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Streszczenie: Dynamiczny rozwój nauk przyrodniczych oraz medycyny w du¿ej mierze zale¿y od rosn¹-
cej ilo�ci zasobów baz danych oraz ich dostêpno�ci dla badaczy. Wszystkie o�rodki zajmuj¹ce siê kolek-
cjonowaniem sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych wymieniaj¹ pomiêdzy sob¹ informacje i
aktualizuj¹ je wzajemnie. Pe³n¹ korzy�æ p³yn¹c¹ z tych zasobów daje dopiero ich odpowiedna analiza.
Mo¿liwo�æ tak¹ oferuj¹ liczne serwisy bioinformatyczne. Ich tworzeniem zajmuje siê szeroka spo³ecz-
no�æ naukowa, udostêpniaj¹c niekomercyjnie na stronach internetowych programy pozwalaj¹ce anali-
zowaæ zgromadzone dane w ró¿nych aspektach. Dla przyk³adu, o w³a�ciwo�ciach biologicznych nerwo-
wej cz¹steczki adhezyjnej (NCAM) decyduj¹ liczne modyfikacje potranskrypcyjne i potranslacyjne.
Podej�cie bioinformatyczne pozwala oceniæ ich znaczenie. Dziêki u¿yciu programów bioinformatycz-
nych wykazano miêdzy innymi, ¿e NCAM ma teoretyczn¹ mo¿liwo�æ obecno�ci od 40 do 46 eksonów,
podczas gdy sekwencja genetyczna wskazywa³a jedynie na obecno�æ 20 eksonów. Stosuj¹c program
Spidey uzyskano nowe dane o eksonie VASE wykazuj¹cym zwi¹zki z obni¿on¹ plastyczno�ci¹ mózgu.
Przy pomocy innych programów okre�lono szczegó³y powstawania bia³ka NCAM w komórce, jej formy
transb³onowej i rozpuszczalnej, a tak¿e jej struktury trzeciorzêdowej i mo¿liwych modyfikacji. Wykaza-
no zdolno�æ NCAM do wewn¹trzkomórkowej transdukcji sygna³u i rolê fosforylacji bia³ka w tym pro-
cesie. Zastosowanie dostêpnych w internecie narzêdzi bioinformatycznych w znacznym stopniu mo¿e
przybli¿yæ do lepszego poznania struktury i biologii cz¹steczki NCAM. Dziêki czemu staje siê mo¿liwe
bardziej szczegó³owe okre�lenie jej funkcji w organizmie, zarówno w zdrowiu jak i w chorobie.

S³owa kluczowe: bioinformatyka, bazy danych i narzêdzia, nerwowa cz¹steczka adhezyjna � NCAM,
modyfikacje potranskrypcyjne i potranslacyjne.
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Summary: Rapid progress of biological and medical research depends largely on steadily growing informa-
tion in online databases and its accessibility for researchers. All centers involved in the collection of
nucleotide and aminoacid sequences exchange and update available data. Full benefit from this information
may be obtained only by proper analysis provided by several bioinformatic services. In their formation
people from broad scientific community are engaged and their effects of work  are accessible free of charge
in internet. This software permits to analyze collected data in various aspects. For example, properties of
neural cell adhesion molecule (NCAM) depend a lot on multiple posttranscriptional and posttranslational
modifications. Bioinformatic approach allows to assess their significance. Due to bioinformatic tools it
was shown that NCAM may theoretically possess 40 up to 46 exons, while genetic screening indicated 20
only. Application of Spidey software revealed novel data about VASE exon, showing links with decreased
brain plasticity. Other tools permitted to obtain details about NCAM protein formation in the cell, its
transmembrane and soluble forms as well as tertiary structure and its possible modifications. I was also
shown that NCAM is able to intracytoplasmic signal transduction and emphasized the role of protein
phosphorylation in this process. This will make possible to determine precisely the role of NCAM
molecule both in health and disease.

Key words: bioinformatics, databases and tools, neural cell adhession molecule � NCAM, posttranscrip-
tional and posttranslational modifications.

WSTÊP

Dynamiczny rozwój nauk przyrodniczych oraz medycyny w du¿ej mierze zale¿y od
rosn¹cej ilo�ci zasobów baz danych oraz ich dostêpno�ci dla badaczy. G³ównymi bazami
zawieraj¹cymi sekwencje aminokwasowe i nukleotydowe s¹ amerykañska GeneBank
(National Center for Biotechnology Information), europejska EMBL (European
Molecular Biology Laboratory) oraz japoñska DDBJ (DNA Data Bank of  Japan). Do
czo³ówki nale¿¹ równie¿ trzy bazy kolekcjonuj¹ce jedynie sekwencje bia³kowe: SWISS-
PROT, PIR (Protein Information Resource) oraz PDB (Protein Data Bank). Wszystkie
te o�rodki wymieniaj¹ pomiêdzy sob¹ informacje jednocze�nie aktualizuj¹c je wzajemnie.
Pe³n¹ korzy�æ p³yn¹c¹ z tych zasobów daje dopiero ich odpowiedna analiza. Mo¿liwo�æ
tak¹ oferuj¹ liczne serwisy bioinformatyczne. Ich tworzeniem zajmuje siê szeroka
spo³eczno�æ naukowa, udostêpniaj¹c niekomercyjnie na stronach internetowych
programy pozwalaj¹ce analizowaæ sekwencje nukleotydowe i bia³kowe w ró¿nych
aspektach (tab.1).

