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Streszczenie: Dynamiczny rozwoj nauk przyrodniczych oraz medycyny w duzej mierze zalezy od rosna-
cej ilosci zasobdw baz danych oraz ich dostepnosci dla badaczy. Wszystkie osrodki zajmujace sig kolek-
cjonowaniem sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych wymieniaja pomigdzy soba informacje i
aktualizuja je wzajemnie. Petna korzys¢ ptynaca z tych zasobow daje dopiero ich odpowiedna analiza.
Mozliwo$¢ taka oferuja liczne serwisy bioinformatyczne. Ich tworzeniem zajmuje si¢ szeroka spotecz-
nos$¢ naukowa, udostgpniajac niekomercyjnie na stronach internetowych programy pozwalajace anali-
zowac zgromadzone dane w roznych aspektach. Dla przyktadu, o wlasciwosciach biologicznych nerwo-
wej czasteczki adhezyjnej (NCAM) decyduja liczne modyfikacje potranskrypcyjne i potranslacyjne.
Podejscie bioinformatyczne pozwala oceni¢ ich znaczenie. Dzigki uzyciu programéw bioinformatycz-
nych wykazano migdzy innymi, ze NCAM ma teoretyczna mozliwo$¢ obecnosci od 40 do 46 eksondow,
podczas gdy sekwencja genetyczna wskazywata jedynie na obecno$¢ 20 eksonow. Stosujac program
Spidey uzyskano nowe dane o eksonie VASE wykazujacym zwiazki z obnizona plastycznoscia mozgu.
Przy pomocy innych programéow okreslono szczegdty powstawania biatka NCAM w komorce, jej formy
transbtonowej i rozpuszczalnej, a takze jej struktury trzeciorzgdowej i mozliwych modyfikacji. Wykaza-
no zdolno$¢ NCAM do wewnatrzkomorkowe;j transdukcji sygnatu i rolg fosforylacji biatka w tym pro-
cesie. Zastosowanie dostgpnych w internecie narzedzi bioinformatycznych w znacznym stopniu moze
przyblizy¢ do lepszego poznania struktury i biologii czasteczki NCAM. Dzigki czemu staje si¢ mozliwe
bardziej szczegotowe okreslenie jej funkcji w organizmie, zarowno w zdrowiu jak i w chorobie.

Stowa kluczowe: bioinformatyka, bazy danych i narzedzia, nerwowa czasteczka 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.

WSTEP

Dynamiczny rozwoj nauk przyrodniczych oraz medycyny w duzej mierze zalezy od
rosnacej iloéci zasobdw baz danych oraz ich dostepnosci dla badaczy. Gtownymi bazami
zawierajacymi sekwencje aminokwasowe i nukleotydowe sa amerykanska GeneBank
(National Center for Biotechnology Information), europejska EMBL (European
Molecular Biology Laboratory) oraz japonska DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Do
czotdwki naleza rowniez trzy bazy kolekcjonujace jedynie sekwencje biatkowe: SWISS-
PROT, PIR (Protein Information Resource) oraz PDB (Protein Data Bank). Wszystkie
te osrodki wymieniaja pomigdzy soba informacje jednoczesnie aktualizujac je wzajemnie.
Pelna korzys¢ ptynaca z tych zasobdw daje dopiero ich odpowiedna analiza. Mozliwos¢
taka oferuja liczne serwisy bioinformatyczne. Ich tworzeniem zajmuje si¢ szeroka
spoleczno$¢ naukowa, udostepniajac niekomercyjnie na stronach internetowych
programy pozwalajace analizowa¢ sekwencje nukleotydowe i biatkowe w r6znych
aspektach (tab.1).

