 6,5%
puli czasteczek biatka. Najliczniejsza frakcja sa molekuly z 3 resztami Hcy,

a maksymalna liczba zmodyfikowanych reszt wynosi 12. Pie¢, z
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dziewietnastu obecnych w tancuchu polipeptydowym cytochromu c reszt

Lys, jest zatem chronionych lub niepodatnych na N-homocysteinylacje.

Pojawia sie pytanie, ktore reszty ulegaja preferencyjnej modyfikacji.

Tabela 10. Charakterystyka widma masowego cytochromu c zmodyfikowanego 19-

krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu homocysteiny

m/z Wzgledna Liczba —-Hcy Udzial w puli
intensywnosc¢, % /czasteczka biatka czasteczek, %
12362,37 45 0 6,5
12479,88 79 1 11
12597,32 94 2,0 13,5
12714,45 100 3,0 14,5
12831,11 93 4,0 13,5
12948,58 78 5,0 11
13065,98 63 6,0 9
13183,11 48 7,0 7
13298,06 35 7,98 5
13416,64 24 9,0 3,5
13530,49 16 9,97 2,5
13641,41 12 10,91 2
13756,06 9 11,89 1
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Rysunek 16. Widmo masowe cytochromu c przed i po modyfikacji tiolaktonem
homocysteiny. Stosunek molowy HTL/bialko wynosil: O (A), 1 (B), 2 (C), 4 (D), 8 (E) i 19
(F)

4.1.2 Mioglobina

Masa czasteczkowa mioglobiny miesni szkieletowych konia wyznaczona
metoda MALDI/TOF wynosi okoto 16950,8 Da i jest w przyblizeniu zgodna z
masg obliczona na podstawie sekwencji amiokwasowej (Tabela 8). Na
widmie masowym mioglobiny (Rysunek 17A) przy m/z = 16958,3 widoczny
jest jon molekularny [M+H]*. Pik o m/z = 8479,834 odpowiada dwukrotnej
jonizacji czasteczki bialka [M+2H]2*. Na widmie obecny jest takze pik
adduktu biatka z matryca przy m/z = 17161,96.

Modyfikacja mioglobiny 2-krotnym nadmiarem molowym HTL prowadzi do
utworzenia mieszaniny czastek natywnych i N-homocysteinylowanych
(Rysunek 17B). Jon molekularny biatka z przylaczong 1 reszta Hcy przy
m/z = 17069,57 charakteryzuje sie wzgledng intensywnoscig piku
wynoszaca 37%, natomiast z 2 resztami Hcy przy m/z = 17186,89 — 41%.
Procentowy udzial poszczegélnych form mioglobiny po modyfikacji wynosi
odpowiednio 56% (bialko natywne), 21% (biatko z 1 -Hcy) i 23% (biatko z 2 -
Hcy).

Inkubacja mioglobiny z 4-krotnym nadmiarem molowym HTL skutkuje,
podobnie jak to ma miejsce w przypadku cytochromu c, we wzrosScie udziatu
form N-homocysteinylowanych (Rysunek 17C). Jon molekularny biatka z

przytaczona 1 reszta Hcy przy m/z = 17069,34 charakteryzuje sie wzgledna

80



Wyniki

intensywnoscia 73%, z 2 resztami Hcy przy m/z = 17197,26 — 77%, z 3
resztami Hcy przy m/z = 17311,33 — 46% i z 4 resztami Hcy przy m/z =
17446,93 - 33%. Procentowy udzial poszczegélnych form mioglobiny po
modyfikacji wynosi odpowiednio 30,5% (biatko natywne), 22% (biatko z 1 -
Hcy), 23,5% (bialko z 2 -Hcy), 14% (biatko z 3 -Hcy) i 10% (biatko z 4 -Hcy).

Modyfikacja tiolaktonem homocysteiny o stezeniu rownym stezeniu grup e-
aminowych reszt lizyny, powoduje przylaczenie Srednio 10 reszt Hcy do
czasteczki mioglobiny (Rysunek 17D). Jak wida¢ na widmie masowym,
znaczny jest udzial czasteczek 2z liczba zmodyfikowanych reszt Lys
przekraczajaca 10, a dochodzaca nawet do okolo 15. Na podstawie
uzyskanego widma nie mozna okreslic wudzialu form mioglobiny

zmodyfikowanej w réznym stopniu.
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Rysunek 17. Widmo masowe mioglobiny przed (A) i po modyfikacji 2- (B), 4- (C) i 19-

krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu homocysteiny

4.1.3 Transferyna

Masa czasteczkowa transferyny wyznaczona metoda MALDI/TOF wynosi w
przyblizeniu 78700 Da (Rysunek 18). Masa czasteczkowa obliczona na
podstawie sekwencji aminokwasowej jest mniejsza, gdyz nie uwzglednia

reszt cukrowych oraz dwoch jonow zelaza Fe3* (Tabela 8).
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Rysunek 18. Widmo masowe transferyny

Doktadne okreslenie masy tak duzego biatka czasteczkowej nie jest mozliwe,

ze wzgledu na zbyt niska rozdzielczos¢ pomiaru. Nie mozna zatem stwierdzi¢
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z czasteczkami o jakiej masie mamy do czynienia po modyfikacji
tiolaktonem homocysteiny. Z widma masowego odczyta¢ mozna jedynie
Srednig mase bialka, a co za tym idzie Srednia liczbe przytaczonych reszt
homocysteiny.

Transferyna zmodyfikowana 20-krotnym nadmiarem molowym HTL jest
mieszaning czasteczek z przylaczonymi Srednio 5 resztami Hcy. W
mieszaninie obecne sa molekuly zmodyfikowane zarowno w wiekszym, jak i
w mniejszym stopniu. Tiolakton homocysteiny o stezeniu rownym stezeniu
reszt lizyny powoduje modyfikacje Srednio 20 grup e-aminowych czasteczki
transferyny. Dalsze podwyzszenie nadmiaru tiolaktonu, do 200-krotnego

powoduje przylaczenie okolo 22 reszt Hcy na czasteczke biatka.

4.1.4 Ferrytyna

Masa czasteczkowa ferrytyny wyznaczona metoda MALDI/TOF wynosi okoto
20000 Da (Rysunek 19). Widma masowe ferrytyny inkubowanej z od 4- do
200-krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu homocysteiny nie wykazaty
zajScia modyfikacji.

120 -
100 -
80
60 -

40 -

Wzgledna intensywnosé, %

20 -

0 T T T T T T T T T T T 1
9200 10200 11200 12200 13200 14200 15200 16200 17200 18200 19200 20200 21200

m/z

Rysunek 19. Widmo masowe ferrytyny

W celu wykazania modyfikacji ferrytyny, inkubowalam bialtko =z
radioaktywnym HTL (rozdziat 3.3) i wykonalam pomiary kinetyki reakc;ji.
Stata szybkosci N-homocysteinylacji wyniosta 42,4 M-1h-1. Dla poréwnania
stata szybkosci modyfikacji albuminy byla réwna 195,3 M-1h-1.

84



Wyniki

4.2 Identyfikacja miejsc N-homocysteinylacji in vitro

N-homocysteinylacji moga ulegac grupy e-aminowe tych reszt lizyny, ktore
znajda sie na powierzchni czasteczki biatka. Ze wzgledu na pofaldowanie
lancucha polipeptydowego pewne reszty aminokwasowe, znajdujace sie
wewnatrz czasteczki biatka, sg chronione i niedostepne dla reakcji z
czynnikiem modyfikujacym.

Znajomos¢ miejsc preferencyjnej modyfikacji jest istotna dla zrozumienia
mechanizmu N-homocysteinylacji oraz ewentualnego wplywu modyfikacji na
funkcje bialka. W celu identyfikacji reszt lizynowych, ulegajacych
preferencyjnej N-homocysteinylacji in vitro, przeprowadzilam opisana
procedure (Rozdziaty 3.15, 3.16.2). Stopien pokrycia sekwencji biatka przez
peptydy wyznaczony z uzyciem programu Mascot oraz PepModSearch rézni
sie¢ dla poszczegolnych biatek (Tabela 11). Najwyzszy stopien pokrycia
sekwencji uzyskano dla mioglobiny, ok. 90%; nieco nizszy dla cytochromu c,

ok. 70%; natomiast dla ferytyny i transferyny ponizej 50%.
Tabela 11. Pokrycie sekwencji bialek modelowych przez peptydy. Srednia z n

eksperymentow + odchylenie standardowe

Biatko Stosunek Mascot PepModSearch
biatko:HTL Wszystkie Niezmodyfikowane
peptydy peptydy

Cytochrom c 1:0 67+5,4(n=4) 74,5%5,7(n=4) 67,8%4,3(n=4)
1:2 81+2,8(n=2) 93,3%£2,7(n=2) 81,7+2,7(n=2)

1:4 81+2,8(n=4) 93,9£2,7(n=4) 81,7+2,7(n=4)

Mioglobina 1:0 91,8+10,2(n=4) 94,419,8(n=4) 92,219 (n=4)
1:2 93,5+3,5(n=2) 100,0+£0(n=2) 93,8+3,2(n=2)

1:4 72,7+24(n=4) 77,3+19,9(n=4) 76120,8(n=4)
Ferrytyna 1:0 S9(n=1) 54,0£26,8(n=1) 44,3+19,5(n=1)
1:4 - 47,7+2,4(n=2) 44,52, 8(n=2)

1:40 - 50,7+1,5(n=2) 38,5%5,7(n=2)

Transferyna 1:0 4219(n=3) 47,5%4,7(n=3) 35,615,8(n=3)
1: 35 (n=1) 38+0,3(n=2) 28,8+8,4(n=2)
1:158 3618,5(n=2) 38,1+10,8(n=2) 29,5+11,6(n=2)

Identyfikacja miejsc modyfikacji przez tiolakton homocysteiny powiodla sie
dla cytochromu c i transferyny. W przypadku mioglobiny i ferrytyny
zidentyfikowane zostaly peptydy o masie odpowiadajacej przylaczeniu reszty
homocysteinowej, jednak wystepowaly one zaréwno w biatku natywnym, jak
i zmodyfikowanym.

W cytochromie c zmodyfikowanym 2-krotnym nadmiarem molowym HTL,
jako ulegajace N-homocysteinylacji zidentyfikowano reszty Lys 8 lub 13 oraz

86 lub 87 (Tabela 12).
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Tabela 12. Peptydy cytochromu c, w ktérych zidentyfikowano N-homocysteinylacje

Masa peptydu  Masa N-Hcy-peptydu Sekwencja Modyfikacja
1875,9573 2049,9300 8-KIFVQKCAQCHTVEK-22 -
1035,6389 1209,7480 80-MIFAGIKKK-88 -
1051,6338 1225,6400 80-MIFAGIKKK-88 1Met-ox
1507,8008 1855,8780 92-EDLIAYLKKATNE-104* -

Met-ox — utlenienie metioniny, *peptyd z dwoma zmodyfikowanymi resztami Lys

Jezeli w danym peptydzie wystepuja 2 reszty Lys (oprocz lizyny na koncu
sekwencji), nie jest mozliwe stwierdzenie, ktora z nich ulegta modyfikacji. W
cytochromie inkubowanym z 4-krotnym nadmiarem molowym HTL, oprocz
wymienionych reszt, zidentyfikowane zostaly N-Hcy-Lys 99 i N-Hcy-Lys 100
(Tabela 12).

W transferynie zmodyfikowanej 4- i 158-krotnym nadmiarem molowym
HTL, mimo dosc¢ niskiego stopnia pokrycia sekwencji bialka przez sekwencje
peptydow, wykryto 3 miejsca ulegajace modyfikacji (Tabela 13). Nalezg do
nich reszty Lys 25, Lys 39 i Lys 638.

Tabela 13. Peptydy transferyny, w ktorych zidentyfikowano N-homocysteinylacje

Masa Masa N-Hcy- Sekwencja Modyfikacja
peptydu peptydu
2621,2274 2795,3300 17-CQSFRDHMKSVIPSDGPSVACVK-39  1-Met-ox
1543,8154 1717,8050 26-SVIPSDGPSVACVKK-40 -
2112,0582 2459,7950 22-DHMKSVIPSDGPSVACVKK-40* 1-CAM-C
1442,7062 1616,5720 631-DDTVCLAKLHDR-642 -

Met-ox — utlenienie metioniny, 1-CAM-C - karboiminometylacja cysteiny, *peptyd z
dwoma zmodyfikowanymi resztami Lys

4.3 Wplyw N-homocysteinylacji na strukture drugorzedowa
biatka

Tiolakton homocysteiny indukuje stres siateczki Srodplazmatycznej i
odpowiedz na niesfaldowane biatka w linii komorek ARPE-19, przy czym jest
prawie dwukrotnie skuteczniejszy niz homocysteina [49]. Nie wiadomo w
jaki sposéb HTL przyczynia sie do rozfaldowywania biatek. Jedna z hipotez
zaklada, ze za uszkodzenie biatek sekrecyjnych i aktywacje UPR odpowiada
N-homocysteinylacja [154]. Modyfikacja bialek tiolaktonem homocysteiny
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polegajaca na kowalencyjnym przylaczeniu homocysteiny do grupy e-
aminowej reszt lizyny powoduje agregacje, utrate aktywnosci i indukcje
syntezy specyficznych przeciwcial [75]. Nasuwa sie zatem pytanie, jaki
aspekt struktury biatka zostaje naruszony przez N-homocysteinylacje. Czy
N-homocysteinylacja zmienia konformacje glownego tancucha
polipeptydowego? Szukajac odpowiedzi na to pytanie, przeanalizowalam
zawartos¢ elementow struktury drugorzedowej czterech N-Hcy-biatek
modelowych, poshugujac si¢ metoda dichroizmu kotowego (CD) (Rozdzial
3.14).

Widmo CD biatka w obszarze dalekiego nadfioletu, dostarcza danych o
konformacji gléownego tancucha polipeptydowego. Badaniu poddano
cytochrom c i mioglobine zmodyfikowane HTL w stosunku molowym od 1:0
do 1:8, ferrytyne zmodyfikowana 20-krotnym oraz transferyne
zmodyfikowang 80-krotnym nadmiarem molowym HTL. Zawartosc¢ struktur
drugorzedowych oznaczono z uzyciem trzech algorytméw dostepnych w
serwerze Dichroweb: CDSSTR, SELCON3 i CONTIN. Wyniki uzyskane z
uzyciem algorytmu CDSSTR obarczone sa mnajnizszym odchyleniem
standardowym NRMSD, natomiast dla algorytmu SELCON3 wartos¢ ta jest
najwyzsza. Dane uzyskane dla mioglobiny, ferrytyny i transferyny,
pochodzace ze wszystkich trzech algorytméw sa podobne, natomiast dla
cytochromu c roznica w zawartosci struktur drugorzedowych oznaczonych
trzema metodami jest obarczona najwyzszym odchyleniem standardowym
wahajacym sie pomiedzy 0,02-0,08.