Nerwowa cz¹steczka adhezyjna, NCAM1 (Neural Cell Adhesion Molecule 1)
[HUGO], zwana tak¿e CD56, po raz pierwszy zosta³a opisana w 1977 roku. Nale¿y do
du¿ej i dobrze poznanej nadrodziny cz¹steczek immunoglobulinopodobnych. Ca³¹
rodzinê nerwowych cz¹steczek adhezyjnych pogrupowano na mniejsze podrodziny. W
zale¿no�ci od liczby zewn¹trzkomórkowych domen immunoglobulinopodobnych typu
C2 (Ig) oraz powtórzeñ fibronektynowych typu III (FN) nadano im odpowiednie numery.
NCAM reprezentuje rodzinê 5/2, która wykazuje obecno�æ piêciu domen Ig oraz dwóch
domen FN. Cz³onkowie ca³ej nadrodziny receptorów Ig-podobnych, do której oprócz
NCAM i innych cz¹steczek adhezyjnych nale¿¹ miêdzy innymi Ig, TCR, CD4, CD8 i
inne, s¹ sta³ymi lub d³ugotrwa³ymi sk³adnikami b³on komórkowych. Ich obecno�æ
wykazano w wielu tkankach w trakcie rozwoju oraz ¿ycia doros³ego [42]. Cz¹steczka
NCAM wystêpuje w przyrodzie w trzech podstawowych izoformach: 180 kDa, 140
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kDa oraz 120 kDa [44]. Bazy danych NCBI oraz SWISS-Prot zawieraj¹ jednak tylko dwie
sekwencje referencyjne, których obecno�æ wykazano w organizmie cz³owieka. S¹ to cz¹steczki o
masie 140 kDa  (wariant o d³ugo�ci 848 AA NCBI [>gi|10834990|ref|NP_000606.1|]; Swiss-Prot
[P13591] oraz wariant o d³ugo�ci 858 AA NCBI [>gi|41281937|ref|NP_851996.1|] i 120 kDa
(obydwa warianty o d³ugo�ci 761 AA Swiss-Prot [P13592-1] oraz [P13592-2]). Obecno�æ izoformy
o masie 180 kDa wykazano w komórkach  mysich  Mus musculus [UniProt: P13595], ¿aby
szponiastej Xenopus laevis [UniProt: P16170], traszki z  gatunku Cynops pyrrhogaster [UniProt:
O57576], a tak¿e u kury domowej Gallus gallus domestica [UniProt: P13590].

STRUKTURA GENU I MODYFIKACJE
POTRANSKRYPCYJNE

Gen o d³ugo�ci 70 tysiêcy par zasad, koduj¹cy NCAM zosta³ zmapowany na d³ugim
ramieniu chromosomu 11 [LocusLink i Ensembl: 11q23.1; GeneLoc: GC11P112369].
Pe³en zestaw w³a�ciwo�ci biologicznych oraz funkcji pe³nionych przez cz¹steczkê
NCAM nie zosta³ ostatecznie poznany. Wiadomo jednak, ¿e budowa i funkcjonowanie
tej struktury mog¹ byæ modyfikowane w drodze regulacji ekspresji genu, lokalizacji
bia³ka oraz interakcji z innymi bia³kami [35]. Wszystkie ró¿ni¹ce siê miêdzy sob¹
warianty bia³ka nerwowej cz¹steczki adhezyjnej powstaj¹ w drodze alternatywnego
sk³adania (splicing). Ogólnie wyró¿niamy cztery g³ówne typy splicingu ró¿nicowego:
z u¿yciem ró¿nych promotorów, z zatrzymaniem intronów w dojrza³ych cz¹steczkach,
z pozostawianiem lub usuwaniem poszczególnych eksonów oraz z u¿yciem ró¿nych
miejsc poli(A). Mechanizm dojrzewania mRNA koduj¹cego poszczególne warianty
NCAM podobny jest do obserwowanego w trakcie dojrzewania transkryptów
immunoglobulin. U¿ycie dalszego, silniejszego miejsca poli(A) powoduje, ¿e dojrza³y
mRNA zawiera eksony koduj¹ce regiony odpowiedzialne za kotwiczenie bia³ka w b³onie,
tzw. stop-transfer. Wykorzystanie natomiast miejsca bli¿szego, tj. s³abszego, skutkuje
powstawaniem formy rozpuszczalnej immunoglobulin [23].