Nerwowa czasteczka adhezyjna, NCAMI1 (Neural Cell Adhesion Molecule 1)
[HUGO], zwana takze CD56, po raz pierwszy zostata opisana w 1977 roku. Nalezy do
duzej i dobrze poznanej nadrodziny czasteczek immunoglobulinopodobnych. Cata
rodzing nerwowych czasteczek adhezyjnych pogrupowano na mniejsze podrodziny. W
zalezno$ci od liczby zewnatrzkomoérkowych domen immunoglobulinopodobnych typu
C2 (Ig) oraz powtorzen fibronektynowych typu III (FN) nadano im odpowiednie numery.
NCAM reprezentuje rodzing 5/2, ktora wykazuje obecnosé pigciu domen Ig oraz dwoch
domen FN. Cztonkowie catej nadrodziny receptorow Ig-podobnych, do ktérej oprocz
NCAM i innych czasteczek adhezyjnych naleza migdzy innymi Ig, TCR, CD4, CDS8 i
inne, sa statymi lub dlugotrwatymi sktadnikami bton komoérkowych. Ich obecnos¢
wykazano w wielu tkankach w trakcie rozwoju oraz zycia dorostego [42]. Czasteczka
NCAM wystgpuje w przyrodzie w trzech podstawowych izoformach: 180 kDa, 140
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kDa oraz 120 kDa [44]. Bazy danych NCBI oraz SWISS-Prot zawieraja jednak tylko dwie
sekwencje referencyjne, ktorych obecnos$¢ wykazano w organizmie cztowieka. Sa to czasteczki o
masie 140kDa (wariant o dlugosci 848 AA NCBI [>gi|10834990[refiINP_000606.1|]; Swiss-Prot
[P13591] oraz wariant o dlugosci 858 AA NCBI [>gi|41281937refNP_851996.1|] 1 120 kDa
(obydwa warianty o dlugosci 761 AA Swiss-Prot [P13592-1] oraz[P13592-2]). Obecnos¢ izoformy
o masie 180 kDa wykazano w komodrkach mysich Mus musculus [UniProt: P13595], zaby
szponiastej Xenopus laevis [UniProt: P16170], traszkiz gatunku Cynops pyrrhogaster | UniProt:
057576], a takze u kury domowej Gallus gallus domestica [UniProt: P13590].

STRUKTURA GENU I MODYFIKACJE
POTRANSKRYPCYJNE

Gen o dlugosci 70 tysigcy par zasad, kodujacy NCAM zostat zmapowany na dlugim
ramieniu chromosomu 11 [LocusLink i Ensembl: 11q23.1; GeneLoc: GC11P112369].
Peten zestaw wlasciwosci biologicznych oraz funkcji pelnionych przez czasteczke
NCAM nie zostal ostatecznie poznany. Wiadomo jednak, ze budowa i funkcjonowanie
tej struktury moga by¢ modyfikowane w drodze regulacji ekspresji genu, lokalizacji
biatka oraz interakcji z innymi biatkami [35]. Wszystkie rézniace si¢ migdzy soba
warianty bialka nerwowej czasteczki adhezyjnej powstaja w drodze alternatywnego
sktadania (splicing). Ogblnie wyrdézniamy cztery gtdwne typy splicingu roznicowego:
zuzyciem réznych promotorow, z zatrzymaniem intronéw w dojrzatych czasteczkach,
z pozostawianiem lub usuwaniem poszczego6lnych eksondéw oraz z uzyciem réznych
miejsc poli(A). Mechanizm dojrzewania mRNA kodujacego poszczegdlne warianty
NCAM podobny jest do obserwowanego w trakcie dojrzewania transkryptow
immunoglobulin. Uzycie dalszego, silniejszego miejsca poli(A) powoduje, ze dojrzaty
mRNA zawiera eksony kodujace regiony odpowiedzialne za kotwiczenie biatka w btonie,
tzw. stop-transfer. Wykorzystanie natomiast miejsca blizszego, tj. stabszego, skutkuje
powstawaniem formy rozpuszczalnej immunoglobulin [23].

Przyjmuje sig, ze catkowita sekwencja genetyczna roznych izoform ludzkiej czasteczki
NCAM moze wykazywa¢ obecno$¢ maksymalnie 20 eksonéw. Okreslono, ze eksony
1-14 koduja domeny zewnatrzkomoérkowe, ekson 15 odpowiedzialny jest za fragment
transbtonowy, natomiast pozostate eksony odpowiadaja za wewnatrzplazmatyczna
sekwencje¢ czasteczki. Zaobserwowano, ze w trakcie rozwoju serca szczura, w wyniku
réznych przetasowan eksonéw moze powsta¢ przynajmniej 27 roznych wariantow
mRNA. Wykorzystanie programu ASPic ujawnilo teoretyczng mozliwos$¢ obecnosci
0d 40 do 46 eksonow, ktore w zaleznosci od zadanych stopni swobody w wyniku ré6znych
rearanzacji moga tworzy¢ od 25 do 55 r6znych transkryptow. Zadaniem tego narzgdzia
bioinformatycznego jest przewidywanie struktury alternatywnie sktadanych transkryp-
tow na podstawie porownania odpowiedniej sekwencji genomowej z poznanymi
znacznikami sekwencji ulegajacych ekspresji (EST). Czg$¢ z przewidzianych w ten
sposdb eksondw oraz tworzonych przez nie transkryptow moze mie¢ znaczenie wytacznie
teoretyczne. Sekwencje mRNA czterech podstawowych wariantow NCAM dostepne sa w
bazach danych [Ensembl: ENST00000316851, ENST00000350484, ENST00000359771,
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ENST00000356076]. Aby okresli¢ lokalizacj¢ poszczegoInych eksonow znajdujacych sig
w obrebie réznych transkryptdw, mozna postuzy¢ si¢ obecnym na stronie NCBI programem
Spidey, ktory umozliwia zestawienie wybranych sekwencji mRNA z odpowiednia sekwencja
referencyjna DNA [dla NCAM; GeneBank: NT 033899].