Przebieg widm CD cytochromu c i N-Hcy-cytochromu c jest zblizony. Bez
wzgledu na stezenie molowe HTL uzytego do modyfikacji, linie widma CD
charakteryzuja sie dwoma minimami przy okolo 208 i 222 nm, typowymi
dla biatek z przewaga helis a (Rysunek 20).

Na podstawie przebiegu widm CD w dalekim nadfiolecie, oznaczono udziat
poszczegbdlnych typow konformacji gléwnego tancucha polipeptydowego

(Tabela 14, Rysunek 21).
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Rysunek 20. Widmo dichroizmu kolowego cytochromu c w dalekim nadfiolecie. Podano
stosunek molowy biatko:HTL podczas modyfikacji

Wg bazy danych Swiss-Prot, w cytochromie c¢ (PO0004) 41,3% tancucha
polipeptydowego wystepuje w formie helisy a, 6,7% w postaci harmonijki
oraz 51,9% petli. Zawartos¢ helisy a w cytochromie c, obliczona na
podstawie widm CD, jest nieco nizsza i wynosi 34% dla biatka natywnego.
Najblizej wyniku pochodzacego z bazy danych, jest wartos¢ uzyskana przez
CDSSTR. Réwniez w przypadku harmonijki f warto§¢ podawana przez
CDSSTR jest najblizsza wartosci z bazy danych. W pozostatych algorytmach
jest ona zawyzona. Struktura petli jest reprezentowana przez 51,9%
dhugosci tancucha polipeptydowego, podczas gdy wynik analizy widm CD
wskazuje, ze jest to jedynie 19%. Ponad 35% tancucha polipeptydowego
zgodnie z danymi CD jest sklasyfikowana jako nieuporzadkowana.
Podsumowujac, metoda dichroizmu kolowego, nie wykazata istotnych
statystycznie zmian w zawartosci struktur drugorzedowych w cytochromie c

zachodzacych pod wplywem N-homocysteinylacji (Rysunek 21).
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Tabela 14. Zawartos§¢ struktur drugorzedowych cytochromu c obliczona z uzyciem

algorytméw SELCON3, CONTIN i CDSSTR

Cyt:HTL Algorytm 1 2 3 4 NRMSD
CDSSTR 0,38 0,07 0,21 0,34 0,03
SELCON3 0,34 0,14 0,21 0,31 0,15

1:0 CONTIN 0,31 0,17 0,14 0,39 0,06
Srednia 0,34 0,13 0,19 0,35 -
SD 0,04 0,05 0,04 0,04 -
CDSSTR 0,38 0,08 0,18 0,36 0,04
SELCON3| 0,34 0,12 0,21 0,34 0,20

1:1 CONTIN 0,30 0,12 0,13 0,45 0,08
Srednia 0,34 0,11 0,17 0,38 -
SD 0,04 0,02 0,04 0,06 ]
CDSSTR 0,40 0,10 0,18 0,32 0,04
SELCON3| 0,37 0,10 0,23 0,30 0,18

1:2 | CONTIN | 0,35 0,07 0,14 0,44 0,10
Srednia | 0,37 0,09 0,18 0,36 -
SD 0,03 0,02 0,05 0,08 -
CDSSTR| 0,39 0,07 0,19 0,35 0,02
SELCON3| 0,36 0,12 0,22 0,31 0,19

1:4 | CONTIN | 0,34 0,09 0,13 0,43 0,07
Srednia | 0,36 0,09 0,18 0,37 -
SD 0,02 0,02 0,04 0,06 -
CDSSTR| 0,35 0,09 0,19 0,37 0,03
SELCON3| 0,31 0,14 0,20 0,34 0,21

1:8 | CONTIN | 0,30 0,16 0,13 0,41 0,06
Srednia | 0,32 0,13 0,18 0,37 -
SD 0,03 0,04 0,04 0,04 -

1 — helisa a, 2- harmonijka B, 3 — petla, 4 — nieuporzadkowane, SD — odchylenie
standardowe, NRMSD - znormalizowane odchylenie standardowe
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Rysunek 21. ZawartoSé procentowa struktur drugorzedowych cytochromu c¢ w

zaleznoSci od nadmiaru molowego HTL. 1-helisa a, 2-harminijka B, 3-petla, 4-

nieuporzadkowane
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W przypadku mioglobiny natywnej i zmodyfikowanej tiolaktonem
homocysteiny o wzrastajacym stezeniu, linie widm CD maja zblizony ksztalt
z pasmami ujemnej eliptycznosci przy 208 i 222 nm oraz pasmem dodatniej

eliptycznosci przy 196 nm (Rysunek 22).
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Rysunek 22. Widmo dichroizmu kolowego mioglobiny w dalekim nadfiolecie. Podano
stosunek molowy bialko:HTL podczas modyfikacji

W miare zwiekszania nadmiaru molowego tiolaktonu homocysteiny, wzrasta
nieznacznie intensywnos¢ pasm, co znajduje swoje odzwierciedlenie w
przewidywanej zawartosci struktur drugorzedowych mioglobiny (Rysunek
23, Tabela 15). Oszacowana zawartos¢ helisy a jest zblizona do zawartosci
pochodzacej z bazy danych Swiss-Prot (P68086). W bazie danych wynosi
ona 74,5%, podczas gdy w eksperymencie dla biatka natywnego 65%.
Zawartos¢ harmonijki B wynosi wg bazy danych okolo 2%, co jest w zgodzie
z danymi eksperymentalnymi. Zawartosc petli wynosi okoto 10% zaréwno w

bazie danych jak i w eksperymencie.
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Tabela 15. Zawartos¢ struktur drugorzedowych mioglobiny obliczona z uzyciem

algorytméw SELCON3, CONTIN i CDSSTR

Mb:HTL [Algorytm| 1 2 3 4 | NRMSD
CDSSTR| 0,67 | 004 | 009 | 0,19 | 0,01
SELCON3| 0,63 | 0,05 | 0,10 | 0,20 | 0,06
1:0 |CONTIN| 0,65 | 002 | 0,11 | 022 | 0,02
Srednia | 0,65 | 0,04 | 0,10 | 0,20 -
SD 0,02 0,02 0,01 0,02 -
CDSSTR| 0,75 | 0,02 | 0,08 | 0,14 | 0,01
SELCON3| 0,68 | 0,03 | 0,10 | 0,18 | 0,06
1:1 |[CONTIN| 0,69 | 002 | 0,11 | 0,18 | 0,01
Srednia | 0,71 0,02 0,10 0,17 -
SD 0,04 0,01 0,02 0,02 -
CDSSTR| 0,75 | 0,03 | 0,07 | 0,15 | 0,01
SELCON3 0,69 | 0,02 | 0,10 | 0,19 | 0,06
1:2 |[CONTIN| 0,69 | 0,01 | 0,11 | 020 | 0,02
Srednia | 0,71 | 0,02 | 009 | 0,18 -
SD 0,04 0,01 0,02 0,03 -
CDSSTR| 0,78 | 0,03 | 0,07 | 0,12 | 0,01
SELCON3| 0,71 0,02 | 0,09 | 0,19 | 0,06
1:4 [CONTIN| 0,72 | 001 | 0,10 | 0,17 | 0,01
Srednia | 0,74 0,02 0,09 0,16 -

SD 0,04 0,01 0,02 0,03 -
CDSSTR| 0,80 0,04 0,06 0,10 0,01
SELCON3| 0,74 0,02 0,07 0,17 0,05
1:8 | CONTIN | 0,74 0,01 0,10 0,15 0,02

0,76
(00.01) 0,02 0,08 0,14 -
SD 0,03 0,02 0,02 0,04 -
1 — helisa a, 2- harmonijka B, 3 — petla, 4 — nieuporzadkowane, SD — odchylenie
standardowe, NRMSD - znormalizowane odchylenie standardowe

Srednia

Analiza wariancji wykazatla istotne réznice w zawartosci helis a w
mioglobinie zmodyfikowanej wzrastajacym stezeniem HTL (p=0,02). Test
Tukeya wykazal, Ze za odrzucenie hipotezy zerowej jest odpowiedzialna
waro$¢ Srednia mioglobiny zmodyfikowanej 8-krotnym nadmiarem HTL,
ktora istotnie rdézni sie od Sredniej charakteryzujacej biatko natywne
(p=0,01). W miare wzrostu stezenia HTL rosnie zawartos¢ helis a, jednak
roznice te z wyjatkiem biatka zmodyfikowanego 8-krotnym nadmiarem HTL,

sa nieistotne statystycznie (Rysunek 23).

91



Wyniki

90 -
80 -

70 h h Ex &
60 - o1
50 - =2
40 - o3
30 - 04
20 -
10

Struktura drugorzedowa, %

1:0 1:1 1:2 1:4 1:8

Stosunek molowy HTL:mioglobina

Rysunek 23. Zawarto§¢ procentowa struktur drugorzedowych mioglobiny w zaleznosci

od nadmiaru molowego HTL. 1-helisa a, 2-harminijka B, 3-petla, 4-nieuporzadkowane

Widma CD ferrytyny natywnej i N-homocysteinylowanej 20-krotnym
nadmiarem molowym tiolaktonu homocysteiny naktadaja sie, co Swiadczy o

braku zmian zawartosci poszczegolnych struktur drugorzedowych.
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Rysunek 24. Widmo dichroizmu kolowego ferrytyny w dalekim nadfiolecie. Podano

stosunek molowy bialko:HTL podczas modyfikacji

Ksztalt widma CD transferyny jest typowy dla biatek z udzialem harmonijki
B (Rysunek 25).
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Rysunek 25. Widmo dichroizmu kolowego transferyny w dalekim nadfiolecie. Podano
stosunek molowy bialko:HTL podczas modyfikacji

Zgodnie z baza danych Swiss-Prot (P02787) w N-koncowym ptlacie liczacym
331 aminokwasy helisa a stanowi 33,8% natomiast harmonijka $ - 19,3%.
Pozostate 46,9% lancucha polipeptydowego przybiera strukture petli.
Podobnie jak w przypadku cytochromu c, dane pochodzace z algorytmu

CDSSTR sa najblizsze wartosci z bazy danych (Tabela 16).

Tabela 16. Zawarto$¢ struktur drugorzedowych transferyny obliczona z uzyciem

algorytméw SELCON3, CONTIN i CDSSTR

Trf:HTL |Algorytm 1 2 3 4 NRMSD
CDSSTR| 0,30 0,23 0,19 0,28 0,03
SELCON3| 0,25 0,25 0,22 0,26 0,11
1:0 CONTIN | 0,24 0,25 0,19 0,32 0,07
Srednia | 0,26 0,24 0,20 0,29 -
SD 0,03 0,01 0,02 0,03 -
CDSSTR| 0,23 0,28 0,20 0,29 0,03
SELCON3| 0,22 0,33 0,21 0,25 0,09
1:80 | CONTIN | 0,24 0,24 0,20 0,32 0,05
Srednia | 0,23 0,28 0,20 0,29 -
SD 0,01 0,04 0,00 0,04 -

1 — helisa a, 2- harmonijka B, 3 — petla, 4 — nieuporzadkowane, SD — odchylenie
standardowe, NRMSD - znormalizowane odchylenie standardowe

Analiza widm transferyny natywnej i zmodyfikowanej 80-krotnym

nadmiarem molowym tiolaktonu homocysteiny, wskazuje na brak istotnych
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statystycznie roznic w zawartosci elementow struktury drugorzedowej
(Rysunek 26).
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Rysunek 26. Zawartos¢ procentowa struktur drugorzedowych transferyny w zaleznosci
od nadmiaru molowego HTL. 1-helisa a, 2-harminijka B, 3-petla, 4-nieuporzadkowane

Podsumowujac, dane pochodzace z pomiaréow eliptycznosci N-Hcy-biatek w
dalekim nadfiolecie, wskazuja na nieznaczne lub brak zmian w konformacji

glownego tanicucha polipeptydowego powodowanych N-homocysteinylacja.

4.4 Wplyw N-homocysteinylacji na stan redoks zelaza hemu

N-homocysteinylacja bialka powoduje pojawienie sie dodatkowych grup
tiolowych, ktére moga ulegac¢ reakcjom utlenienia-redukcji. Utlenianie tioli
jest katalizowane przez jony metali przejSciowch, gléwnie przez jony zelaza i
miedzi. Jony zelaza wchodza w sklad m. in. bialek hemowych, gdzie pelnia

wazng funkcje przyjmowania elektronow, czy wigzania ligandow.

4.4.1 Cytochromc

Spektrum absorpcji cytochromu c, w zakresie widzialnym jest czule na
koordynacje, stan spinowy oraz stopien utlenienia atomu zelaza w
pierscieniu porfirynowym. Charakteryzuje sie wystepowaniem pasma Soreta
i Q [155]. Intensywnosc¢ i pozycje tych pasm moga sie zmienia¢ w zaleznosci
od warunkow fizyko-chemicznych, jako wynik zmian w kompozycji ligandéw
aksjalnych zelaza hemu [120]. Aksjalna koordynacja ma wplyw na
spektrum absorpcji bialek hemowych [156, 157]. Dla ferrocytochromu c w
obrebie pasma Q charakterystyczne sa dwa maksima absorpcji: przy okoto
520 nm i 550 nm, natomiast dla ferricytochromu c typowe jest jedno

szerokie pasmo z maksimum przy okolo 530 nm. Widmo absorpcji
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cytochromu c¢ inkubowanego z rosnacym nadmiarem molowym HTL

Swiadczy o redukcji zelaza hemu (Rysunek 27).
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Rysunek 27. Widmo absorpcyjne cytochromu c w regionie widzialnym. Podano
stosunek molowy biatko:HTL podczas modyfikacji

Przed modyfikacja bialko znajduje sie w formie utlenionej. Inkubacja juz z
ekwimolarnym stezeniem HTL powoduje redukcje zelaza hemu, o czym
Swiadczy pojawienie sie¢ pasm absorpcji przy 520 i 550 nm. Stosunek
A550/A520, bedacy wskaznikiem redukcji, rosnie z czasem inkubacji bialtka
z HTL oraz ze wzrostem stezenia HTL uzytego do modyfikacji (Rysunek 28).
W celu wykazania, ze redukcja cytochromu ¢ moze zachodzi¢ pod wplywem
Hcy przylaczonej do bialka wiazaniem amidowych, N-Hcy-cytochrom c
inkubowatam z N-Hcy-albumina (Rozdzial 3.13). Po 24 h inkubacji z N-Hcy-
albuming stosunek AS550/A520 cytochromu c wynosit 1,04, a po 77 h
wzrost do 1,2. Stosunek AS550/A520 cytochromu c inkubowanego bez
dodatkow oraz z albuming nie ulegl zmianie w czasie i wynosil odpowiednio

0,881 0,94.
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Rysunek 28. Zalezno$§é stosunku A550/A520 od czasu modyfikacji cytochromu c
inkubowanego z HTL w stosunku molowym 1:1 i bez dodatku HTL (1:0) [A] oraz od
nadmiaru molowego HTL [B]. Dane sa Srednia z trzech eksperymentéw * odchylenie
standardowe

O redukciji zelaza hemu zachodzacej podczas N-homocysteinylacji swiadczy
tez widmo CD w regionie Soreta (Rozdziat 3.14). W tym zakresie dlugosci fali
widoczne sa istotne roznice w potozeniu i intensywnosci pasm eliptycznosci
zachodzace pod wplywem inkubacji z HTL. Mozna zatem wnioskowac o
znaczacych zmianach w interakcji hem - tancuch polipeptydowy w
porownaniu z natywnym cytochromem c (Rysunek 29).