Przyjmuje siê, ¿e ca³kowita sekwencja genetyczna ró¿nych izoform ludzkiej cz¹steczki
NCAM mo¿e wykazywaæ obecno�æ maksymalnie 20 eksonów. Okre�lono, ¿e eksony
1�14 koduj¹ domeny zewn¹trzkomórkowe, ekson 15 odpowiedzialny jest za fragment
transb³onowy, natomiast pozosta³e eksony odpowiadaj¹ za wewn¹trzplazmatyczn¹
sekwencjê cz¹steczki. Zaobserwowano, ¿e w trakcie rozwoju serca szczura, w wyniku
ró¿nych przetasowañ eksonów mo¿e powstaæ przynajmniej 27 ró¿nych wariantów
mRNA. Wykorzystanie programu ASPic ujawni³o teoretyczn¹ mo¿liwo�æ obecno�ci
od 40 do 46 eksonów, które w zale¿no�ci od zadanych stopni swobody w wyniku ró¿nych
rearan¿acji mog¹ tworzyæ od 25 do 55 ró¿nych transkryptów. Zadaniem tego narzêdzia
bioinformatycznego jest przewidywanie struktury alternatywnie sk³adanych transkryp-
tów na podstawie porównania odpowiedniej sekwencji genomowej z poznanymi
znacznikami sekwencji ulegaj¹cych ekspresji (EST). Czê�æ z przewidzianych w ten
sposób eksonów oraz tworzonych przez nie transkryptów mo¿e mieæ znaczenie wy³¹cznie
teoretyczne. Sekwencje mRNA czterech podstawowych wariantów NCAM dostêpne s¹ w
bazach danych [Ensembl: ENST00000316851, ENST00000350484, ENST00000359771,
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ENST00000356076]. Aby okre�liæ lokalizacjê poszczególnych eksonów znajduj¹cych siê
w obrêbie ró¿nych transkryptów, mo¿na pos³u¿yæ siê obecnym na stronie NCBI programem
Spidey, który umo¿liwia zestawienie wybranych sekwencji mRNA z odpowiedni¹ sekwencj¹
referencyjn¹ DNA [dla NCAM; GeneBank: NT_033899].

Obecno�æ i rodzaj alternatywnie sk³adanych eksonów decyduje o d³ugo�ci poszcze-
gólnych transkryptów NCAM. Pierwsz¹ zidentyfikowan¹ struktur¹ tego typu by³
zlokalizowany pomiêdzy eksonami 7 i 8 tzw. ekson VASE (Variable Aternative Spliced
Exon) o d³ugo�ci 30 par zasad [40]. Wykorzystanie programu Spidey mo¿e byæ pomocne
w wykazaniu, ¿e fragment ten stanowi odrêbny ekson, eliminowany w trakcie
dojrzewania mRNA. Dotychczas nieznane s¹ uwarunkowania wystêpowania tej
sekwencji, jednak liczne dowody sugeruj¹, ¿e wystêpuje zwi¹zek pomiêdzy VASE a
obni¿on¹ plastyczno�ci¹ mózgu. Przemawia za tym fakt, i¿ ilo�æ cz¹steczek NCAM
wykazuj¹cych obecno�æ tego eksonu wzrasta wraz z wiekiem. W 1992 roku Doherty
wraz ze wspó³pracownikami wykaza³, ¿e obecno�ci VASE mo¿e towarzyszyæ obni¿enie
wzrostu  neurytów. Kolejn¹ wykryt¹ sekwencj¹ alternatywnie sk³adan¹  jest  tzw.
MSD-1 (Muscle-Specific Domain 1). Jest to fragment o d³ugo�ci 108 pz. zlokalizowany
w miejscu splicingu pomiêdzy eksonami 12 i 13, który sk³ada siê z trzech krótkich
eksonów o d³ugo�ci 15, 48 i 42 par zasad oraz dodatkowego tripletu AAG w pozycji 3�
s¹siaduj¹cego z eksonem 13. Te trzy krótkie eksony mog¹ byæ w³¹czane w dowolny
sposób (np. ex12-ex13, ex12-a15-ex13 albo ex12-a15-a48-a42-ex13) powoduj¹c ró¿nice
w budowie transkryptów NCAM. Jak dot¹d strukturê tê wykazano wy³¹cznie w
miê�niach zarówno szkieletowych, jak i w miê�niu sercowym [1, 31]. Alternatywnie
sk³adanym eksonem jest równie¿ sekwencja SEC (Secreted Exon). Obecno�æ tego
76 nukleotydowego fragmentu powoduje przedwczesn¹ terminacjê translacji oraz utratê
przez syntetyzowane bia³ko domeny cytoplazmatycznej lub transb³onowej [41]. Szacuje
siê, ¿e je�li wszystkie zidentyfikowane kombinacje eksonów obecnych w genie
koduj¹cym NCAM uleg³yby translacji, mog³oby powstaæ ponad 192 kombinacji, które
skutkowa-³yby powstaniem takiej samej ilo�ci bia³ek. Jednak funkcje wielu z nich nadal
s¹ nieznane.

Program ClustalW pozwala wskazaæ podobieñstwa i ró¿nice pomiêdzy poszcze-
gólnymi wariantami NCAM zarówno w obrêbie sekwencji nukleotydowych, jak i
aminokwasowych. Analiza homologii miêdzycz¹steczkowej przeprowadzona przy
pomocy tego narzêdzia mo¿e wskazaæ, w jaki sposób alternatywnie sk³adane eksony
mog¹ modulowaæ sekwencje aminokwasowe badanych wariantów.