Obecnos¢ i rodzaj alternatywnie sktadanych eksonow decyduje o dtugosci poszcze-
gblnych transkryptow NCAM. Pierwsza zidentyfikowana struktura tego typu byt
zlokalizowany pomigdzy eksonami 7 i 8 tzw. ekson VASE (Variable Aternative Spliced
Exon) o dtugosci 30 par zasad [40]. Wykorzystanie programu Spidey moze by¢ pomocne
w wykazaniu, ze fragment ten stanowi odrgbny ekson, eliminowany w trakcie
dojrzewania mRNA. Dotychczas nieznane sa uwarunkowania wystgpowania tej
sekwencji, jednak liczne dowody sugeruja, ze wystepuje zwiazek pomiedzy VASE a
obnizona plastycznos$cia mézgu. Przemawia za tym fakt, iz ilos¢ czasteczek NCAM
wykazujacych obecnosc¢ tego eksonu wzrasta wraz z wiekiem. W 1992 roku Doherty
wraz ze wspOlpracownikami wykazat, Ze obecnosci VASE moze towarzyszy¢ obnizenie
wzrostu neurytow. Kolejna wykryta sekwencja alternatywnie sktadana jest tzw.
MSD-1 (Muscle-Specific Domain I). Jest to fragment o dtugosci 108 pz. zlokalizowany
w miejscu splicingu pomiedzy eksonami 12 i 13, ktory sktada si¢ z trzech krotkich
eksonow o dtugosci 15, 48 142 par zasad oraz dodatkowego tripletu AAG w pozycji 3’
sasiadujacego z eksonem 13. Te trzy krotkie eksony moga by¢ wlaczane w dowolny
sposob (np. ex12-ex13, ex12-al5-ex13 albo ex12-al5-a48-a42-ex13) powodujac roznice
w budowie transkryptow NCAM. Jak dotad strukture t¢ wykazano wylacznie w
mig$niach zarowno szkieletowych, jak i w mig$niu sercowym [1, 31]. Alternatywnie
sktadanym eksonem jest rowniez sekwencja SEC (Secreted Exon). Obecnos¢ tego
76 nukleotydowego fragmentu powoduje przedwczesna terminacjg translacji oraz utrate
przez syntetyzowane biatko domeny cytoplazmatycznej lub transbtonowej [41]. Szacuje
sig, ze jesli wszystkie zidentyfikowane kombinacje eksonéw obecnych w genie
kodujacym NCAM uleglyby translacji, mogloby powsta¢ ponad 192 kombinacji, ktore
skutkowa-tyby powstaniem takiej samej ilosci bialek. Jednak funkcje wielu z nich nadal
Sg nieznane.

Program ClustalW pozwala wskaza¢ podobienstwa i r6znice pomigdzy poszcze-
gblnymi wariantami NCAM zaréwno w obrgbie sekwencji nukleotydowych, jak i
aminokwasowych. Analiza homologii migdzyczasteczkowej przeprowadzona przy
pomocy tego narzedzia moze wskazaé, w jaki sposéb alternatywnie sktadane eksony
moga modulowac sekwencje aminokwasowe badanych wariantow.