Widmo CD cytochromu c w regionie Soreta charakteryzuje sie pasmem
dodatniej eliptycznosci o maksimum przy okoto 404 nm oraz silnie
negatywnym pasmem przy okolo 415 nm. Jest to widmo typowe dla
ferricytochromu c¢. Pod wplywem N-homocysteinylacji zmniejsza sie
intensywno§¢ pasma dodatniego i przesuwa sie ono w kierunku fal
dtuzszych, do okolo 408 nm. Pasmo negatywne rowniez zmniejsza swoja
intensywno$¢. Pojawia sie natomiast silnie dodatnie pasmo z maksimum
przy okolo 423 nm oraz negatywne pasmo przy okoto 330 nm, cechy
charakterystyczne dla widma CD zredukowanego cytochromu c. Dalsze
zwiekszanie stezenia HTL (4 i 8-krotny nadmiar molwy) uzytego do
modyfikacji nie powoduje juz réznicy w widmie CD w poréwnaniu do 2-

krotnego nadmiaru.
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Rysunek 29. Widmo dichroizmu kolowego cytochromu c¢ w regionie Soreta i

widzialnym. Podano stosunek molowy bialko:HTL podczas modyfikacji

4.4.2 Mioglobina

Mioglobina jest bialkiem hemowym, odpowiedzialnym za magazynowanie
tlenu w miesniach. Swoja funkcje pelni dzieki grupie prostetycznej, a w
szczegblnosci jonowi zelaza, ktore wiaze tlen i inne ligandy. Zdolnos¢ do
wiazania ligandow jest zalezna od stopnia utlenienia zelaza. Stopien
utlenienia zelaza mioglobiny mozna okresli¢ na podstawie widma absorpcji.
Widmo absorpcji mioglobiny natywnej i zmodyfikowanej ekwimolarnym
stezeniem HTL w regionie Soreta charakteryzuje si¢ wystepowaniem pasma
z maksimum przy dlugosci fali 409 nm. Delikatne przesuniecie tego
maksimum (do 410,7 nm) ma miejsce w mioglobinie zmodyfikowanej 8-
krotnym nadmiarem molowym HTL. Widmo absorpcji mioglobiny natywne;j
jest widmem typowym dla metmioglobiny (Mb!l) i charakteryzuje sie
wystepowaniem pasma z maksimum przy okoto 505 nm i 630 nm (Rysunek
30A). W tej formie zelazo wystepuje w stanie utlenionym a szosta pozycja
koordynacyjna jest obsadzona przez czasteczke wody (tzw. zelazo 6-
koordynacyjne, stan wysokospinowy). W widmie absorpcji mioglobiny
zmodyfikowanej tiolaktonem homocysteiny w stosunku molowym 1:1 pasmo

z maksimum przy okolo 505 nm nie zmienia si¢ (Rysunek 30B). Zaczyna si¢
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natomiast pojawia¢ pasmo z maksimum przy okoto 580 nm. Jego
intensywnos$¢ wzrasta wraz ze wzrostem nadmiaru molowego HTL uzytego
do modyfikacji (Rysunek 30C-F). Przy stosunku molowym mioglobina:HTL
1:4 pojawia sie¢ pasmo z maksimum przy dlugosci fali okolo 541 nm
(Rysunek 30D). Obecnos¢ pasm o maksimach przy okolo 505, 541, 580 i
630 nm w mioglobinie zmodyfikowanej od 1- do 8-krotnym nadmiarem
molowym tiolaktonu homocysteiny wskazuje na wystepowanie mieszaniny
metmioglobiny 1 oksymioglobiny. W widmie absorpcji mioglobiny
zmodyfikowanej 25-krotnym nadmiarem molowym HTL nie obserwuje sie
pasm charakterystycznych dla metmioglobiny (505 i 630 nm) (Rysunek
30F). Wystepuja w nim natomiast pasma typowe dla oksymioglobiny
(Mb'O2) z maksimum przy okolo 541 i 580 nm. W tej formie mioglobiny
zelazo wystepuje w stanie zredukowanym, a szosta pozycja koordynacyjna

jest obsadzona przez czasteczke tlenu.
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Rysunek 30. Wplyw modyfikacji tiolaktonem homocysteiny (HTL) na widmo absorpcji
mioglobiny (Mb) w regionie widzialnym. Warunki pomiaru: 10 mM bufor fosforanowy,
pH 7,4, stezenie mioglobiny 29,5 pM. Stosunek molowy Mb:HTL podczas modyfikacji
wynosil: A-1:0,B-1:1,C-1:2,D-1:4,E - 1:8, F - 1:25

Maksimum absorpcji mioglobiny natywnej i zmodyfikowanej tiolaktonem
homocysteiny w regionie Soreta wystepuje przy 409 nm, jednak
intensywnoS§¢ absorpcji jest znacznie wyzsza w biatkach zmodyfikowanych

HTL. Widma CD w regionie dalekiego UV mioglobiny natywnej i
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zmodyfikowanej HTL sa podobne, co wskazuje na brak zmian w konformac;ji
biatka. Widma CD w regionie Soreta (Rysunek 31) roéwniez maja zblizony
przebieg, z maksimum pasma przy ok. 407 (1:0, 1:1, 1:8) nm lub 409 nm
(1:2, 1:4).

[e]x10'2, deg cm? dmol

Dtugosé¢ fali, nm

Rysunek 31. Widmo dichroizmu kolowego mioglobiny w regionie Soreta i widzialnym.

Podano stosunek molowy bialko:HTL podczas modyfikacji

4.5 Podatnos¢ N-Hcy-cytochromu c na proteolize

Zmiany strukturalne spowodowane przez N-homocysteinylacje moga
wplywac na proteolityczng wymiane bialek. Czasteczka uszkodzonego biatka
powinna by¢ degradowana szybciej niz biatlko niezmienione, ale z drugiej
strony modyfikacja moze uniemozliwia¢ proteolize, czego skutkiem bylaby
akumulacja uszkodzonych bialek w organizmie.

Aby wuzyska¢ odpowiedZ na pytanie, czy N-homocysteinylacja zmienia
podatnos¢ na proteolize, przeprowadzono trawienie cytochromu c trypsyna
(3.15). Przed trawieniem cytochrom c zmodyfikowano tiolaktonem
homocysteiny o stezeniu rownym stezeniu reszt lizynowych w biatku. Liczba
reszt lizyny w cytochromie ¢ zawarta jest w tabeli (Tabela 8). Po modyfikacji
oznaczono liczbe przylaczonych reszt Hcy do biatka metoda MALDI/TOF. Po
modyfikacji 19-krotnym nadmiarem molowym HTL, otrzymano mieszanine

czasteczek cytochromu c¢ N-homocysteinylowanych w roznym stopniu; z 1
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do 12 zmodyfikowanymi resztami lizyny. N-Hcy-bialko poddano trawieniu

trypsyna przez 6 h i oznaczono procent biatka niestrawionych (Rysunek 32).

70

60

_|_
50 l —

HH

30

20 -

% niestrawionego biatka

Cytochromc N-Hcy-Cytochrom ¢

Rysunek 32. Podatno§é cytochromu c na proteolize trypsyna. Dane sa Srednia z 3
eksperymentéow * odchylenie standardowe. N-Hcy-bialko zmodyfikowane zostalo
ekwimolarnym stezeniem HTL w stosunku do stezenia reszt lizyny

Obserwuje si¢ istotna statystycznie roznice w podatnosci N-Hcy-biatka na
proteolize w stosunku do niezmodyfikowanego odpowiednika. Natywny
cytochrom c jest trawiony szybciej (p=0,018).

Dodatkowo trawieniu trypsyna poddano cytochrom c zmodyfikowany 1-, 2-,
4- i 19-krotnym nadmiarem molowym HTL. Po modyfikacji oznaczono liczbe
przytaczonych reszt Hcy do biatka metoda MALDI/TOF. Cytochrom c
zmodyfikowany ekwimolarnym stezeniem HTL jest mieszaning czasteczek z
przylaczonymi od 1 do 4 reszt homocysteiny. Inkubacja tego samego biatka
z 2-krotnym nadmiarem HTL powoduje przylaczenie od 1 do 6 reszt
homocysteiny na czasteczke cytochromu c, natomiast 4- i 8-krotny
nadmiast czynnika modyfikujacego skutkuje w od 1 do 10
zmodyfikowanych reszt lizyny. Po 1 godzinnym trawieniu tak
zmodyfikowanych  cytochromow ¢  trypsyna  oznaczono  procent

niestrawionego biatka (Rysunek 33).
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Rysunek 33. Wplyw stopnia modyfikacji cytochromu c tiolaktonem homocysteiny na
podatnosé na trawienie trypsyna. Podano nadmiar molowy HTL podczas modyfikacji
Wraz ze wzrostem liczby zmodyfikowanych reszt lizyny spada podatnosc

cytochromu c na trawienie trypsyna.

4.6 Stabilnosé termiczna N-Hcy-biatek

W celu okreslenia szkodliwosci danej modyfikacji dla struktury biatka
przeprowadza sie pomiary stabilnosci zmienionego wariantu czasteczki w
obecnosci czynnikow stresowych 1 porownuje ze stabilnoScia biatka
natywnego. Czynnikiem stresowym moze by¢ np. temperatura, pH, czy
obecnos¢ czynnika denaturujacego. Dla oszacowania wplywu N-
homocysteinylacji na stabilnos¢ ferrytyny i transferyny przeprowadzitlam

pomiary widm CD w podwyzszonej temperaturze (Rozdziat 3.14).

4.6.1 Ferrytyna

Widma CD ferrytyny natywnej i zmodyfikowanej 20-krotnym nadmiarem
molowym HTL w zakresie dalekiego nadfioletu sa zblizone (Rysunek 34A,B).
Oba biatka podobnie reaguja na podwyzszong temperature, co w
szczegolnosci wida¢ na  wykresach  przedstawiajacych  zaleznos¢
eliptycznosci przy 215 nm od temperatury (Rysunek 34C). Zaleznos¢ ta jest
wskaznikiem stopnia rozfaldowania biatka. W temperaturze 25-75°C
nastepuje powolne rozfaldowywanie lancucha polipeptydowego zaréwno
ferrytyny jak i N-Hcy-ferrytyny. Powyzej 75°C ma miejsce gwaltowne, dalsze

rozfaldowanie.
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Rysunek 34. Wplyw temperatury na strukture drugorzedowa ferrytyny (A) i N-Hcy-
ferrytyny Sledziony konia (B). StabilnoS§é termiczna N-Hcy-ferrytyny (A) nie rézni sie
zasadniczo od stabilnosci ferrytyny (@) (C)

4.6.2 Transferyna

Wyniki pomiaru stabilnosci termicznej transferyny wskazuja, ze jest ona

stabilna w temperaturze do 65°C (Rysunek 35A,B).
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Rysunek 35. Wplyw temperatury na strukture drugorzedowa transferyny (A) i N-Hcy-
transferyny (B). Rozplatanie laficucha polipeptydowego N-Hcy-transferyny (A)
rozpoczyna sie w nizszej temperaturze i przebiega gwaltowniej niz transferyny (¢) (C)

W przedziale 25-65°C widma sa bardzo zblizone, co wskazuje na brak
znacznych zmian w konformacji tancucha polipeptydowego. Znaczne
rozfaldowanie ma miejsce dopiero w temperaturze 75°C i postepuje wraz ze
wzrostem temperatury do 90°C. W przypadku biatka zmodyfikowanego 80-
krotnym nadmiarem HTL widma wygladaja podobnie z ta réznica, ze

zauwazalne sa zmiany w strukturze w nizszych temperaturach. Widoczne
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jest to szczegolnie na wykresie przedstawiajacym zaleznosSc eliptycznosci
przy 215 nm od temperatury (Rysunek 35C), gdzie dla biatka
zdenaturowanego widoczne sg dwa przejScia miedzy 35 a 45°C oraz miedzy
75 a 85°C.

Przeprowadzono rowniez pomiary widm CD po obnizeniu temperatury do
25°C; wynik w zgodzie z danymi literaturowymi wskazuje, ze rozfaldowanie

jest procesem nieodwracalnym.

4.7 Immunogennosé N-homocysteinylowanych biatek

N-homocysteinylacja powoduje pojawienie si¢ na bialku epitopu, ktory jest
rozpoznawany przez specyficzne przeciwciala [75]. Ferguson i wsp. [96] oraz
Undas i wsp. [101] wykazali obecnos¢ przeciwcial anty-N-Hcy-biatko w
surowicy krolikow immunizowanych N-Hcy-bialkami. Dotychczas nie byla
znana metoda oczyszczania przeciwcial specyficznych wzgledem N-
homocysteinylowanych bialek. Nie wykazano réwniez ich uzytecznosci do
detekcji N-Hcy-biatek zmodyfikowanych w réoznym stopniu.

Istotne stalo sie zatem uzyskanie przeciwcial specyficznych wzgledem N-
homocysteinylowanych bialek, wykazanie ich specyficznosci, opracowanie
metody oczyszczania oraz wykorzystanie ich jako narzedzie do detekcji N-

Hcy-bialek.

4.7.1 Produkcja przeciwcial anty-N-Hcy-biatko

W celu uzyskania przeciwcial skierowanych przeciwko N-Hcy-bialkom,
immunizowano dwa kroliki rasy kalifornijskiej bialej N-Hcy-KLH (Rozdziat
3.6). Na podanie antygenu kroliki odpowiedzialy produkcja przeciwcial,
jednakze profil odpowiedzi obu zwierzat znacznie sie rézni. Poziom
przeciwcial w surowicy kroélika nr 1 pozostal na niskim poziomie po 3
iniekcjach N-Hcy-KLH, znaczaco wzrost po 4 iniekcji antygenu i utrzymat
sie¢ na wzglednie stalym poziomie do konca trwania eksperymentu.