BUDOWA BIA£KA I MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE

Wszystkie modyfikacje potranskrypcyjne prowadz¹ w konsekwencji do powstania
trzech form bia³ka, które ró¿ni¹ siê pomiêdzy sob¹ struktur¹, lokalizacj¹ i funkcj¹.
Nerwowa cz¹steczka adhezyjna mo¿e wystêpowaæ w formie transb³onowej oraz mo¿e
byæ zakotwiczona w b³onie komórkowej przy pomocy kotwicy glikozylofos-
fatydyloinozytolowej (GPI) [43]. Wykazano równie¿ obecno�æ formy rozpuszczalnej.
Zastosowanie programu SecretomeP 1.0 [5], pozwala wstêpnie okre�liæ lokalizacjê
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komórkow¹ badanego bia³ka, tzn. czy analizowana proteina pozostaje w obrêbie komór-
ki, czy jest wydzielana na zewn¹trz. Przewidywanie lokalizacji bia³ka NCAM przepro-
wadzone przy pomocy tego programu wykaza³o, ¿e spo�ród czterech badanych wariantów
potencjalnie dwa mog¹ byæ wydzielane na zewn¹trz komórki. Obok modyfikacji
potranskrypcyjnych drug¹, jeszcze liczniejsz¹ grup¹ zjawisk zachodz¹cych w przebiegu
dojrzewania cz¹steczki NCAM stanowi¹ modyfikacje potranslacyjne. Ogólnie wyró¿nia
siê trzy podstawowe kategorie modyfikacji bia³ek, tj. modyfikacje zachodz¹ce z
rozerwaniem wi¹zañ chemicznych, g³ównie peptydowych, modyfikacje grupy α-aminowej
i α-karboksylowej oraz modyfikacje ³añcuchów bocznych. W trakcie dojrzewania
cz¹steczki NCAM wykazano wiele ró¿nych modyfikacji. S¹ to g³ównie hydroliza peptydu
sygna³owego, tworzenie kotwicy GPI oraz synteza mostków dwusiarczkowych. Po�ród
modyfikacji ³añcuchów bocznych najwa¿niejszymi, decyduj¹cymi o ró¿norodno�ci
biologicznego dzia³ania tego bia³ka s¹ ró¿ne formy glikozylacji, zw³aszcza polisjalylacja,
a tak¿e inne modyfikacje, takie jak fosforylacja i sulfatacja.

PEPTYD SYGNA£OWY, SEKWENCJE TRANSB£ONOWE,
KOTWICA GPI

Pierwsz¹ modyfikacj¹ nowopowsta³ego propeptydu jest hydroliza tzw. peptydu
sygna³owego. Zadaniem tej sekwencji jest przeprowadzenie nowopowsta³ej cz¹steczki
bia³ka przez tzw. translokon do �wiat³a szorstkiej siateczki �ródplazmatycznej (rough
endoplasmic reticulum � RER), gdzie zostaje poddana kolejnym etapom nabierania
kompetencji. W obrêbie prekursorów wszystkich izoform NCAM na koñcach N obecne
s¹ wysoce hydrofobowe, 19 nukleotydowe sekwencje sygna³owe [45]. W celu
identyfikacji peptydu sygna³owego mo¿na zastosowaæ program SignalP 3.0 [6].

Po odciêciu peptydu sygna³owego bia³ko przechodzi dalej do �wiat³a RER. Jednak
niektóre warianty NCAM w swojej strukturze wykazuj¹ obecno�æ szczególnej
hydrofobowej domeny, która hamuje ten ruch. Jest to wspomniana wy¿ej sekwencja
stop-transfer, która unieruchamia przechodz¹ce bia³ko w b³onie retikulum. Wystê-
powanie zarówno peptydu sygna³owego, jak i sekwencji stop-transfer charakte-ryzuje
cz¹steczkê NCAM jako integralne bia³ko b³onowe typu I. Okre�lenie topografii sekwencji
transb³onowej umo¿liwiaj¹ liczne narzêdzia bioinformatyczne, s¹ to miêdzy innymi
programy, takie jak: TMHMM, SOSUI, HMMTOP [39], TM Pred [21] czy TMap
[33]. Wskazanie fragmentów hydrofobowych ³añcucha bia³kowego umo¿liwia równie¿
program Kyte-Doolittle hydropathy plot [29]. Wykorzystanie tego narzêdzia pozwoli³o
okre�liæ, ¿e zarówno forma transb³onowa NCAM, jak i zwi¹zana kotwic¹
glikozylofosfatydyloinozytolow¹ wykazuj¹ obecno�æ wysoce hydrofobowej sekwencji,
jak¹ jest sekwencja stop-transfer (ryc.1).

Modyfikacja potranslacyjna zwi¹zana z powstawaniem wi¹zania lipidowego GPI
obejmuje zarówno modyfikacje zachodz¹ce z rozerwaniem wi¹zania peptydowego, jak
i glikozylacjê. GPI jest to struktura przy³¹czaj¹ca bia³ko NCAM do zewnêtrznej
powierzchni b³ony komórkowej. W ci¹gu nieca³ej minuty po wniknêciu bia³ka do retikulum
endoproteazy odcinaj¹ czê�æ poza b³onow¹, natomiast transaminazy przy³¹czaj¹ do