BUDOWA BIALKA I MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE

Wszystkie modyfikacje potranskrypcyjne prowadza w konsekwencji do powstania
trzech form biatka, ktore rdznig si¢ pomigdzy soba struktura, lokalizacja i funkcja.
Nerwowa czasteczka adhezyjna moze wystgpowac w formie transbtonowej oraz moze
by¢ zakotwiczona w btonie komoérkowej przy pomocy kotwicy glikozylofos-
fatydyloinozytolowej (GPI) [43]. Wykazano roéwniez obecno$¢ formy rozpuszczalne;.
Zastosowanie programu SecretomeP 1.0 [5], pozwala wstepnie okresli¢ lokalizacje
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komdrkowa badanego biatka, tzn. czy analizowana proteina pozostaje w obrebie komor-
ki, czy jest wydzielana na zewnatrz. Przewidywanie lokalizacji biatka NCAM przepro-
wadzone przy pomocy tego programu wykazato, ze sposrod czterech badanych wariantow
potencjalnie dwa moga by¢ wydzielane na zewnatrz komorki. Obok modyfikacji
potranskrypcyjnych druga, jeszcze liczniejsza grupa zjawisk zachodzacych w przebiegu
dojrzewania czasteczki NCAM stanowia modyfikacje potranslacyjne. Ogolnie wyréznia
si¢ trzy podstawowe kategorie modyfikacji biatek, tj. modyfikacje zachodzace z
rozerwaniem wigzan chemicznych, gtéwnie peptydowych, modyfikacje grupy a-aminowe;j
i a-karboksylowej oraz modyfikacje tancuchow bocznych. W trakcie dojrzewania
czasteczki NCAM wykazano wiele roznych modyfikacji. Sa to glownie hydroliza peptydu
sygnatowego, tworzenie kotwicy GPI oraz synteza mostkow dwusiarczkowych. Posrod
modyfikacji tancuchow bocznych najwazniejszymi, decydujacymi o réznorodnosci
biologicznego dziatania tego biatka sa rozne formy glikozylacji, zwtaszcza polisjalylacja,
a takze inne modyfikacje, takie jak fosforylacja i sulfatacja.

PEPTYD SYGNALOWY, SEKWENCJE TRANSBLONOWE,
KOTWICA GPI

Pierwsza modyfikacja nowopowstatego propeptydu jest hydroliza tzw. peptydu
sygnalowego. Zadaniem tej sekwencji jest przeprowadzenie nowopowstatej czasteczki
biatka przez tzw. translokon do §wiatta szorstkiej siateczki srodplazmatycznej (rough
endoplasmic reticulum — RER), gdzie zostaje poddana kolejnym etapom nabierania
kompetencji. W obrebie prekursoréw wszystkich izoform NCAM na koncach N obecne
sa wysoce hydrofobowe, 19 nukleotydowe sekwencje sygnalowe [45]. W celu
identyfikacji peptydu sygnatlowego mozna zastosowac program SignalP 3.0 [6].

Po odcigciu peptydu sygnatowego biatko przechodzi dalej do $wiatta RER. Jednak
niektore warianty NCAM w swojej strukturze wykazuja obecnos¢ szczegdlnej
hydrofobowej domeny, ktéra hamuje ten ruch. Jest to wspomniana wyzej sekwencja
stop-transfer, ktoéra unieruchamia przechodzace biatko w btonie retikulum. Wyste-
powanie zarowno peptydu sygnatowego, jak i sekwencji stop-transfer charakte-ryzuje
czasteczke NCAM jako integralne biatko blonowe typu I. Okreslenie topografii sekwencji
transbtonowej umozliwiaja liczne narzedzia bioinformatyczne, sa to migdzy innymi
programy, takie jak: TMHMM, SOSUI, HMMTOP [39], TM Pred [21] czy TMap
[33]. Wskazanie fragmentow hydrofobowych tancucha biatkowego umozliwia rowniez
program Kyte-Doolittle hydropathy plot [29]. Wykorzystanie tego narzedzia pozwolito
okresli¢, ze zarowno forma transblonowa NCAM, jak i zwiazana kotwica
glikozylofosfatydyloinozytolowa wykazuja obecnos$¢ wysoce hydrofobowej sekwencji,
jaka jest sekwencja stop-transfer (ryc.1).