(Rysunek 36).
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Rysunek 36. Krzywe rozcieficzei surowicy krolikow nr 1 i 2. W eksperymencie ELISA
antygenem byla N-Hcy-albumina. Niespecyficzne wiazanie, 2z Hcy-Lys jako
kompetytorem, zostalo odjete od wiazania w obecnosci Lys

Krolik nr 2 natomiast zareagowal gwaltowna produkcja przeciwciatl dopiero
po 6 immunizacji N-Hcy-KLH, kiedy to poziom jego immunoglobulin zblizyt

sie do poziomu IgG w surowicy kroélika nr 1.
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Produkcja specyficznych IgG obydwu krolikow w odpowiedzi na kolejne

dawki antygenu przedstawiona jest na wykresie (Rysunek 37).
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Rysunek 37. Porownanie odpowiedzi immunologicznej kréolika nr 1 i 2 na immunizacje
N-Hcy-KLH (strzalki oznaczaja podanie antygenu). W eksperymencie ELISA antygenem
byla N-Hcy-albumina. Niespecyficzne wigzanie w obecnosci Hcy-Lys jako kompetytora

zostalo odjete od wiazania w obecnosci Lys
Do identyfikacji N-Hcy-bialek wykorzystano przeciwciala wyizolowane

metoda chromatografii powinowactwa do biatka A. Reprezentatywny profil

elucji biatek z kolumny przedstawiono na wykresie (Rysunek 38).
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Rysunek 38. Izolacja przeciwcial z 4 ml surowicy krdlika nr 1 pobranej w 126 dniu

immunizacji. Frakcje I-V zawieraja IgG
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4.7.2 Oczyszczanie IgG specyficznych wzgledem N-Hcy-biatka

Materialem do izolacji byla, dostarczona przez prof. H. Jakubowskiego,
surowica kroélika immunizowanego N-Hcy-KLH oraz kontrolnie surowica
zwierzecia przed immunizacja. W pierwszym etapie technikg rezonansu
plazmonow powierzchniowych (Rozdziat 3.12) wykazalam, z2e po 8
tygodniach od podania antygenu, w surowicy krélika znajduje si¢ okolo 2-
krotnie wiecej immunoglobulin klasy G niz przed immunizacja. Frakcja
przeciwcial specyficznych wzgledem N-Hcy-albuminy jest natomiast okoto
20-krotnie wyzsza po 8 tygodniach od immunizacji, jak wskazuja wyniki
eksperymentéw ELISA (Rysunek 39).

1,2 —e— Przed immunizacja

14 —=&— 8 tygodni po immunizacji

IgG anty-N-Hcy-biatko, A 405 nm

1,5 2 2,5

log wspoétczynnika rozcienczenia surowicy

Rysunek 39. Krzywe rozcieficzenn surowicy krélika przed i po immunizacji N-Hcy-KLH.
W eksperymencie ELISA antygenem byla N-Hcy-albumina. Niespecyficzne wiazanie, z
IAA-N-Hcy-albumina jako antygenem, zostalo odjete od wiazania z N-Hcy-albumina

W celu izolacji IgG z 1 ml surowicy krélika immunizowanego N-Hcy-KLH
wykonano chromatografie powinowactwa na kolumnie biatko A-agaroza, jak
opisano w rozdziale 3.8.1. Frakcje przeciwciatl wyizolowano rowniez z 1 ml
surowicy zwierzecia przed immunizacja. Kolejnym etapem bylo oczyszczenie
przeciwcial specyficznie rozpoznajacych epitop N-Hcy-Lys. Wymagane byto
uzyskanie podloza, ktore selektywnie wiazatoby IgG anty-N-Hcy-biatko.
Podloze takie powinno zawierac¢ epitopy, identyczne lub podobne do tych
obecnych na N-homocysteinylowanych biatkach. Wymog taki speinia No-
Hcy-aminoheksylo-agaroza. Kolumne te przygotowano wg opisu w rozdziale
3.8.2. Stopien modyfikacji kolumny wyniost 7,38 pmol Hcy wprowadzonej

na ml upakowanego zelu.
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Po nalozeniu puli IgG pochodzacych z surowicy kroélika immunizowanego,
niewielka czes¢ IgG zatrzymala si¢ na Nw-Hcy-aminoheksylo-agarozie i

zostata wymyta buforem o pH 2,3 (Rysunek 40).

Stezenie biatka, A 280 nm
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Rysunek 40. Chromatografia kroliczych IgG na No-Hcy-aminoheksylo-agarosie

Aby potwierdzi¢ czystos¢ preparatu przeciwciat anty-N-Hcy-biatko, frakcje
immunoglobulin wymytych 2z Ne-Hcy-aminoheksylo-agarozy poddano
rozdzialowi elektroforetycznemu (Rozdziat 3.7). W zelu widoczne sa

tancuchy ciezkie (ok. 50 kDa) i lekkie (ok. 25 kDa) IgG (Rysunek 41), co

potwierdza czystos¢ preparatu przeciwciat.
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Rysunek 41. Obraz elektroforezy w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach

denaturujacych:

1 - przeciwcialo anty-N-Hcy-bialko krélika oczyszczone na Nw-Hcy-aminoheksylo-
agarozie, 2 - standardy masy czasteczkowej biatka (Bio-Rad)

Kolejnym etapem bylo okreslenie aktywnosci immunoglobulin zatrzymanych
na Nw-Hcy-aminoheksylo-agarozie oraz IgG niezwiazanych do kolumny. Jak
widac¢ na profilu chromatografii (Rysunek 40), jedynie niewielka frakcja IgG
surowicy zwierzecia immunizowanego zatrzymuje sie na kolumnie i jest
wymyta buforem o niskim pH. Frakcja ta zawiera jednak wiekszosé
aktywnosci przeciwciata anty-N-Hcy-biatko. Frakcja IgG niezwiazanych do
kolumny zawiera wigekszos¢ biatka, jednak znacznie mniej aktywnosci
przeciwciata anty-N-Hcy-hemoglobina.

Dla porownania z puli IgG surowicy krélika nieimmunizowanego jedynie
bardzo mata frakcja przeciwcial o aktywnosci anty-N-Hcy-biatko zwigzala
sie¢ do Nw-Hcy-aminoheksylo-agarozy. Frakcja niezatrzymana na kolumnie
zawiera wiekszosc¢ biatka i wiekszos¢ aktywnosci przeciwciata (Rysunek 42).
Na podstawie opisanych wynikow mozna wnioskowac, ze przeciwciata anty-
N-Hcy-biatko, obecne w surowicy zwierzecia immunizowanego N-Hcy-KLH,
maja specyficzne powinowactwo do No-Hcy-aminoheksylo-agarozy.
Specyficznos¢ przeciwcial anty-N-Hcy-biatko, zatrzymanych na Nwo-Hcy-
aminoheksylo-agarozie, zostala potwierdzona konkurencyjnym testem
ELISA (Rozdziat 3.9). Kompetytorami w tych eksperymentach sa N-Hcy-
hemoglobina, N-Hcy-albumina, N-Hcy-transferyna i N-Hcy-antytrypsyna
oraz ich natywne odpowiedniki. Kazde z N-homocysteinylowanych biatek
jest dobrym kompetytorem wiazania przeciwcial do antygenu, N-Hcy-
hemoglobiny. Bialka niezmodyfikowane nie sa kompetytorami (albumina,
transferyna) lub sa stabymi kompetytorami (hemogloina, antytrypsyna),

ponad 100-krotnie slabszymi niz N-Hcy-biatko (Rysunek 43).
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Rysunek 42. AktywnosS¢ przeciwcial specyficznych wzgledem N-Hcy-biatka IgG
niezwiazanych, frakcje 2-5, i zwiazanych IgG wymytych buforem o niskim pH
(polaczone frakcje I i II). W eksperymencie ELISA antygenem byla N-Hcy-hemoglobina.
Niespecyficzne wiazanie, z hemoglobina jako antygenem, zostalo odjete od wiazania z
N-Hcy-hemoglobina
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Rysunek 43. Specyficznosé przeciwcial anty-N-Hcy-bialko oczyszczonych na Nw-Hcy-
aminoheksylo-agarozie. Wyniki przedstawiono jako B/Bo, gdzie B - ilos¢ IgG
zwiazanych do N-Hcy-hemoglobiny w obecnosSci kompetytora, Bo - ilo§¢ IgG zwiazanych
bez kompetytora

Podobne eksperymenty przeprowadzono rowniez z frakcja niezatrzymana na

kolumnie. Albumina i transferyna zmodyfikowane HTL i natywne nie sa

kompetytorami wigzania IgG do N-Hcy-hemoglobiny. Zaréwno N-Hcy-
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hemoglobina, jak i natywna hemoglobina sa kompetytorami, przy czym N-

Hcy-biatko jest 10-krotnie silniejszym niz natywne (Rysunek 44).

—4— Hemoglobina N-Hcy-Hemoglobina
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Rysunek 44. Specyficzno§é¢ przeciwcial niezwiazanych do Nw-Hcy-aminoheksylo-
agarozy. Wyniki przedstawiono jako B/Bo, gdzie B - ilo§¢ IgG zwiazanych w obecnosci
kompetytora, Bo — ilo§¢ IgG zwiazanych bez kompetytora

Podsumowujac, IgG zatrzymane na Nw-Hcy-aminoheksylo-agarozie i wymyte
buforem o pH 2,3, zawieraja frakcje przeciwcial anty-Hcy-biatko, ktore
specyficznie  rozpoznaja  epitop N-Hcy-Lys obecny na  bialkach
zmodyfikowanych tiolaktonem homocysteiny. Frakcja IgG niezwigzana do
kolumny zawiera niespecyficzne przeciwciala, rozpoznajace obie, N-

homocysteinylowana i natywna hemoglobine cztowieka.

4.7.3 Immunodetekcja N-Hcy-bialek

Immunoglobuliny  rozpoznajace  epitop N-Hcy-Lys na  biatkach
zmodyfikowanych tiolaktonem homocysteiny moga by¢ skutecznym
narzedziem do wykrywania zmodyfikowanych czasteczek w materiale
biologicznym. Celem mojej pracy bylo wykazanie mozliwosci takiego
zastosowania. Przeciwciala skierowane przeciwko N-homocysteinylowanym
biatlkom, uzyskane przez immunizacje krolikow N-Hcy-KLH i oczyszczanie
na kolumnie bialko A-agaroza wykorzystalam do identyfikacji N-Hcy-
albuminy, N-Hcy-hemoglobiny, N-Hcy-mioglobiny i N-Hcy-cytochromu c
metoda dot-blot (Rozdzial 3.10). Biatka te zmodyfikowatam HTL w stosunku
molowym 1:1, 1:5 i 1:10. Jako kontrole zastosowalam biatka natywne,

nietraktowane tiolaktonem homocysteiny.
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W przypadku N-Hcy-cytochromu i zmodyfikowanego ekwimolarnym
stezeniem HTL réznica w odczycie miedzy bialkiem zmodyfikowanym a
natywnym pojawia sie juz przy ilosci cytochromu c réwnej 18,7 ng, jednak
roznica ta jest na poziomie tla. Znacznie silniejsza odpowiedz daje
cytochrom c¢ zmodyfikowany 5-krotnym nadmiarem molowym HTL, przy
czym 2-krotny wzrost nadmiaru czynnika modyfikujacego nie skutkuje w
podwojenu  sygnalu. Nadal jednak 2zostaje zachowany przyrost

intensywnosci sygnatu wraz ze wzrostem ilosci N-Hcy-biatka (Rysunek 45).
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Rysunek 45. Immunoidentyfikacja N-Hcy-cytochromu c i N-Hcy-mioglobiny metoda
dot-blot. Bialko natywne ¢, bialko zmodyfikowane HTL w stosunku molowym 1:1 m, 1:5
A, 1:10 x

Przeciwciala anty-Hcy-biatko daja wyrazny sygnal z mioglobina (300 ng)
zmodyfikowana HTL w stosunku 1:1. Wzrost stopnia modyfikacji zwigcksza
czulos¢ metody tak, ze juz 37 ng mioglobiny zmodyfikowanej 5-krotnym
nadmiarem HTL jest wykrywane. RoOznica w intensywnosci sygnalu
pomiedzy mioglobing zmodyfikowana 5- i 10-krotnym nadmiarem HTL jest
wieksza, niz w przypadku cytochromu c (Rysunek 45).
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Natywne hemoglobina i albumina sa dosc¢ silnie rozpoznawane przez
krolicze IgG, dlatego w ich przypadku czulos¢ metody jest nizsza. W obu
przypadkach biatka zmodyfikowane ekwimolarnym stezeniem HTL nie
roznia sie¢ od odpowiedzi na poziomie bialek natywnych. Dopiero
modyfikacja 5- i 10-krotnym nadmiarem molowym HTL powoduje, ze biatka
te daja intensywny sygnatl w reakcji dot-blot. R6znica intensywnosci sygnatu
uzyskanego w przypadku tych dwoch stopni N-homocysteinylacji jest
istotna (Rysunek 46).
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Rysunek 46. Immunoidentyfikacja N-Hcy-hemoglobiny i N-Hcy-albuminy metoda dot-
blot. Bialko natywne ¢, bialko zmodyfikowane HTL w stosunku molowym 1:1 m, 1:5 A,
1:10 x

Wyprodukowane przeciwciala rozpoznaja N-homocysteinylowane bialka,
przy czym intensywnos¢ sygnalu jest zalezna zarowno od ilosci N-Hcy-
biatka jak i od stopnia modyfikacji co wskazuje, ze przeciwciata te moga by¢
wykorzystane do iloSciowej oceny poziomu N-Hcy-bialka w materiale

biologicznym.
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IgG skierowane przeciwko N-Hcy-biatku zastosowalam rowniez do
wykazania obecnosci N-homocysteinylowanych biatek w tkankach
pochodzacych z ukltadu krazenia pacjentow cierpigcych na miazdzyce.
Immunohistochemicznemu barwieniu, zgodnemu z procedura opisang w
rodziale 3.11, poddatam tkanki zastawki aorty i miokardium cztowieka. W
celu uwidocznienia jader komorkowych i cytoplazmy skrawki, tkanek
wybarwilam hematoksyling i eozyna. Hematoksylina wybarwia jadra
komérkowe na fioletowo, natomiast eozyna zabarwia cytoplazme na rézowo
(Rysunek 47B, Rysunek 48B). Tkanki inkubowane 2z kroliczymi
przeciwciatami specyficznymi wzgledem N-Hcy-bialka, wybarwily si¢ na
brazowo, co swiadczy o N-homocysteinylacji biatek tkanki (Rysunek 47A,
Rysunek 48A). Kontrola pozytywna w doswiadczeniu byly skrawki
inkubowane wczesniej z HTL, w celu modyfikacji biatek. Zmodyfikowaly sie
nie tylko bialtka, ale réowniez poli-L-lizyna shuzaca do przyklejenia tkanki do
szkietka mikroskopowego (Rysunek 47C). W celu wykluczenia mozliwosci
niespecyficznego wigzania przeciwciat do tkanki, wykonalam reakcje
kontrolne negatywne: preinkubacja IgG z N-Hcy-albuming (zwiazanie
specyficznych przeciwcial) oraz preinkubacja tkanki z IAA (zablokowanie
grup tiolowych). N-Hcy-albumina okazala sie skutecznym kompetytorem
wiazania IgG anty-N-Hcy-biatko do tkanki (Rysunek 47D, Rysunek 48C).
Natywna albumina ani N-Hcy-albumina, ktérej grupy -SH zostaly
zablokowane IAA, nie konkurowaly z determinantami antygenowymi tkanki
o wigzanie IgG. Inkubacja skrawkow z IAA w pewnych przypadkach
czesciowo eliminowala reakcje IgG z epitopami tkanki (Rysunek 47E), w
innych jednak powodowala odklejanie sie skrawkéw od szkietka

mikroskopowego.
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Rysunek 47. N-Hcy-bialka zastawki aorty wykrywane za pomoca kréliczych IgG (A),
tkanka wybarwiona H+E (B), kontrola dodatnia - tkanka preinkubowana z HTL (C),
kontrole ujemne - IgG preinkubowane z N-Hcy-albumina (D), tkanka preinkubowana z
IAA (E)
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Rysunek 48. N-Hcy-bialka miokardium wykrywane za pomoca kréliczych IgG (A),
tkanka wybarwiona H+E (B), kontrola ujemna - IgG preinkubowane z N-Hcy-albumina
(©€)
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4.7.4 Ludzkie przeciwciata anty-N-Hcy-biatko

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze IgG anty-N-Hcy-albumina sa stabo
skorelowane z poziomem homocysteiny oraz ich obecnos¢ jest niezaleznym
prognostykiem choroby niedokrwiennej serca [158]. Istotne stalo sie
wykazanie obecnosci przeciwcial klasy IgM, specyficznych wzgledem N-Hcy-
albuminy w surowicy ludzkiej i wyznaczenie korelacji z poziomem
homocysteiny, nasileniem choroby wiencowej oraz parametrami gospodarki
lipidowe;j.