                                                          735BIOINFORMATYCZNA ANALIZA CZ¥STECZKI NCAM

wolnego koñca karboksylowego kotwicê GPI. Tak zmodyfikowane bia³ko wydostaje siê
w trakcie transportu pêcherzykowego na powierzchniê komórki. Sygna³ okre�laj¹cy
wyst¹pienie tej modyfikacji zawarty jest wewn¹trz sekwencji znajduj¹cej siê na styku
czê�ci b³onowej i pozab³onowej bia³ka w miejscu omega, tzw. o-side [14]. Teoretyczne
przewidywanie wyst¹pienia wi¹zania GPI umo¿liwia miêdzy innymi program Big-P
Predictor [13]. Analiza wykonana za pomoc¹ tego programu wykaza³a, ¿e dwa z czterech
badanych wariantów NCAM posiadaj¹ w swojej strukturze miejsce omega. S¹ to te same
warianty, które wed³ug programu SecretomeP 1.0 teoretycznie mog¹ byæ wydzielane na
zewn¹trz komórki. W trakcie frakcjonowania tkanki mózgowej szczura wykazano, ¿e
oko³o 75% cz¹steczek wariantu NCAM o masie cz¹steczkowej 120 kDa zwi¹zanych
by³o z b³on¹ komórkow¹, natomiast pozosta³e oko³o 25% znajdowa³o siê w supernatancie.
Dalsze badania wykaza³y, ¿e bia³ko zwi¹zane z b³on¹ komórkow¹ poprzez kotwicê GPI
w miarê up³ywu czasu by³o systematycznie uwalniane z powierzchni komórki. Okaza³o
siê, ¿e za to zjawisko odpowiedzialne by³y endogenne fosfolipazy PI-PLC, tzn.
fosfatydyloinozytoloswoiste fosfolipazy C. Obecno�æ w surowicy rozpuszczalnej formy
NCAM próbowano wykorzystaæ jako marker diagnostyczny, miêdzy innymi dla
ró¿nicowania ró¿nych typów paraproteinemii szpiczaka mnogiego [36].

Glikozylacja

G³ównym typem modyfikacji ³añcuchów bocznych NCAM jest glikozylacja. Jest to
proces przy³¹czania do cz¹steczki bia³ka reszt cukrowych sterowany za pomoc¹
glikozylotransferaz. Wyró¿niamy dwa typy glikozylacji: N- i O-glikozylacjê. Ró¿nica
pomiêdzy nimi polega na tym, ¿e synteza oligosacharydów przy³¹czonych wi¹zaniem
O-glikozylowym zachodzi na drodze kolejnego dodawania jednostek monosacha-
rydowych do powstaj¹cego bia³ka. Natomiast oligosacharyd przy³¹czany wi¹zaniem
N-glikozylowym powstaje na odpowiednim no�niku lipidowym, jakim jest np. fosforan
dolicholu i dopiero w tej postaci zostaje przy³¹czany do bia³ka [18]. W cz¹steczce

RYCINA 1. Zastosowanie programu TMHMM w celu identyfikacji domeny transb³onowej izoformy
NCAM 140 kDa [NP_000606]. Domena zlokalizowana jest pomiêdzy 714 a 736 aminokwasem ³añcucha
peptydowego (sekwencja: IVGILIVIFVLLLVVVDITCYFL)
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NCAM wystêpuje sze�æ reszt aminokwasowych, które ulegaj¹ N-glikozylacji.
Potwierdzono to eksperymentalnie wykorzystuj¹c techniki spektrometrii masowej oraz
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej HPLC [30]. Miejsca te s¹ wysoce konser-
watywne pomiêdzy ró¿nymi gatunkami. W pozycjach N-5 oraz N-6 dochodzi do
wi¹zania PSA, czyli kwasu α-2,8 polisjalowego. Przeprowadzone badania wykaza³y,
¿e domena N-1 modyfikowana jest tylko czê�ciowo, natomiast domeny N-5 i N-6 oprócz
PSA mog¹ byæ modyfikowane tak¿e przez wa¿ny funkcjonalnie epitop HNK-1. Epitop
ten odkryto równie¿ na resztach N-2 i N-4 na bydlêcych oraz N-2 i N-3 na mysich
cz¹steczkach NCAM [1]. Wykorzystuj¹c program NetNGlyc 1.0 Server mo¿na okre�liæ
obecno�æ wszystkich glikolizowanych w ten sposób reszt asparaginy obecnej w motywie
Asn-Xaa-Ser/Thr [8] (ryc. 2). G³ównym substratem glikozylacji cz¹steczki NCAM
oraz wa¿nym regulatorem powierzchniowych interakcji komórkowych jest polimer kwasu
α-2,8-polisjalowego (PSA). Kwasy sjalowe nale¿¹ do grupy pochodnych N- i O-acylo-
wych kwasu neuraminowego (NeuAc). Syntetyzowane s¹  w  aparacie  Golgiego  z
N-acetyl-D-mannozoaminy (ManNAc), a nastêpnie aktywowane w j¹drze komórkowym
do CMP-SA. Ilo�æ kwasów sjalowych w komórce mo¿e byæ regulowana w drodze
specyficznych przemian metabolicznych. Wykazano, ¿e PSA nadaje cz¹steczce NCAM
³adunek ujemny, którego warto�æ wzrasta wraz z ilo�ci¹ przy³¹czonych jednostek.
Obecno�æ kwasu polisjalowego (poliSia) moduluje interakcje komórkowe zarówno w
trakcie rozwoju, jak i onkogenezy [11]. Polisjalylacja wp³ywa na homofilne po³¹czenia
komórka-komórka oraz zmienia w³a�ciwo�ci transdukcji sygna³u czasteczki NCAM
[15]. Wykazano, ¿e PSA-NCAM odgrywa g³ówn¹ rolê w trakcie rozwoju mózgu, regene-
racji uk³adu nerwowego, a tak¿e w procesach plastyczno�ci mózgu obejmuj¹cych uczenie
siê oraz procesy pamiêci. Polisjalylowany NCAM obecny jest równie¿ na powierzchni
komórek ró¿nych endokrynnych nowotworów wykazuj¹cych du¿y stopieñ z³o�liwo�ci,
a ich ilo�æ koreluje ze z³¹ prognoz¹ w przebiegu choroby. Biosyntezê poliSia katalizuj¹