Modyfikacja potranslacyjna zwigzana z powstawaniem wigzania lipidowego GPI
obejmuje zarowno modyfikacje zachodzace z rozerwaniem wiazania peptydowego, jak
i glikozylacje. GPI jest to struktura przytaczajaca biatko NCAM do zewngtrznej
powierzchni blony komorkowej. W ciagu niecatej minuty po wnikngciu biatka do retikulum
endoproteazy odcinaja cze$¢ poza blonowa, natomiast transaminazy przylaczaja do
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RYCINA 1. Zastosowanie programu TMHMM w celu identyfikacji domeny transbtonowej izoformy
NCAM 140 kDa [NP_000606]. Domena zlokalizowana jest pomigdzy 714 a 736 aminokwasem tancucha
peptydowego (sekwencja: IVGILIVIFVLLLVVVDITCYFL)

wolnego konca karboksylowego kotwicg GPI. Tak zmodyfikowane biatko wydostaje si¢
w trakcie transportu pecherzykowego na powierzchnie komorki. Sygnat okreslajacy
wystapienie tej modyfikacji zawarty jest wewnatrz sekwencji znajdujacej si¢ na styku
czesci btonowej 1 pozablonowej biatka w miejscu omega, tzw. o-side [ 14]. Teoretyczne
przewidywanie wystapienia wigzania GPI umozliwia migdzy innymi program Big-P
Predictor [13]. Analiza wykonana za pomoca tego programu wykazala, ze dwa z czterech
badanych wariantow NCAM posiadaja w swojej strukturze miejsce omega. Sa to te same
warianty, ktore wedtug programu SecretomeP 1.0 teoretycznie moga by¢ wydzielane na
zewnatrz komorki. W trakcie frakcjonowania tkanki mézgowej szczura wykazano, ze
okolo 75% czasteczek wariantu NCAM o masie czasteczkowej 120 kDa zwiazanych
byto z blona komorkowa, natomiast pozostate okoto 25% znajdowalo si¢ w supernatancie.
Dalsze badania wykazaty, ze biatko zwiazane z btona komorkowa poprzez kotwicg GPI
w miare uptywu czasu byto systematycznie uwalniane z powierzchni komorki. Okazato
si¢, ze za to zjawisko odpowiedzialne byty endogenne fosfolipazy PI-PLC, tzn.
fosfatydyloinozytoloswoiste fosfolipazy C. Obecno$¢ w surowicy rozpuszczalnej formy
NCAM préobowano wykorzysta¢ jako marker diagnostyczny, miedzy innymi dla
roéznicowania roznych typow paraproteinemii szpiczaka mnogiego [36].

Glikozylacja

Glownym typem modyfikacji tancuchéw bocznych NCAM jest glikozylacja. Jest to
proces przylaczania do czasteczki biatka reszt cukrowych sterowany za pomoca
glikozylotransferaz. Wyrdzniamy dwa typy glikozylacji: N-1 O-glikozylacjg. R6znica
pomigdzy nimi polega na tym, ze synteza oligosacharydow przyltaczonych wigzaniem
O-glikozylowym zachodzi na drodze kolejnego dodawania jednostek monosacha-
rydowych do powstajacego biatka. Natomiast oligosacharyd przytaczany wiazaniem
N-glikozylowym powstaje na odpowiednim nosniku lipidowym, jakim jest np. fosforan
dolicholu i dopiero w tej postaci zostaje przytaczany do biatka [18]. W czasteczce
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NCAM wystepuje sze$¢ reszt aminokwasowych, ktore ulegaja N-glikozylacji.
Potwierdzono to eksperymentalnie wykorzystujac techniki spektrometrii masowej oraz
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej HPLC [30]. Miejsca te sa wysoce konser-
watywne pomigdzy ré6znymi gatunkami. W pozycjach N-5 oraz N-6 dochodzi do
wigzania PSA, czyli kwasu 0-2,8 polisjalowego. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze domena N-1 modyfikowana jest tylko czg§ciowo, natomiast domeny N-5 i N-6 oprocz
PSA moga by¢ modyfikowane takze przez wazny funkcjonalnie epitop HNK-1. Epitop
ten odkryto rowniez na resztach N-2 i N-4 na bydlgcych oraz N-2 i N-3 na mysich
czasteczkach NCAM [1]. Wykorzystujac program NetNGlyc 1.0 Server mozna okresli¢
obecnos¢ wszystkich glikolizowanych w ten sposob reszt asparaginy obecnej w motywie
Asn-Xaa-Ser/Thr [8] (ryc. 2). Gléwnym substratem glikozylacji czasteczki NCAM
oraz waznym regulatorem powierzchniowych interakcji komorkowych jest polimer kwasu
a-2,8-polisjalowego (PSA). Kwasy sjalowe naleza do grupy pochodnych N- 1 O-acylo-
wych kwasu neuraminowego (NeuAc). Syntetyzowane sa w aparacie Golgiego z
N-acetyl-D-mannozoaminy (ManNAc), a nastgpnie aktywowane w jadrze komorkowym
do CMP-SA. Tlo$¢ kwasow sjalowych w komorce moze by¢ regulowana w drodze
specyficznych przemian metabolicznych. Wykazano, ze PSA nadaje czasteczce NCAM
fadunek ujemny, ktorego warto$¢ wzrasta wraz z iloscia przylaczonych jednostek.
Obecnos¢ kwasu polisjalowego (poliSia) moduluje interakcje komorkowe zard6wno w
trakcie rozwoju, jak i onkogenezy [11]. Polisjalylacja wptywa na homofilne potaczenia
komorka-komorka oraz zmienia wlasciwosci transdukcji sygnatu czasteczki NCAM
[15]. Wykazano, ze PSA-NCAM odgrywa gtdéwna rolg w trakcie rozwoju mézgu, regene-
racji uktadu nerwowego, a takze w procesach plastycznosci mézgu obejmujacych uczenie
sig oraz procesy pamigci. Polisjalylowany NCAM obecny jest rowniez na powierzchni
komorek r6znych endokrynnych nowotworéw wykazujacych duzy stopien ztosliwosci,
aich ilos¢ koreluje ze zta prognoza w przebiegu choroby. Biosyntezg poliSia katalizuja