Badaniu poddano grupe 157 pacjentow, w ktérych surowicy oznaczono
poziom IgM anty-N-Hcy-albumina (Rozdziat 3.9). Surowice kazdego pacjenta
inkubowano ze zwigzang do ptytki mikrotitracyjnej N-Hcy-albumina.
Niespecyficzne wigzanie eliminowano przez odjecie odczytu uzyskanego od
surowicy inkubowanej z kompetytorem N-Hcy-Lys. Poziom IgM kazdej
surowicy jest Srednig dwoch pomiarow.

W celu poréwnania poziomu IgM w grupach pacjentéw podzielonych ze
wzgledu na ple¢, wystepowanie choroby niedokrwiennej serca (ICD) oraz
liczby glownych naczyn wiencowych objetych zmianami miazdzycowymi
(scler) wykonano test Kruskala-Wallisa. Wyniki analizy pozwalaja wyciagnac
wniosek, ze ple¢ nie ma istotnego statystycznie wplywu na poziom

przeciwcial anty-N-Hcy-albumina klasy IgM (p=0,27) (Rysunek 49).
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Rysunek 49. Poziom IgM anty-N-Hcy-albumina u mezczyzn (m) i kobiet (k)

Podobnie nie zaobserwowano zaleznosci miedzy poziomem IgM
specyficznych wzgledem N-Hcy-albuminy a ICD (p=0,55) (Rysunek 50) oraz

stopniem zaawansowania miazdzycy (p=0,71) (Rysunek 51).
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Rysunek 50. Poziom IgM anty-N-Hcy-albumina w zaleznosci od wystepowania choroby

niedokrwiennej serca (ICD)
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Rysunek 51. Poziom IgM anty-N-Hcy-albumina w podgrupach chorych z r6zna liczba
tetnic zajetych miazdzyca

Nie wykazano wystepowania korelacji liniowej miedzy poziomem IgM anty-
N-Hcy-albumina a wiekiem w grupie badanych oséb. Kolejnym etapem
analizy statystycznej bylo okreslenie korelacji miedzy poziomem
specyficznych IgM a calkowitym cholesterolem, cholesterolem frakcji HDL i
LDL, triacyloglicerolami oraz homocysteina. Wspotczynniki korelacji liniowej

Pearsona przedstawiono w tabeli (Tabela 17).

120



Wyniki

Tabela 17. Wspoélczynniki korelacji liniowej Pearsona miedzy poziomem IgM anty-N-

Hcy-albumina a wiekiem i parametrami osocza

Wiek TC HDL-C | LDL-C TAG Hey InHey
r 0,153 | -0,082 | 0,041 0,089 | 0,015 0,169 0,210
0,074 | 0,336 0,629 0,298 0,861 0,047 0,013

p
TC - cholesterol catkowity, HDL-C - cholesterol frakcji HDL, LDL-C — cholesterol
frakcji LDL, TAG - triacyloglicerole, Hcy — homocysteina

IgM =,01217 +,07903 * VAR1
Wsp. korelacji =,21235
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O Regresja
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Rysunek 52. Slaba dodatnia korelacja miedzy logarytmem stezenia homocysteiny (pM)
a poziomem IgM (r=0,21, p=0,013)

Istotna statystycznie staba korelacje odnotowano miedzy poziomem

przeciwcial a stezeniem homocysteiny, przy czym zwiazek ten byl silniejszy
po zlogarytmowaniu stezenia homocysteiny (Rysunek 52). Nie
zaobserwowano natomiast korelacji miedzy poziomem IgM anty-N-Hcy-

albumina a parametrami gospodarki lipidowe;.
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5 Dyskusja

N-homocysteinylacja ma wplyw na strukture oraz funkcje bialek i moze
miec istotne znaczenie w patogenezie chorob zwigzanych z podwyzszonym
poziomem  homocysteiny. Dyskusja wynikéw  wlasnych  zostanie
poprowadzona od analizy zakresu N-homocysteinylacji i poszukiwania reszt
lizyny ulegajacych preferencyjnej modyfikacji, do wplywu tej modyfikacji na
strukture biatek, z wynikajacymi konsekwencjami dla ich funkcji.
Konsekwencje te to zmiana stopnia utlenienia bialek hemowych oraz
nabycie wlasciwosci antygenowych przez wszystkie N-Hcy-biatka, przez co

stajg sie one celem dla specyficznych przeciwcial.

5.1 Stopien N-homocysteinylacji

Przystepujac do badania wptywu N-homocysteinylacji na strukture i funkcje
bialek, nalezy odpowiedzie¢ na pytanie jak wykazac¢ modyfikacje i oszacowac
jej zakres. Monitorowanie procesu N-homocysteinylacji mozna prowadzi¢ na
kilka sposobow. Jeden z nich polega na pomiarze absorpcji barwnego
produktu reakcji nowopowstalych grup tiolowych z odczynnikiem Ellmana
(DTNB). Zastosowanie tej metody jest mozliwe jedynie w przypadku biatek,
ktore nie pochlaniaja Swiatla w zakresie absorpcji DTNB, czyli okoto 412
nm. Nie moze by¢ ona zatem wykorzystana do analizy biatek zawierajacych
zelazo, a do takich naleza wybrane przeze mnie biatka modelowe.
Ograniczeniem tym nie jest obciazona metoda polegajaca na modyfikacji
radioaktywnym  tiolaktonem  homocysteiny ([35SJHTL) i pomiarze
radioaktywnosci N-Hcy-biatka. Jezeli nie dysponuje sie [33S]JHTL, mozna
oprze¢ si¢ na pomiarze masy czasteczkowej biatka przed i po modyfikacji.
Mozliwos¢ taka daje spektrometria mas, np. technika MALDI/TOF. Metoda
ta jest najbardziej uzyteczna do okreslenia masy czasteczkowej niewielkich
biatek (do okoto 20 kDa). Dokladnos¢ oznaczenia masy maleje bowiem wraz
ze wzrostem wielkoSci analizowanej czasteczki.

Z wczesnieszych badan wiadomo, ze szybkos¢ N-homocysteinylacji jest
proporcjonalna do zawartosci reszt lizyny biatka [22]. Cytochrom c i
mioglobina zawieraja po 19 reszt lizyny, transferyna — 58, a tancuch lekki i
ciezki ferrytyny, odpowiednio — 9 i 13 reszt lizyny (Tabela 8). Oznaczenie
stopnia N-homocysteinylacji bialek modelowych wykonatam metoda
MALDI/TOF. Na podstawie uzyskanych widm masowych N-Hcy-cytochromu
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c i N-Hcy-mioglobiny stwierdzi¢ mozna, ze po modyfikacji mamy do
czynienia z mieszaning bialek o réznym stopniu modyfikacji, ktory zalezy od
nadmiaru molowego HTL w stosunku do stezenia biatka. Zwiekszenie
stezenia HTL, skutkuje ubytkiem formy natywnej, wzrostem zawartosci form
zmodyfikowanych w nizszym stopniu i pojawieniem sie czasteczek z wieksza
liczba przylaczonych reszt Hcy. Porownujac intensywnos¢ pikéow widma
masowego N-Hcy-mioglobiny i N-Hcy-cytochromu c, zmodyfikowanych
takim samym nadmiarem molowym HTL, stwierdzi¢ mozna wiekszy udzial
form N-homocysteinylowanych mioglobiny. Wnioskuje, ze mioglobina jest
bardziej podatna na N-homocysteinylacje niz cytochrom c. Jest to zgodne ze
stala szybkosci modyfikacji tych dwéch bialek, ktora jest nieco wyzsza dla
mioglobiny [22].

W przypadku transferyny, cho¢ okreslona zostata jedynie przyblizona liczba
zmodyfikowanych reszt lizyny, to 2zauwazyC¢ mozna wzrost masy
czasteczkowej biatka, w miare wzrostu stezenia HTL uzytego do modyfikacji.
Zaskakujaca obserwacja jest brak zmiany widma masowego ferrytyny po
inkubacji z tiolaktonem homocysteiny. Pomimo, ze metoda spektrometrii
mas nie wykazalam modyfikacji tego biatka, wynik inkubacji z [35S]HTL
Swiadczy o zajsciu N-homocysteinylacji ferrytyny. Wyznaczona przeze mnie
stala szybkosci modyfikacji tego biatka jest ponad 4-krotnie nizsza w

porownaniu ze stalg szybkosci modyfikacji albuminy.

5.2 Miejsca preferencyjnej N-homocysteinylacji in vitro

Wyniki dotychczasowych badan [87, 98] wskazuja, ze pewne reszty lizyny
biatek ulegaja preferencyjnej N-homocysteinylacji. Identyfikacja tych reszt
stala sie mozliwa dzigki zastosowaniu metod spektrometrii mas. Pierwsza,
odkryta pozycja ulegajaca preferencyjnej modyfikacji, bytla Lys 525
albuminy czlowieka, zidentyfikowana za pomoca technik HPLC i
MALDI/TOF przez Glowackiego i1 Jakubowskiego [87]. Z peptydow
pochodzacych z N-Hcy-albuminy, autorzy ci, wydzielili peptyd ulegajacy N-
homocysteinylacji, a nastepnie po oznaczeniu jego masy i poréownaniu jej z
masami peptydoéw pochodzacych z trawienia in silico, okreslili miejsce
wbudowania homocysteiny.

Nieco inne podejscie, do identyfikacji miejsc modyfikacji fibrynogenu
czlowieka, zastosowal Sauls i wsp. [98]. W pierwszym etapie, N-Hcy-

fibrynogen strawiono trypsyna i poddano analizie metoda MALDI/TOF.
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Zidentyfikowano w ten sposob 3 miejsca modyfikacji. W drugim etapie, w
celu zwiekszenia pokrycia sekwencji biatka przez sekwencje peptydow,
zastosowano metode LC-MS/MS. Technika ta pozwolila na identyfikacje
kolejnych 9 reszt N-Hcy-Lys.

Podejscie zastosowane przeze mnie jest prostsze od oméwionych. Opiera sie
na oznaczeniu mas peptydow, uzyskanych po proteolitycznym trawieniu N-
Hcy-bialka, metoda MALDI/TOF. Analize danych przeprowadzitlam in silico
uzywajac programu PepModSearch. Umozliwia on szybkie odnalezienie
peptydow, ktorych masa wskazuje na modyfikacje. Program ten moze byc¢
wykorzystany w poszukiwaniu dowolnej modyfikacji potranslacyjnej biatka.
Uproszczenie metody identyfikacji N-homocysteinylowanych reszt lizyny,
wymagalo przyjecia dodatkowych ograniczen, ktorych celem bylo
wykluczenie falszywych wynikow:

e climinacja peptydow pochodzacych 2z autolitycznego trawienia
trypsyny lub ewentualnych zanieczyszczen proby (wykonywana przez
program PepModSerch na podstawie eksperymentalnej listy
peptydow),

e zastosowanie matlej tolerancji odchylenia masy peptydu (0,2 Da),

e wykluczenie z wynikow pozytywnych, peptydow majacych reszte
lizyny jedynie na koncu sekwencji,

e uznanie za zmodyfikowane jedynie tych peptydow, ktore wystepuja w
N-Hcy-biatku i nie wystepuja w biatku natywnym oraz

e powtorzenie wyniku co najmniej w trzech niezaleznie wykonanych
eksperymentach.

Podejscie to umozliwilo identyfikacje miejsc N-homocysteinylacji
cytochromu c¢ oraz transferyny. Reszty zidentyfikowane w mioglobinie i
ferrytynie, pojawialy sie zar6wno w biatku natywnym, jak i
zmodyfikowanym, dlatego nie zostaly sklasyfikowane jako realne miejsca
modyfikacji. Wynik nalezaloby potwierdzi¢ innymi metodami, np.
sekwencjonowaniem technika tandemowej spektrometrii mas. Dodatkowo,
w przypadku ferrytyny brak identyfikacji miejsc N-homocysteinylacji moze
by¢ spowodowany, np. niskim stopniem modyfikacji lub niewielka liczbag
zidentyfikowanych peptydow ferrytyny.

Reszty Lys zidentyfikowane jako wiazace homocysteine, zaréwno
cytochromu c (Rysunek 33), jak i transferyny (Rysunek 54) sa eksponowane

na powierzchni biatka, co czyni je latwo dostepnymi miejscami modyfikac;ji.
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N-homocysteinylowane reszty Lys fibrynogenu rowniez sg umieszczone w

pozycjach dostepnych dla rozpuszczalnika [98].