RYCINA 2. Predykcja miejsc ulegaj¹cych N-glikozylacji w obrêbie transb³onowej izoformy NCAM
140 kDa [NP_000606] przy pomocy programu NetNGlyc 1.0. Modyfikacji tej ulegaj¹ zaznaczone reszty
asparaginowe obecne w motywach Asn-Xaa-Ser/Thr (pozycje aminokwasowe: 222, 315, 347, 423, 449,
478)
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dwa blisko zwi¹zane ze sob¹ enzymy, polisjalyltransferazy ST8SiaII (PST) i ST8SiaIV
(STX) [22]. Obydwa enzymy nale¿¹ do rodziny transferaz, która obejmuje siedem
ró¿nych enzymów wykazuj¹cych podobn¹ aktywno�æ. Wykazano równie¿, ¿e obydwie
polisjalyltransferazy mog¹ funkcjonowaæ równocze�nie [2]. PST oraz STX oprócz
zdolno�ci polisjalylacji cz¹steczki NCAM wykazuj¹ równie¿ zdolno�æ do autopolisjaly-
lacji [3, 4]. Proces autopolisjalylacji nie wp³ywa na aktywno�æ enzymatyczn¹ obydwu
enzymów. Jednak autopolisjalowany STX zmienia cz¹steczkê NCAM w wiêkszym
stopniu ni¿ STX nie podlegaj¹cy autopolisjalylacji [11].

 Nerwowa cz¹steczka adhezyjna mo¿e tak¿e ulegaæ glikozylacji przebiegaj¹cej z
powstaniem wi¹zania O-glikozylowego. Ten typ modyfikacji opisano w wariancie
NCAM, który w swojej strukturze wykazuje obecno�æ eksonu MSD-1. Za pomoc¹
wi¹zania O-glikozylowego do cz¹steczki NCAM mog¹ byæ przy³¹czane glikany typu
mucynowego oraz PSA. Wykazano, ¿e O-glikany zwi¹zane z MSD-1 u³atwiaj¹ ³¹czenie
mioblastów, podczas gdy polisjalylacja N-glikanów przy³¹czonych do NCAM ogranicza
ten proces. Obecno�æ PSA wraz z glikanami typu mucynowego po³¹czonymi z cz¹steczk¹
NCAM wi¹zaniem O-glikozylowym wykazano w rakach piersi oraz w komórkach
bia³aczkowych. O-glikany typu mucynowego z regu³y s¹ zgrupowane tworz¹c naturaln¹
ochronê bia³ka przed dzia³aniem proteaz. Wykazano, ¿e NCAM bez MSD jest relatywnie
giêtka, natomiast NCAM z O-glikozylowanym MSD jest bardziej sztywna i wykazuje
zmiany konformacji, przez co u³atwia tworzenie po³¹czeñ pomiêdzy komórkami [38].
W celu okre�lenia miejsc O-glikozylacji mo¿na zastosowaæ program NetOGlyc 3.1
Server [26]. Zastosowanie tego programu pozwoli³o potwierdziæ wcze�niejsze dane
zgodnie, z którymi liczne miejsca O-glikozylacji s¹ skupione w obszarach wystêpowania
produktu bia³kowego alternatywnego eksonu MSD-1 (ryc. 3).

Fosforylacja i transdukcja sygna³u

Szczególnie wa¿n¹ modyfikacj¹ potranslacyjn¹, która w istotny sposób determinuje
funkcje biologiczne bia³ek, jest fosforylacja. Polega ona na dostarczeniu do seryny,
tyrozyny i treoniny N- i O-fosfopochodnych. Miejsce przy³¹czenia do ³añcucha
peptydowego fosforanu mo¿e stanowiæ receptor dla wielu kinaz bia³kowych, które mog¹
braæ udzia³ w wielu wewn¹trzkomórkowych procesach sygnalizacyjnych. Wiadomo,
¿e cz¹steczki NCAM mog¹ ulegaæ fosforylacji. Wykorzystanie programu NetPhos 2.0
pozwala stwierdziæ, które reszty w ³añcuchach aminokwasowych poszczególnych
wariantów NCAM mog¹ teoretycznie ulegaæ fosforylacji [7]. W ten sposób mo¿na
wskazaæ zarówno reszty tyrozynowe, jak i serynowo/treoninowe. Aby dok³adniej ustaliæ,
które kinazy mog¹ wi¹zaæ siê z badan¹ cz¹steczk¹ bia³ka, mo¿na przeprowadziæ analizê
porównawcz¹, której celem jest poszukiwanie homologii pomiêdzy badan¹ sekwencj¹
aminokwasow¹ a zawartymi w bazach danych motywami charakterystycznymi
wystêpuj¹cymi w obrêbie innych znanych bia³ek. Tak¹ analizê wykonuje serwis
internetowy The Predict Protein Server [34]. Przy pomocy tego serwisu ustalono
obecno�æ motywów homologicznych dla bia³kowej kinazy C (PKC), kinazy kazeinowej
typu II (CK2) oraz kinazy tyrozynowej (TYR). Ostatnio przeprowadzone badania
potwierdzi³y hipotezê, która zak³ada, ¿e NCAM bierze aktywny udzia³ w transdukcji
sygna³u. Cz¹steczka ta mo¿e inicjowaæ przynajmniej dwa ró¿ne szlaki przeka�nictwa.
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Bezpo�rednio poprzez zwi¹zan¹ z tratwami lipidowymi w b³onie komórkowej kinazê
tyrozynow¹ Fyn oraz po�rednio przy wspó³udziale receptora dla fibroblastycznego
czynnika wzrostu (FGFR) [19]. Ten schemat aktywacji ilustruje zdarzenia, które
zachodz¹ w komórce od momentu aktywacji NCAM do transkrypcji lub zmian w
dynamice cytoszkieletu [37]. Pobudzenie FGFR mo¿e przebiegaæ z jednoczesn¹
aktywacj¹ fosfolipazy Cγ (PLCγ) bior¹cej udzia³ w wytwarzaniu diacyloglicerolu
(DAG), który w wyniku dzia³ania lipazy DAG przekszta³ca siê w kwas arachidonowy
(AA) aktywuj¹cy neuronowy kana³ wapniowy [28]. Wykazano równie¿ mo¿liwo�æ
aktywacji szlaku kinazy Ras-MAP, która mo¿e zachodziæ z dwóch ró¿nych kierunków.
Z jednej strony w wyniku aktywacji kinazy FAK, która nastêpnie przy³¹czana jest do
bia³ka adaptorowego p59fyn [9], b¹d� z drugiej strony w wyniku aktywacji cz¹steczek
adaptorowych ShcA, Frs2 oraz Grb2 [20]. Obydwa szlaki prowadz¹ do uruchomienia
kinaz serynowych ERK, które z kolei aktywuj¹ transkrypcjê genów odpowiedzialnych
za procesy mitogenne oraz ró¿nicowanie komórek. Ustalono miêdzy innymi, ¿e
fosforylacja cz¹steczki NCAM w konsekwencji mo¿e prowadziæ do aktywacji czynników
transkrypcyjnych, takich jak GRE (Glucocorticoid Responce Element) oraz NF-κB
[12]. Wykazano równie¿, ¿e neurytogeneza zachodz¹ca przy udziale NCAM mo¿e
zachodziæ w wyniku aktywacji czynników transkrypcyjnych CREB (cAMP-Response-
Element Binding Protein) oraz c-Fos indukowanych przez cAMP/PKA [24].