NetNGlye 1.0

migjsce M-giior vy

potenciat N-gliknaylac)i

POEVCia amin pkwrasoe

RYCINA 2. Predykcja miejsc ulegajacych N-glikozylacji w obrgbie transbtonowej izoformy NCAM
140 kDa [NP_000606] przy pomocy programu NetNGlyc 1.0. Modyfikacji tej ulegaja zaznaczone reszty
asparaginowe obecne w motywach Asn-Xaa-Ser/Thr (pozycje aminokwasowe: 222, 315, 347, 423, 449,
478)
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dwa blisko zwigzane ze soba enzymy, polisjalyltransferazy ST8Siall (PST) 1 ST8SialV
(STX) [22]. Obydwa enzymy naleza do rodziny transferaz, ktéra obejmuje siedem
réznych enzymow wykazujacych podobna aktywno$¢. Wykazano rowniez, ze obydwie
polisjalyltransferazy moga funkcjonowa¢ réwnoczesnie [2]. PST oraz STX oprocz
zdolno$ci polisjalylacji czasteczki NCAM wykazuja rowniez zdolnos¢ do autopolisjaly-
lacji [3, 4]. Proces autopolisjalylacji nie wplywa na aktywnos¢ enzymatyczna obydwu
enzymow. Jednak autopolisjalowany STX zmienia czasteczke NCAM w wigkszym
stopniu niz STX nie podlegajacy autopolisjalylacji [11].

Nerwowa czasteczka adhezyjna moze takze ulega¢ glikozylacji przebiegajacej z
powstaniem wigzania O-glikozylowego. Ten typ modyfikacji opisano w wariancie
NCAM, ktory w swojej strukturze wykazuje obecnos¢ eksonu MSD-1. Za pomoca
wiazania O-glikozylowego do czasteczki NCAM moga by¢ przytaczane glikany typu
mucynowego oraz PSA. Wykazano, ze O-glikany zwiazane z MSD-1 ulatwiaja taczenie
mioblastow, podczas gdy polisjalylacja N-glikanow przytaczonych do NCAM ogranicza
ten proces. Obecnos¢ PSA wraz z glikanami typu mucynowego potaczonymi z czasteczka
NCAM wiazaniem O-glikozylowym wykazano w rakach piersi oraz w komorkach
biataczkowych. O-glikany typu mucynowego z reguly sa zgrupowane tworzac naturalna
ochrong biatka przed dziataniem proteaz. Wykazano, ze NCAM bez MSD jest relatywnie
gigtka, natomiast NCAM z O-glikozylowanym MSD jest bardziej sztywna i wykazuje
zmiany konformacji, przez co utatwia tworzenie potaczen pomig¢dzy komorkami [38].
W celu okreslenia miejsc O-glikozylacji mozna zastosowa¢ program NetOGlyc 3.1
Server [26]. Zastosowanie tego programu pozwolito potwierdzi¢ wczesniejsze dane
zgodnie, z ktorymi liczne miejsca O-glikozylacji sa skupione w obszarach wystgpowania
produktu biatkowego alternatywnego eksonu MSD-1 (ryc. 3).