K73 K72
Rysunek 53. Struktura przestrzenna cytochromu c z wyré6znionymi resztami Lys (kolor
niebieski) i grupa hemowa (czerwony). Narysowano wedlug locd.pdb [115]. Widok z
przodu i z tylu. Reszty Lys 8 lub 13, 86 lub 87 oraz 99 i 100 zidentyfikowano jako

miejsca przylaczenia Hcy in vitro

K278 K215

K39
— K40
K2
K257 ~
K142

\

K310
Rysunek 54. Struktura przestrzenna plata N transferyny z wyr6znionymi resztami Lys

(kolor niebieski). Narysowano wedlug 1d3k.pdb [132]. Reszty Lys 25 i 39

K76

zidentyfikowano jako miejsca przylaczenia Hcy in vitro
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Wszystkie reszty lizyny cytochromu c zidentyfikowane jako miejsca N-
homocysteinylacji, z wyjatkiem Lys 8, polozone sa w obrebie lancucha
polipeptydowego tworzacego petle. Reszta Lys 8 tego biatka wchodzi w sktad
helisy a, podobnie jak Lys 525 albuminy. W przypadku transferyny reszta
Lys 25 wystepuje w obrebie helisy a, natomiast Lys 39 — harmonijki (.
Analizujac polozenie N-homocysteinylowanych reszt Lys fibrynogenu,
rowniez stwierdzi¢c mozna, ze ich polozenie nie zalezy od struktury
drugorzedowej biatka.

Podatnos¢ reszt lizyny na N-homocysteinylacje moze zaleze¢ nie tylko od
stopnia ekspozycji na powierzchni biatka, ale rowniez od charakteru
otaczajacych ja reszt aminokwasowych. Mozna przypuszczac, ze
preferencyjnej modyfikacji przez HTL wulegaja te reszty lizyny, ktore
sgsiaduja z innag lizyng. Wynika to z obserwacji katalizy zasadowej (ang.
base catalysis) reakcji nukleofilowych przez druga czasteczke reagenta
[159]. Mozliwe rowniez, ze inna sasiednia grupa nukleofilowa lub
jakikolwiek tancuch boczny aminokwasu, ktéry moze dziala¢ jak zasada i
byé¢ akceptorem protonu (np. His, Ser, Cys, Asp), bierze udzial w
katalizowaniu modyfikacji lizyny w biatku. W celu sprawdzenia shlusznosci
tej hipotezy, przeanalizowalam otoczenie reszt K8, K13, K86, K87, K99, i
K100 cytochromu c oraz K25 i K39 transferyny, przy wykorzystaniu
opublikowanych struktur biatkowych. Wyniki analizy struktury cytochromu

c przedstawione zostaly w tabeli (Tabela 18).
Tabela 18. Polozenie reszt lizyny cytochromu ¢ w stosunku do reszt lizyny, histydyny,
cysteiny i asparaginianu, w nawiasie podano odleglo§é w A, na podstawie locd.pdb

[115]. PodkreSlono reszty Lys zidentyfikowane jako miejsca N-homocysteinylacji

Sasiedztwo
Reszta Lys TLys 0 His Cys® | Asp @
5 7 (13,2) - - 93 (6,7)
8(9,1)
7 5 (13,2) - - -
8 (8,9)
8 5(9.1) - - -
13 - - 14 (8,8) -
17 (12,8)
22 25 (11,6) - - -
27 (5,3)
25 22 (11,6) - - -
27 (8,2)
27 22 (5,3) - - -
25 (8.2)
39 - - - -
53 - - - 50 (5,4)
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Sasiedztwo
Reszta Lys Tys 0 His Cys@ | Asp®
55 _ _ _ -
60 99 (5,2) - - -
72 73 (14,7) - - -
73 72 (14,7) - - -
79 _ _ - -
86 87 (10,5) - - -
88 (11.5)
87 86 (10,5) - - -
88 (11.1)
88 86 (11,5) - - -
87 (11.1)
29 60 (5,2) - - -
100 (7,7)
100 99 (7,7) - - -

w nawiasie podano odleglosé miedzy: () azotem lancuchéw bocznych Lys; @ azotem
lancucha bocznego Lys i siarka lancucha bocznego Cys; ) azotem l!ancucha
bocznego Lys i weglem y Asp

N-homocysteinylowane reszty cytochromu c znajduja sie w sasiedztwie
innych reszt Lys, a dodatkowo K13 wystepuje w poblizu C14 i C17.
Odleglosci pomiedzy azotami lancuchow bocznych sasiadujacych reszt Lys
wahaja sie od 5,2 do 14,7 A. Aby zaszla kataliza zasadowa oddziatujace
atomy powinny znajdowac sie w odleglosci umozliwiajacej utworzenie
przejsciowego wiazania wodorowego, czyli okoto 3 A.

W przypadku transferyny, reszta K25 znajduje sie w oddaleniu od innych
reszt lizyny, natomiast w jej poblizu wystepuja reszta S26 i S34 (odleglosc
miedzy azotem lancucha bocznego K25 i siarka S26 oraz S34 wynosi
odpowiedno 9,4 i 8,2 A). Reszta K39 sasiaduje z K40 oraz S10 (odleglosé
miedzy azotem lancucha bocznego K39 i azotem K40 oraz siarka S10
wynosi odpowiedno 10,7 i 6,9 A). Reszty lizyny zidentyfikowane jako
ulegajace modyfikacji HTL znajduja sie w poblizu reszt aminokwasowych
mogacych dziala¢ jak zasada, jednak ze zblizong czestoscig jak reszty nie
wskazane jako ulegajace modyfikacji.

Przeprowadzona przeze mnie analiza otoczenia aminokwasowego N-
homocysteinylowanych reszt Lys albuminy i fibrynogenu, pozwolila
stwierdzi¢, ze reszty te w wigkszosci przypadkow znajduja sie w sasiedztwie
innych reszt Lys. Reszta K525 sasiaduje z K524 (odlegloS¢ miedzy azotami
tancuchéw reszt Lys bocznych wynosi 12,5 A w tancuchu A i 12,1 A w
tancuchu B) (1bmO.pdb [86]), a w przypadku regionu D fibrynogenu
(1fzb.pdb [160]), pie¢ z siedmiu reszt Lys znajduje sie¢ w poblizu innej reszty
Lys.
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We wszystkich wymienionych przypadkach odleglosci pomiedzy atomami
potencjalnie uczestniczacymi w katalizie zasadowej sg prawdopodobnie zbyt

duze, aby mogta ona zachodzic.

5.3 N-homocysteinylacja a struktura biatka

Modyfikacja tiolaktonem homocysteiny powoduje zmiany strukturalne
biatek, ktore prowadza do agregacji na skutek tworzenia wigzan
dwusiarczkowych [22], a takze nieodwracalnego uszkodzenia przez
utlenianie [75, 87]. Wplyw N-homocysteinylacji na strukture biatek
analizowalam, badajac stabilnosc termiczna, podatnos¢ na proteolize oraz
strukture drugorzedowa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw odnotowalam wplyw modyfikacji na
stabilnos¢ i podatnos¢ na proteolize. N-Hcy-transferyna ma obnizong
odpornos¢ na podwyzszona temperature. Zmodyfikowane biatko podlega
rozfaldowywaniu w dwoch zakresach temperatury: od 25 do 45°C oraz
powyzej 65°C. Moze to by¢ spowodowane tym, ze po modyfikacji w
mieszaninie znajduja sie biatka N-homocysteinylowane w réznym stopniu.
Czasteczki zmodyfikowane bardziej rozfaldowuja sie w nizszej temperaturze,
prawdopodobnie ze wzgledu na obnizonag stabilno$sé. Zmodyfikowane w
mniejszym stopniu rozfaldowuja sie w wyzszej temperaturze podobnie jak
natywne.

Brak wplywu modyfikacji na stabilnos¢ struktury ferrytyny, moze by¢
spowodowany niskim stopniem N-homocysteinylacji lub wyjatkowa
stabilnoscia struktury tego biatka.

N-homocysteinylacja wplywa na podatnos¢ N-Hcy-bialek na proteolize. N-
homocysteinylowana merkaptoalbumina jest bardziej odporna na trawienie
trypsyna i chymotrypsyna [87]. Podobnie, N-Hcy-cytochrom c jest trawiony
w ograniczonym stopniu w porownaniu z biatkiem natywnym.

Sadzi sie, ze niepelne usuwanie uszkodzonego materialu biologicznego
prowadzi do starzenia sie komorek (ang. Garbage catastrophy theory of
aging). Oksydacyjne modyfikacje biatek i gromadzenie sie zmodyfikowanych
czasteczek wykryto w komorkach starzejacych sie [161], poddanych
stresowi tlenowemu oraz w stanach patologicznych, takich jak miazdzyca,
cukrzyca, dystrofia miesniowa, reumatoidalne zapalenie stawow, choroba
Alzheimer’a i Parkinson’a [162]. N-Hcy-czasteczki bialek moglyby ulegac

odkltadaniu w komorkach i tkankach, prowadzac do stanow patologicznych.
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Modyfikacja tiolaktonem homocysteiny powoduje zmiane wlasciwosci
powierzchni biatka. Grupa e-aminowa Lys (pKa=10,5) jest znacznie bardziej
zasadowa niz grupa a-aminowa Hcy (pKa.=7,1) w N-Hcy-Lys, dlatego tez po
N-homocysteinylacji zostaje utracony pozytywny ladunek reszt Lys [22].
Moze to miec¢ istotne znaczenie dla biatek, ktére dla pelnienia swojej funkcji
wymagaja odpowiedniego ltadunku na swojej powierzchni, jak to ma miejsce
w przypadku cytochromu c.
Grupy tiolowe wprowadzone do biatka poprzez N-homocysteinylacje sa
dodatkowym miejscem ataku dla reakywnych form tlenu. Grupy tiolowe
bialek utleniane sg przez rodnik hydroksylowy, anionorodnik
ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, a takze kwas podchlorawy i
nadtlenoazotyn. W wyniku reakcji rodnika hydroksylowego z biatkiem
oderwany zostaje atom wodoru i powstaje rodnik bialkowy z niesparowanym
elektronem. Jesli niesparowany elektron jest zlokalizowany na resztach
cysteiny, dochodzi do powstania kowalencyjnych dimeréw bialek:

biatko;-Cys-S* + *S-Cys-biatko, — bialko;-Cys-S-S-Cys-biatko,
Grupy tiolowe reszt cysteiny utleniane sa do mostkow disulfidowych, grup
sulfenianowych, sulfinianowych lub sulfonianowych [163].
Analogicznia reakcja jest mozliwa, jesli niesparowany elektron znajdzie sie
na reszcie homocysteiny:

bialko:-Hcy-S* + *S-Hcy-biatko, — biatko:-Hcy-S-S-Hcy-biatko,
Lancuchy boczne aminokwaséw zawierajacych siarke sa najbardziej, obok
aminokwas6w  aromatycznych, narazone na  dzialanie  rodnika
hydroksylowego. Cysteina, cystyna i metionina sa gléwnymi miejscami
utleniania bialek. W przypadku N-Hcy-biatka dodatkowym miejscem
podatnym na utlenienie jest reszta Hcy. Utlenienie moze nastapi¢ na skutek
bezposredniej interakcji z utleniaczem, albo W wyniku
wewnatrzczasteczkowego transferu niesparowanego elektronu. Utlenienie
Cys, zachodzace z szerokim spektrum utleniaczy, moze przebiega¢ na
drodze reakcji jedno-, jak i dwuelektronowych. Dla wigkszos¢ utleniaczy
produktem utleniania jest rodnik tiylowy. Rodnik ten moze ulegac
dimeryzacji z utworzeniem dwusiarczku (cystyna) lub reakcji z tlenem
czasteczkowym, w wyniku ktorej powstaje rodnik nadtlenkowy (ROO?).
Rodnik nadtlenkowy tworzy nastepnie oksykwasy (RSO2H i RSO3H). Reakcja
rodnika tiylowego z innym rodnikiem moze zachodzi¢ z szeroka gama

rodnikow, dlatego powszechnym produktem sa mieszane dwusiarczki [164].
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Produktami reakcji reszt cysteiny z utleniaczami dwuelektoronowymi sg
czesto addukty, ktére bedac przewaznie nietrwale daja oksokwasy lub
reagujac z innym tiolem dajg dimery. Takie dwusiarczki moga podlegac
reakcjom naprawczym, poniewaz w wigkszosci ukladéw biologicznych
wystepuja reduktazy i izomerazy disulfidowe aby utrzymac reszty Cys w
formie zredukowanej [164]. Nasuwa sie pytanie, czy komorkowe reduktazy,
ktore utrzymuja reszty cysteiny w formie zredukowanej, redukuja tez Hcy
potaczong z bialkiem wigzaniem amidowym.

W celu uzyskania glebszego wgladu w strukture N-Hcy-bialek wykonalam
eksperymenty dichroizmu kotowego. Na podstawie uzyskanych wynikéow
stwierdzitam, ze w testowanym przedziale stezen HTL, N-homocysteinylacja
nie powoduje istotnych zmian struktury drugorzedowej badanych biatek
modelowych. Analizowane biatka nalezg do bardzo stabilnych i nawet
dzialanie pewnego zakresu czynnikow stresowych, takich jak temperatura
czy GdnHCI, nie wplywa na ich strukture drugorzedowa.

Ferretti i wsp. stwierdzili brak modyfikacji struktury i fizyko-chemicznych
wtasciwosci N-Hcy-LDL. Na podstawie analizy widm fluorescencji Trp nie
stwierdzono znacznych zmian w pozycji maksimum emisji Trp w N-Hcy-
LDL. Uzywajac sondy fluorescencyjnej Laurdan wprowadzonej do N-Hcy-
LDL, nie zaobserwowano zmiany wartosci Gp ani pozycji maksimum emisji
sondy [165].