Transb³onowa izoforma cz¹steczki NCAM mo¿e stanowiæ równie¿ alternatywny
receptor dla rodziny ligandów GDNF (GFL), do której nale¿¹ czynniki neurotrofowe,
takie jak: neurotrofiny, neurokiny oraz GDNF (Glial-cell-line-Derived Neurotrophic
Factor) [32]. Wykazano, ¿e w normalnych warunkach cz¹steczki GFL oddzia³uj¹ ze
swoistymi dla siebie receptorami GFRα1. W przypadku ich nieobecno�ci, ligandy GDNF
mog¹ ³¹czyæ siê z NCAM, tworz¹c wi¹zania o niskim powinowactwie. Jednak, gdy

RYCINA 3. Predykcja miejsc ulegaj¹cych O-glikozylacji w obrêbie zakotwiczonej wi¹zaniem GPI w
b³onie komórkowej izoformy NCAM 120 kDa [P13592-2]. Modyfikacji tej ulegaj¹ reszty seryny i
treoniny, ich du¿e zagêszczenie wyra�ne jest w obrêbie sekwencji kodowanej przez ekson MSD-1 (pozycje
pomiêdzy 595 a 630 aminokwasem)
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nerwowym cz¹steczkom adhezyjnym towarzyszy zwi¹zany z nimi receptor GFRα1,
wówczas GDNF wi¹¿e siê z NCAM wi¹zaniem o silnym powinowactwie, a nastêpnie
aktywuje znajduj¹c¹ siê w cytoplazmie Src-podobn¹ kinazê Fyn oraz centraln¹ kinazê
adhezyjn¹ FAK [37]. Taka mo¿liwo�æ interakcji pomiêdzy s¹siaduj¹cymi z NCAM
bia³kami obecnymi w tej samej b³onie komórkowej okre�la ich zdolno�æ do oddzia³ywañ
cis. S¹ to homo- i heterofilne interakcje wystêpuj¹ce pomiêdzy cz¹steczkami zlokali-
zowanymi w b³onie komórkowej tej samej komórki. Równocze�nie cz¹steczki NCAM
wykazuj¹ zdolno�æ do oddzia³ywañ homo- i heterofilnych pomiêdzy ró¿nymi komórkami,
czyli do tzw. oddzia³ywania trans [12]. Dziêki tym interakcjom mo¿liwa jest adhezja,
która zachodzi pomiêdzy komórkami poprzez wi¹zania homofilne formowane pomiêdzy
zewn¹trzkomórkowymi domenami Ig-podobnymi. Wykorzystuj¹c badania krystalo-
graficzne, NMR oraz mikroskopiê elektronow¹ wykazano, ¿e najsilniejsze wi¹zania
homofilne wystêpuj¹ pomiêdzy pierwsz¹ domen¹ Ig jednej cz¹steczki NCAM i 5 domen¹
Ig drugiej cz¹steczki. Wykazano równie¿ biologiczne znaczenie wi¹zania pomiêdzy
pierwsz¹ Ig jednej i trzeci¹ Ig drugiej. Nie okre�lono jednak, jak dot¹d, znaczenia
wi¹zania wystêpuj¹cego pomiêdzy pierwsz¹ Ig jednej i drug¹ Ig drugiej. Najprawdo-
podobniej wi¹zanie tego typu tworzy pocz¹tkowy uchwyt na relatywnie du¿ej odleg³o�ci
pomiêdzy b³onami komórkowymi. Te wszystkie rodzaje wi¹zañ pozwalaj¹ komórkom
regulowaæ wzajemne u³o¿enie w przestrzeni [25].

STRUKTURA I-, II- I III-RZÊDOWA BIA£KA

Ze wzglêdu na strukturê trzeciorzêdow¹, bia³ka NCAM zalicza siê do bia³ek klasy II.
Do tej klasy nale¿¹ bia³ka, w których dominuj¹ struktury tzw. β-harmonijkowe, najczê�ciej
w postaci ³añcuchów przeciwbie¿nych. Trwa³o�æ tej strukturze nadaj¹ mostki dwusiarczkowe.
Wi¹zania te nale¿¹ do grupy wi¹zañ kowalencyjnych, czyli najsilniejszych  miêdzy  resztami
aminokwasów.  Powstaj¹ one w wyniku odwodornienia grup �SH pomiêdzy cysteinami
zawartymi w domenach immunoglobulinopodobnych. Takich mostków dwusiarczkowych
w cz¹steczce NCAM jest piêæ, po jednym w ka¿dej domenie Ig. Kszta³t pierwszo-, drugo-
i trzeciorzêdowej struktury badanego bia³ka mo¿na okre�liæ przy pomocy programów
zawartych np. w serwisie ExPASy. S¹ to miêdzy innymi ProtParam, program okre�lajacy
parametry fizyko-chemiczne sekwencji bia³kowej (budowê aminokwasow¹ i atomow¹, punkt
izoelektryczny pI, itd.) [16], The Predict Protein Server [34], b¹d� interaktywny serwer
analizy struktury bia³ka iMolTalk. Dostêpne s¹ równie¿ narzêdzia umo¿liwiaj¹ce
modelowanie molekularne i wizualizacjê struktury trójwymiarowej bia³ka, najpopularniejszymi
s¹ Swiss-PdbViewer [17] oraz Cn3D 4.1 [10].

INNE RODZAJE MODYFIKACJI

Serwis The Predict Protein Server obok mo¿liwych miejsc homologicznych dla
wybranych kinaz wskaza³ równie¿ obecno�æ innych homologii. W obrêbie drugiej domeny
fibronektynowej zlokalizowano motyw A, czyli miejsce wi¹zania ATP/GTP, tzw. pêtlê
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P. Obecno�æ tej sekwencji wskazuje na potencjaln¹ mo¿liwo�æ wi¹zania i hydrolizy
przez NCAM zewn¹trzkomórkowego ATP, któr¹ skojarzono z plastyczno�ci¹
synaptyczn¹ zale¿n¹ od adhezji stymulowanej przez NCAM [27]. Dyskusyjne pozostaje
znaczenie tego motywu w trakcie ró¿nych oddzia³ywañ cis cz¹steczki NCAM. W obrêbie
tej struktury wykazano równie¿ obecno�æ domen homologicznych z rodzin¹ fosfofruk-
tokinaz (PFK) zale¿nych od ATP, czyli enzymów katalizuj¹cych transfer grup fosfory-
lowych z ATP. Jednym z enzymów wykorzystuj¹cych tê reakcjê jest fosfofruktokinaza,
która katalizuje fosforylacjê fruktozo-6-fosforanu do fruktozo-1,6-bifosforanu, kluczowej
reakcji regulacyjnej w szlaku glikolitycznym. Serwer Predict Protein wskazuje równie¿,
na teoretyczn¹ mo¿liwo�æ wystêpowania modyfikacji zachodz¹cej z przy³¹czeniem do
cz¹steczki NCAM innego lipidu, jakim jest mirystynian. Mirystylacja pozwala na
zakotwiczenie bia³ka jego koñcem N w b³onie komórkowej od strony cytozolu.
Dodatkowo wskazano na mo¿liwo�æ wystêpowania na koñcu karboksylowym bia³ka
miejsca wi¹¿¹cego mikrocia³ka (peroksysomy), czyli niewielkie organelle komórkowe
zawieraj¹ce enzymy z grupy oksydoreduktaz. Ten typ modyfikacji mo¿e �wiadczyæ o
ewentualnym uczestnictwie cz¹steczki NCAM w rearan¿acji cytoszkieletu w trakcie
przemian metabolicznych zachodz¹cych w komórce.

KORZY�CI Z ZASTOSOWANIA NARZÊDZI
BIOINFORMATYCZNYCH

Zastosowanie dostêpnych w internecie narzêdzi bioinformatycznych umo¿liwiaj¹cych
szczegó³owe przewidywanie w³a�ciwo�ci fizycznych, chemicznych i biochemicznych
makrocz¹steczek w znacznym stopniu przybli¿a badaczy do lepszego poznania struktury
i biologii organizmów ¿ywych. Mo¿liwo�æ wykorzystania konkretnych i sprawdzonych
informacji dostêpnych w bazach danych pozwala na bardziej szczegó³owe zaplanowanie
eksperymentów naukowych. Takie nowoczesne podej�cie umo¿liwia znacznie precyzyjniej
okre�liæ nieznane dot¹d funkcje poszczególnych moleku³. Nie bez znaczenia pozostaje
równie¿ fakt, ¿e dziêki tym narzêdziom bêdzie mo¿na znacznie dok³adniej i szybciej
okre�liæ dzia³anie biologiczne i ewentualne skutki niepo¿¹dane naturalnych i syntetycznych
biopreparatów, coraz czê�ciej stosowanych w terapii, zarówno u ludzi jak i zwierz¹t.
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