Utlenienie  lancuchéw bocznych aminokwaséw moze powodowac
rozfaldowywanie lancucha polipeptydowego i zmiany konformacyjne bialka,
co z kolei ma znaczenie dla funkcji biologicznej. Zmodyfikowane w ten
sposéb reszty sa eksponowane na zewnetrznej, dostepnej dla wody
powierzchni biatka. Wiekszos¢ procesow utleniania, ktore zachodza na
lancuchach bocznych, powoduje wzrost hydrofilowosci reszt docelowych.
Wiele wigzan C-H  hydrofobowych  lancuchow  bocznych  jest
przeksztatlcanych do grup nadtlenkowych, alkoholowych lub
karbonylowych, ktore majg wicksze momenty dipolowe i moga uczestniczy¢
w wiazaniach wodorowych z czasteczkami rozpuszczalnika. Utlenienie reszt
aminokwasowych eksponowanych na powierzchni ma mniejszy wplyw na
konformacje bialka niz utlenienie reszt aminokwasowych znajdujacych sie
wewnatrz struktury [164]. Mogloby to tlumaczy¢ brak wplywu N-

homocysteinylacji na strukture drugorzedowa biatek.
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5.4 Réwnowaga oksydacyjno-redukcyjna

Jon zelaza hemu cytochromu c¢, podczas inkubacji z tiolaktonem
homocysteiny, wulega redukcji, za ktoéra moze by¢ odpowiedzialny
anionorodnik ponadtlenkowy:
Cyte(Fe’* )+ 05 — Cyte(Fe’" )+ 0,

Anionorodnik ponadtlenkowy tworzony jest na drodze jednoelektronowe;j
redukcji tlenu. Grupa tiolowa (—-SH) ulega dysocjacji do jonu tiolanowego (-
S-) i protonu (H*). Tiole niskoczasteczkowe, jak i grupy —SH bialek, ulegaja
utlenianiu, ktore katalizowane jest przez jony metali przejsciowych, np.
zelaza. Produktami przeniesienia elektronu ze zwiazku tiolowego na
czasteczke tlenu sa dwa rodniki, rodnik tiylowy (R-S*) i anionorodnik
ponadtlenkowy:

R-S +Fe" ->R-S"+Fe”*
Fe’* +0, — Fe™* + 05"
Reakcja rodnika tiylowego z jonem tiolanowym prowadzi do powstania

anionorodnika disulfidowego, ktory reagujac nastepnie z tlenem réwniez

powoduje utworzenie anionorodnika ponadtlenkowego:
RS* +RS™ — RSSR
RSSR+0, —> RSSR+ 0

Rodniki tiylowe moga takze powstawac podczas reakcji tioli 2z

anionorodnikiem ponadtlenkowym i nadtlenkiem wodoru:
RSH +0; +H" > RS" +H,O0,
2RSH + H,0, > 2RS" +2H,0

Lancuch reakcji wolnorodnikowego utleniania tioli ulega terminacji, gdy
dwa rodniki tiylowe lub rodnik tiylowy i rodnik disulfidowy ulegaja
dimeryzacji:

2RS® — RSSR

RS +RSSR —> RSSR + RS™
Redukcja ferricytochromu c do ferrocytochromu c jest jedna z najczesciej
wykorzystywanych metod detekcji anionorodnika ponadtlenkowego.
Cytochrom c ulega rowniez redukcji pod wplywem homocysteiny zwiazane;j
wiazaniem amidowym z biatkiem. W mojej pracy uzylam albuminy, jednak

mozna przypuszczac, ze podobny efekt wywotatoby sie¢ kazde inne N-Hcy-
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bialko. Aby wykluczy¢ mozliwos¢ redukcji cytochromu c¢ przez grupe tiolowa
Cys 34 albuminy, grupe te zablokowano IAA przed modyfikacja HTL.
Podczas N-homocysteinylacji, redukcji ulega réwniez mioglobina. Redukcja
Mbll do Mb!O, zachodzi przypuszczalnie przez homocysteine powstajaca
podczas inkubacji z tiolaktonem homocysteiny wg schematu:

2 Mb™ + 20, + 2 Hcy-SH < 2 Mb"O. + Hcy-S-S-Hey + 2 H*

5.5 Immunogenne wifasciwosci N-Hcy-biatka

Réznorodne modyfikacje reszt lizyny powoduja, ze bialka staja sie
antygenami, przeciwko ktorym organizm wytwarza specyficzne przeciwciala.
Nabycie cech antygenowych przez zmodyfikowane bialka umozliwia ich
detekcje z wykorzystaniem metod immunochemicznych opartych na reakcji
antygen-przeciwciato. Z powodzeniem stosuje sie je do wykrywania polaczen
biatka z 4-hydroksy-trans-2-nonenalem [166] czy malonylodialdehydem
[100]. Specyficzne przeciwciala sga waznym narzedziem badawczym,
umozliwiajacym iloSciowq i jakosciowa analize wystepowania
zmodyfikowanych bialek w materiale biologicznym pochodzacym, np. z
tkanek zmienionych chorobowo.

N-Hcy-biatka mogga mie¢ udzial w rozwoju choréb zwigzanych =z
podwyzszonym poziomem homocysteiny takich jak miazdzyca. Produkcja
specyficznych przeciwcial przez zwierzeta immunizowane tymi biatkami
dostarczyla dowodu na ich immunogennos¢ [96, 101]. Zostalo to poparte
rowniez wynikami moich badan. Kroliki poddane iniekcji N-Hcy-KLH
produkuja przeciwciata specyficzne, nie tylko wzgledem podanego antygenu,
ale rowniez wzgledem wszystkich badanych N-homocysteinylowanych
bialek. Wskazuje to na fakt, ze biatka te posiadajg na swojej powierzchni
podobny epitop, ktérym jest N-Hcy-Lys, jak wykazano w konkurencyjnych
eksperymentach ELISA. N-Hcy-Lys jest konkurentem wiazania IgG [101],
podobnie jak N-Hcy-addukty albuminy, hemoglobiny, antytrypsyny i
transferyny. W odroznieniu biatka natywne nie sa konkurentami.

Wykazana przeze mnie specyficzno$¢ uzyskanych immunoglobulin jest
cecha umozliwiajaca ich wykorzystanie do immunochemicznej detekcji N-
Hcy-bialek. Mozliwos¢ takiego zastosowana sklonila mnie do opracowania
metody oczyszczania przeciwcial anty-N-Hcy-bialko. Zastosowana przeze
mnie 2-etapowa chromatografia powinowactwa z wykorzystaniem biatka A

oraz Nw-Hcy-aminoheksylo-agarozy okazala sie skuteczng metoda
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oczyszczania IgG anty-N-Hcy-biatko. Frakcja przeciwcial zatrzymanych na
Nw-Hcy-aminoheksylo-agarozie jest aktywna i specyficzna wzgledem N-Hcy-
biatek.

Ferguson i wsp. [96] wykorzystali surowice krolikéow immunizowanych N-
Hcy-LDL do detekcji bialek w surowicy cztowieka traktowanej tiolaktonem
homocysteiny. Wyniki moich badan uzasadniaja wnioskowanie, ze IgG anty-
Hcy-bialko rozpoznaja N-homocysteinylowane albumine, cytochrom c,
mioglobine i hemoglobine, przy czym intensywnos¢ odpowiedzi zalezy od
stopnia modyfikacji, jak i od iloSci N-Hcy-bialka. Przeciwciatla sa rowniez
uzyteczne do analizy tkanek uktadu krwionosnego pacjentéw cierpiacych na
miazdzyce, pod katem wystepowania N-Hcy-biatek. Z ich pomoca
wykazalam obecnos¢ N-homocysteinylowanych biatek w tkankach
cztowieka.

Obecnosc¢ przeciwcial anty-N-Hcy-biatko stwierdzono nie tylko w surowicy
immunizowanych zwierzat doswiadczalnych, ale réwniez czlowieka.
Specyficznos¢ antygenowa ludzkich autoprzeciwcial jest identyczna do
specyficznosci kroliczych IgG wytworzonych przeciwko N-Hcy-biatku, co
wskazuje, ze znaczna czeS¢ odpowiedzi immunologicznej jest skierowana
przeciwko tej samej determinancie antygenowej N-Hcy-Lys.

Poziom IgG anty-N-Hcy-biatko u cztowieka jest pozytywnie skorelowany ze
stezeniem homocysteiny osocza. Stwierdzono rowniez, ze mezczyzni po
przebytym zawale wykazuja wyzszy poziom Hcy i IgG anty-N-Hcy-biatko, niz
osoby zdrowe [101]. Poziom immunoglobulin klasy M anty-N-Hcy-bialko, a
wiec przeciwcial produkowanych jako pierwsza linia obrony po kontakcie
organizmu z antygenem, nie jest skorelowany z plcia, wiekiem ani stopniem
zaawansowania miazdzycy. Poziom IgM anty-N-Hcy-albumina jest
natomiast stabo skorelowany dodatnio ze stezeniem homocysteiny osocza.
Obecnos¢ immunoglobulin klasy IgM skierowanych przeciwko N-Hcy-
biatku, wskazuje na fakt, Zze organizm jest w poczatkowej fazie odpowiedzi
immunologicznej. Brak korelacji IgM z poziomem zaawansowania choroby
moze by¢ spowodowany tym, ze ta klasa immunoglobulin pojawia sie w
organizmie jako pierwsza i nastepnie jej poziom spada. Poziom IgM jest
zatem odzwierciedleniem tego, zatem kiedy nastapit kontakt z antygenem,
kiedy pojawilo sie w organizmie zmodyfikowane bialko. Poziom IgM jest
skorelowany dodatnio z poziomem Hcy, poniewaz im wyzsze stezenie Hcy,

tym moze powstawac¢ wiecej HTL, tym wiecej biatek ulega modyfikacji i
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pojawia sie odpowiedz immunologiczna. Korelacja jest slaba, co moze byc
zwigzane z istnieniem innych czynnnikéw modyfikujacych powstawanie
HTL, N-Hcy-biatka i IgM anty-N-Hcy-bialko. Czynnikiem takim jest na
przyklad  tiolaktonaza, ktéra  hydrolizujac = HTL  zapobiega  N-
homocysteinylacji biatek [3]. W przypadku niektorych oséb podwyzszone
stezenie Hcy nie znajduje odzwierciedlenia w zawartosci N-Hcy-biatka, co
rowniez tlumaczy sie wysokim poziomem tiolaktonazy/paraoksonazy
(Rozdzial 1.6).

Sadzi sie, ze miazdzyca jest forma przewleklego zapalenia [44, 100]. W
badaniach in vitro [43, 167, 168], jak i w eksperymentach prowadzonych na
myszach z  hiperhomocysteinemia i brakiem apolipoproteiny E [169]
wykazano, ze homocysteina zwieksza produkcje prozapalnych cytokin i
przyczynia sie do rozwoju miazdzycy przez indukcje zapalenia. Nie jest
wyjSniona rola, jaka przeciwciala anty-N-Hcy-bialko pelnia w patologii
choréb zwiazanych z podniesionym poziomem homocysteiny. Mozliwe, Ze
przyczyniaja sie¢ do rozwoju miazdzycy, tak jak inne autoprzeciwciala
rozpoznajace biatka zmienione przez glikozylacje [170] lub utlenienie [102].
Opsonizacja N-Hcy-bialek lub komoérek majacych na swojej powierzchni N-
Hcy-biatka przez autoprzeciwciala moze prowadzi¢ do ulatwionej fagocytozy
przez makrofagi lub zabicia komorki z udzialem dopelniacza. Po zniszczeniu
komoérek sa uwalniane 2z nich antygeny mogace wiazac sie¢ z
autoprzeciwcialami. Powstale w ten sposéb kompleksy immunologiczne
moga odkladac sie w tkankach. Krazace kompleksy moga gromadzi¢ sie¢ w
Scianach naczyn, stawach i nerkach. Moga takze aktywowac dopelniacz i
indukowac stany zapalne uszkadzajace tkanki.

Hipoteza dotyczaca patogennej roli autoprzeciwcial anty-N-Hcy-biatko
pozostaje do udowodnienia. Potwierdza ja fakt, ze przeciwciala te, nalezace
do klasy IgG sa wykrywane u osob chorych czesciej i w znacznie wyzszych
mianach niz u zdrowych [158]. Miano autoprzeciwcial patogennych powinno
korelowac ze stanem zaawansowania choroby.

Oprocz autoprzeciwcial, ktore majg bezposredni wplyw na patogeneze
choroby, w trakcie odpowiedzi autoimmunologicznej powstaja roéwniez
autoprzeciwciala, ktore sa wyrazem wtornej reakcji organizmu na
uszkodzenie tkanki i uwolnienie antygenow. Przeciwciala te moga, ale nie

musza miec znaczenia w nasileniu procesu chorobowego.
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Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan pozwalaja wnioskowac o
niekorzystym wplywie N-homocysteinylacji na strukture i funkcje bialek.
Objawia sie¢ on wzrostem odpornosci na proteolize, spadkiem stabilnosci
oraz nabyciem wlasciwosci antygenowych przez N-Hcy-biatko. Cechy te
moga sprzyjac, np. odkladaniu si¢ uszkodzonych w ten sposob czasteczek w
tkankach i narzadach, czy indukowaniu odpowiedzi immunologiczne;j.
Wytwarzanie przeciwcial skierowanych przeciwko zmienionym, wlasnym
biatkom, moze prowadzi¢ do nasilenia sie¢ reakcji zapalnej, ktorej

wystapienie jest Scisle zwiazane z zapoczatkowaniem i progresja miazdzycy.
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6 Whnioski

1.

N-Hcy-biatko jest mieszanina molekul zmodyfikowanych w roéznym
stopniu. Resztami Lys cytochromu c ulegajacymi preferencyjnej N-
homocysteinylacji sa Lys 8 lub 13, Lys 86 lub 87 oraz Lys 99 i 100. W
przypadku transferyny zidentyfikowano trzy reszty Lys zmodyfikowane
HTL: Lys 25, 39 i 638.

. N-homocysteinylacja moze wywolwac¢ subtelne zmiany strukturalne,

objawiajace sie¢ zwiekszna odpornoscia biatlka na proteolize (N-Hcy-
cytochrom c) oraz zmniejszona odpornoscia na podwyzszona temperature
(N-Hcy-transferyna). Modyfikacja ta nie wplywa jednak, na strukture

drugorzedowa analizowanych biatek modelowych.

. Podczas N-homocysteinylacji ma miejsce redukcja zelaza hemu

cytochromu c i mioglobiny.

Nw-Hcy-aminoheksylo-agaroza  jest uzytecznym podtozem do
oczyszczania  przeciwcial  specyficznych  wzgledem  N-Hcy-biatek.
Przeciwciala te otrzymano przez immunizacje krolikow Ne-Hcy-Lys-KLH.
Dostepnos¢ uzyskanych immunoglobulin jest istotna dla rozwoju metod
badania roli bialek zmodyfikowanych tiolaktonem homocysteiny w

przypadku choréb cztowieka.

. Przeciwciala anty-N-Hcy-biatko sa pomocnym narzedziem do detekcji

bialek zmodyfikowanych tiolaktonem homocysteiny, zaréwno w biatkach

zmodyfikowanych in vitro, jak i w tkankach czlowieka.

. Immunoglobuliny klasy M, wykryte w surowicy krwi czlowieka, sa stabo

skorelowane z poziomem homocysteiny, nie koreluja natomiast z
parametrami gospodarki lipidowej, ani wiekiem. Nie stwierdzono istotne;j
statystycznie réznicy w poziomie IgM anty-N-Hcy-albumina w zaleznosci
od plci, wystepowania choroby niedokrwiennej serca ani stopnia

zaawansowania choroby miazdzycowe;j.
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7 Streszczenie

Homocysteina (Hcy) jest aminokwasem zwigzanym z metabolizmem
metioniny i cysteiny, ktérego stezenie w organizmie czlowieka jest Scisle
regulowane. Zaburzenia w homeostazie Hcy prowadza do wzrostu jej
stezenia w organizmie czlowieka. Podwyzszony poziom tego aminokwasu w
osoczu jest czynnikiem ryzyka choroby niedokrwiennej serca. Wsrod hipotez
mechanizmu toksycznosci Hcy, popieranych rosnaca liczba danych
eksperymentalnych, jest niekorzystne oddzialywanie tiolaktonu
homocysteiny (HTL) na biatka.

Celem pracy byto okreslenie wplywu modyfikacji tiolaktonem homocysteiny
na strukture i funkcje bialek, z uwzglednieniem antygenowych witasciwosci
N-homocysteinylowanych bialek. Badania strukturalne przeprowadzono na
biatkach modelowych: cytochromie c, mioglobinie, ferrytynie i transferynie.
Do badan immunologicznych wykorzystano zwierzeta doswiadczalne, ktore
stuzyly jako zrédto specyficznych przeciwcial. Uzyskane IgG wykorzystano
do identyfikacji N-Hcy-biatek w tkankach ukladu krazenia pacjentow
chorych na miazdzyce. Odpowiedz immunologiczna skierowana przeciwko
N-Hcy-biatku mierzono w surowicy ponad 150 o0séb 2z choroba
niedokrwienna serca oraz zdrowych.

Wyniki badan strukturalnych pozwolily stwierdzi¢, ze N-Hcy-biatko jest
mieszaning molekul 2z r6zna liczba przylaczonych reszt Hcy, N-
homocysteinylacja nie wplywa na strukture drugorzedowsa analizowanych
biatek modelowych, N-Hcy-cytochrom c jest bardziej odporny na proteolize
niz biatko natywne oraz, ze N-Hcy-transferyna ma zmniejszong odpornosc¢
na podwyzszona temperature. Zidentyfikowano rowniez reszty lizyny
ulegajace preferencyjnej N-homocysteinylacji.

Wyprodukowane przeciwciala poliklonalne skierowane przeciwko N-Hcy-
bialku moga byc¢ oczyszczone na Nw-Hcy-aminoheksylo-agarozie i stuzyc¢ do
detekcji biatlek zmodyfikowanych HTL. Za pomocg IgG anty-N-Hcy-bialko
wykazano obecnos¢ N-Hcy-bialek w tkankach serca osob cierpiacych na
miazdzyce.

Ig M specyficzne wzgledem N-Hcy-biatka sa stabo skorelowane dodatnio z
poziomem homocysteiny osocza czlowieka, nie koreluja natomiast z

parametrami gospodarki lipidowej, ani wiekiem.
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AARS
AMP
APC
APS
Arg

Asn
Asp
ATF4, 6
ATP
BSA
CAD, ICD
CBS

CD
CHO
Cys
DSC
DTNB
DTT
EC-SOD
EDC
EDTA
elF2a
ELISA
ER
ET-1
GADD153
GalNAc
GdnHCI1
GlcNAc
Gln

Glu

Gly
GRP78
GRP94
HAEC
Hcy
HDL
HDL-C
H+E
HeLa
His

HIV
HTL
HUVEC
IAA

IgG

IgM
IL-8
IleRS
IRE1

syntetaza aminoacylo-tRNA

monofosforan adenozyny

aktywowane biatko C

nadsiarczan amonu

arginina

asparagina

asparaginian

aktywujacy czynnik transkrypcyjny 4, 6
trojforsforan adenozyny

albumina surowicy wotowe;j

choroba niedokrwienna serca

B-syntaza cystationiny

dichroizm kotowy

komorki jajnika chomika chinskiego
cysteina

roznicowa kalorymetria skaningowa

kwas 5,5’-dwutio-bis(2-nitrobenzoesowy)
ditiotreitol

zewnatrzkomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa
karboimid N-etylo-N’-(dietylaminopropylu)
kwas etylenodiaminotetraoctowy
eukariotyczny czynnik inicjujacy 2a
plytkowy test immunoenzymatyczny fazy stalej
siateczka Srodplazmatyczna

endotelina-1

czynnik transkrypcyjny indukowany przez stres ER
N-acetylogalaktozamina

chlorowodorek guanidyny
N-acetyloglukozamina

glutamina

glutaminian

glicyna

biatko szoku cieplnego 70 kDa

biatko szoku cieplnego 90 kDa

komorki srédbtonka aorty czlowieka
homocysteina

lipoproteina o wysokiej gestosci
cholesterol frakcji HDL

hematoksylina i eozyna

komorki raka szyjki macicy

histydyna

ludzki wirus niedoboru immunologicznego
tiolakton homocysteiny

komorki srodblonka ludzkiej zyly pepowinowej
amid kwasu jodooctowego
immunoglobulina klasy G
immunoglobulina klasy M

interleukina-8

syntetaza izoleucylo-tRNA

kinaza serynowo-treoninowa i endonukleaza; biatko
transbtonowe, ktore inicjuje UPR
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KLH
LA
LC-MS/MS

LDL
LDL-C
Leu
LeuRS
Lys
LysRS

hemocyjanina skatoczepu morskiego

kwas a-liponowy

chromatografia cieczowa potaczona z tandemowaq
spektrometrig mas

lipoproteina o niskiej gestosci

cholesterol frakcji LDL

leucyna

syntetaza leucylo-tRNA

lizyna

syntetaza lizylo-tRNA

MALDI/TOF desorpcja/jonizacja laserowa wspomagana matryca z detekcja

MCP-1
Met
MetRS
MS
MTHF
MTHFR
NAC
NADPH

NF-kB
NHS
NMR
OPD
PERK
Phe

Pi
PNPP
PON
PPi
RAG
SAH
SAM
SD
SDS
Ser
SPR
TAG
TC
TEMED
TMB
TPA
Trp
Tyr
UPR
Val
ValRS
VEGF
VSMC

czasu przelotu

biatko chemotaksji monocytow 1
metionina

syntetaza metionylo-tRNA

syntaza metioniny
NS-metylotetrahydrofolian

reduktaza NS-metylotetrahydrofolianu
N-acetylocysteina

zredukowany fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego

czynnik jadrowy kB

imid kwasu N-hydroksybursztynowego
jadrowy rezonans magnetyczny
o-fenylenodiamina

kinaza ER PKP-podobna

fenyloalanina

ortofosforan

fosforan p-nitrofenolu

paraoksonaza

pirofosforan

komorki raka nerki myszy
S-adenozylohomocysteina
S-adenozylometionina

odchylenie standardowe
dodecylosiarczan sodu

seryna

rezonans plazmonow powierzchniowych
triacyloglicerol

catkowity cholesterol
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodwuamina
3,3’,5,5-tetrametylobenzydyna
specyficzny tkankowo aktywator plazminogenu
tryptofan

tyrozyna

odpowiedz na niesfaldowane biatka
walina

syntetaza walilo-tRNA

czynnik wzrostu srédblonka naczyn
komoérki miesni gladkich naczyn krwionosnych
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Rysunki

Rysunek 1. Homocysteina; wzor strukturalny i model przestrzenny (atomy
wegla — kolor turkusowy, siarki — zoélty, tlenu - czerwony, azotu —
a2 Vo E= 00} a4 IO S
Rysunek 2. Metabolizm homocysteiny obejmuje cykl aktywowanego metylu,
transsulfurylacje oraz cyklizacje do tiolaktonu homocysteiny. Pi —
ortofosforan, PPi - pirofosforan, THs-folian - tetrahydrofolian, X -

akceptor grupy MetYIOWe] ... .uvuiuiniii it 6
Rysunek 3. Formy homocysteiny we krwi czlowieka............coooveiiiniiiniini. 9
Rysunek 4. Wplyw homocysteiny na krzepniecie krwi i fibrynolize ............ 13

Rysunek 5. Tiolakton homocysteiny; wzor strukturalny i model przestrzenny
(atomy wegla — kolor turkusowy, siarki — z6lty, tlenu — czerwony, azotu
— GTANALOWY) ettt ettt et ettt e e et et ettt e a et e enenas 25
Rysunek 6. N-homocysteinylacja biatka .........cc.cooiiiiiiiiiiiiiin 27
Rysunek 7. Struktura przestrzenna dimeru albuminy czlowieka 2z
uwzglednieniem podzialu na domeny: I (kolor niebieski), II (zielony), III
(szary). Zaznaczono dystans miedzy atomem siarki tancucha bocznego
C34 a atomem azotu tancucha bocznego K525 w lancuchu A i B.
Narysowano wedtug 1bmO.pdb [86] ....cccevvuiniiiiiiiiiiiiiieeee, 29
Rysunek 8. Model trojwymiarowej struktury cytochromu c ze wskazaniem
dodatnio (kolor niebieski) oraz ujemnie (czerwony) naladowanych reszt
aminokwasowych eksponowanych na powierzchni biatka. Widok od
strony szczeliny hemu (A) i od strony przeciwnej (B). Narysowano
wedhug 1ocd.pdb [115] oo 37
Rysunek 9. Roznice strukturalne w miejscu wigzania hemu pomiedzy
ferrocytochromem (A) a ferricytochromem (B) serca konia. Narysowano
wedtug: locd.pdb (A) i 2frc.pdb (B) [115]ceiuieiiniiiiiiiiiiiiieieiieeeeene 38
Rysunek 10. Struktura przestrzenna mioglobiny serca konia z grupag
hemowag (kolor czerwony), ktora wigze O2; w otoczeniu reszt histydyny
proksymalnej (H93) i dystalnej (H64) (zielony). Narysowano z lazi.pdb
521G ] I PP TPP PP PP 43
Rysunek 11. Czwartorzedowa struktura ferrytyny Sledziony konia (A) i
trzeciorzedowa struktura podjednostki H ferrytyny czlowieka (B),
sktadajaca sie z helis a A — E. Narysowano wedlug lies.pdb [129] i
2fha.pdb [130]. e 44
Rysunek 12. Struktura przestrzenna plata N transferyny surowicy
czlowieka 2z zaznaczonym jonem zelaza oraz resztami kwasu
asparaginowego 63 (kolor czarny), Tyr 95, Tyr 188 (niebieski) oraz His

249 (zielony). Wedtug 1d3k.pdb [132] .ceiiiiiiiiiiiiiiiieeecee e 46
Rysunek 13. Zablokowanie grupy tiolowej biatka przez amid kwasu
JOAOOCTOWEZO ...ttt ettt e e eeeae s 53
Rysunek 14. Porownanie Ne-Hcy-Lys-biatka (A) i Nw-Hcy-aminoheksylo-
AGATOZY (B) cueniniiiiiii e 59
Rysunek 15. Etapy identyfikacji miejsc potranslacyjnego wbudowywania
Hcy do bialeK 17 DItr0...c.ouiniiei e 70

Rysunek 16. Widmo masowe cytochromu c przed i po modyfikacji
tiolaktonem homocysteiny. Stosunek molowy HTL/biatko wynosit: O (A),

1(B),2(C), 4 (D), B(E) 119 (F)eurerriuiiniiiiniiiiiiiiiiiiiiicccccceeee 80
Rysunek 17. Widmo masowe mioglobiny przed (A) i po modyfikacji 2- (B), 4-
(C) i 19-krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu homocysteiny........ 83
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Rysunek 18. Widmo masowe transferyny ........cocoeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiininineneenns 83
Rysunek 19. Widmo masowe ferrytyny .....cocoeviiniiiiiiiiiiiennieeeeane 84
Rysunek 20. Widmo dichroizmu kolowego cytochromu c¢ w dalekim

nadfiolecie. Podano stosunek molowy biatko:HTL podczas modyfikacji

Rysunek 21. Zawartos¢ procentowa struktur drugorzedowych cytochromu c
w zaleznosci od nadmiaru molowego HTL. 1-helisa a, 2-harminijka 3, 3-

petla, 4-nieuPorzadKOWATNIE. .....vuieieiniiiieieeeeeeeeee e e e e e e eenenns 89
Rysunek 22. Widmo dichroizmu kotowego mioglobiny w dalekim nadfiolecie.
Podano stosunek molowy biatko:HTL podczas modyfikaciji................. 90

Rysunek 23. Zawartos¢ procentowa struktur drugorzedowych mioglobiny w
zaleznosci od nadmiaru molowego HTL. 1-helisa a, 2-harminijka £, 3-

petla, 4-nieuPorzadKOWATNE. .....cuinieieiiiie e e e e e e eenanns 92
Rysunek 24. Widmo dichroizmu kotowego ferrytyny w dalekim nadfiolecie.
Podano stosunek molowy biatko:HTL podczas modyfikacji ................. 92

Rysunek 25. Widmo dichroizmu kolowego transferyny w dalekim
nadfiolecie. Podano stosunek molowy biatko:HTL podczas modyfikacji

Rysunek 26. Zawartos¢ procentowa struktur drugorzedowych transferyny w
zaleznosci od nadmiaru molowego HTL. 1-helisa a, 2-harminijka {3, 3-

petla, 4-nieuporzadKOWANE. . ...cuiuieii e 94
Rysunek 27. Widmo absorpcyjne cytochromu ¢ w regionie widzialnym.
Podano stosunek molowy biatko:HTL podczas modyfikacji ................. 95

Rysunek 28. Zaleznos¢ stosunku AS50/A520 od czasu modyfikacji
cytochromu c inkubowanego z HTL w stosunku molowym 1:1 i bez
dodatku HTL (1:0) [A] oraz od nadmiaru molowego HTL [B]. Dane sa
Srednig z trzech eksperymentow + odchylenie standardowe................ 96

Rysunek 29. Widmo dichroizmu kolowego cytochromu c w regionie Soreta i
widzialnym. Podano stosunek molowy biatko:HTL podczas modyfikacji

Rysunek 30. Wplyw modyfikacji tiolaktonem homocysteiny (HTL) na widmo
absorpcji mioglobiny (Mb) w regionie widzialnym. Warunki pomiaru: 10
mM bufor fosforanowy, pH 7,4, stezenie mioglobiny 29,5 pM. Stosunek
molowy Mb:HTL podczas modyfikacji wynosit: A - 1:0, B - 1:1, C - 1:2,
D = 1:4, E = 138, F = 1125 et eoee oo 100

Rysunek 31. Widmo dichroizmu kolowego mioglobiny w regionie Soreta i
widzialnym. Podano stosunek molowy bialko:HTL podczas modyfikacji
....................................................................................................... 101

Rysunek 32. Podatnos$¢ cytochromu c na proteolize trypsyna. Dane sa
Srednia z 3 eksperymentow * odchylenie standardowe. N-Hcy-biatko
zmodyfikowane zostalo ekwimolarnym stezeniem HTL w stosunku do
stezenia reszt HZYNY ....ocoovviiiiiiiiiiiiiii 102

Rysunek 33. Wplyw stopnia modyfikacji cytochromu c tiolaktonem
homocysteiny na podatnos¢ na trawienie trypsyna. Podano nadmiar
molowy HTL podczas modyfiKacji ........oeuveieniiniiininiiiiiiiiiieeeenn, 103

Rysunek 34. Wplyw temperatury na strukture drugorzedowa ferrytyny (A) i
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transferyny (A) rozpoczyna sie w nizszej temperaturze i przebiega
gwaltowniej niz transferyny (€) (C) ....coeoviiviineiiiiiiiineiieiieeeeieeieene, 105
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