Fosforylacja i transdukcja sygnatu

Szczegodlnie wazna modyfikacja potranslacyjna, ktora w istotny sposob determinuje
funkcje biologiczne bialek, jest fosforylacja. Polega ona na dostarczeniu do seryny,
tyrozyny i treoniny N- i O-fosfopochodnych. Miejsce przylaczenia do tancucha
peptydowego fosforanu moze stanowic receptor dla wielu kinaz biatkowych, ktore moga
bra¢ udziat w wielu wewnatrzkomorkowych procesach sygnalizacyjnych. Wiadomo,
ze czasteczki NCAM moga ulegac fosforylacji. Wykorzystanie programu NetPhos 2.0
pozwala stwierdzi¢, ktore reszty w tancuchach aminokwasowych poszczegélnych
wariantow NCAM moga teoretycznie ulegac fosforylacji [7]. W ten sposéb mozna
wskaza¢ zarowno reszty tyrozynowe, jak i serynowo/treoninowe. Aby doktadniej ustali¢,
ktore kinazy moga wiazac si¢ z badang czasteczka biatka, mozna przeprowadzi¢ analizg
poréwnawcza, ktorej celem jest poszukiwanie homologii pomigdzy badang sekwencja
aminokwasowa a zawartymi w bazach danych motywami charakterystycznymi
wystepujacymi w obrebie innych znanych biatek. Taka analize wykonuje serwis
internetowy The Predict Protein Server [34]. Przy pomocy tego serwisu ustalono
obecnos¢ motywow homologicznych dla biatkowej kinazy C (PKC), kinazy kazeinowej
typu II (CK2) oraz kinazy tyrozynowej (TYR). Ostatnio przeprowadzone badania
potwierdzily hipotezg, ktora zaktada, ze NCAM bierze aktywny udziat w transdukcji
sygnatu. Czasteczka ta moze inicjowac przynajmniej dwa rozne szlaki przekaznictwa.
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RYCINA 3. Predykcja miejsc ulegajacych O-glikozylacji w obrgbie zakotwiczonej wigzaniem GPI w
btonie komoérkowej izoformy NCAM 120 kDa [P13592-2]. Modyfikacji tej ulegaja reszty seryny i
treoniny, ich duze zageszczenie wyrazne jest w obrebie sekwencji kodowanej przez ekson MSD-1 (pozycje
pomigdzy 595 a 630 aminokwasem)

Bezposrednio poprzez zwiazana z tratwami lipidowymi w blonie komorkowej kinazg
tyrozynowa Fyn oraz posrednio przy wspotudziale receptora dla fibroblastycznego
czynnika wzrostu (FGFR) [19]. Ten schemat aktywacji ilustruje zdarzenia, ktore
zachodza w komorce od momentu aktywacji NCAM do transkrypcji lub zmian w
dynamice cytoszkieletu [37]. Pobudzenie FGFR moze przebiega¢ z jednoczesna
aktywacja fosfolipazy Cy (PLCy) bioracej udzial w wytwarzaniu diacyloglicerolu
(DAGQG), ktory w wyniku dziatania lipazy DAG przeksztatca si¢ w kwas arachidonowy
(AA) aktywujacy neuronowy kanal wapniowy [28]. Wykazano réwniez mozliwo$¢
aktywacji szlaku kinazy Ras-M AP, ktéra moze zachodzi¢ z dwoch réznych kierunkow.
Z jednej strony w wyniku aktywacji kinazy FAK, ktora nastepnie przytaczana jest do
biatka adaptorowego p59fyn [9], badZ z drugiej strony w wyniku aktywacji czasteczek
adaptorowych ShcA, Frs2 oraz Grb2 [20]. Obydwa szlaki prowadza do uruchomienia
kinaz serynowych ERK, ktore z kolei aktywuja transkrypcje genow odpowiedzialnych
za procesy mitogenne oraz réznicowanie komorek. Ustalono migdzy innymi, ze
fosforylacja czasteczki NCAM w konsekwencji moze prowadzi¢ do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych, takich jak GRE (Glucocorticoid Responce Element) oraz NF-KB
[12]. Wykazano réwniez, ze neurytogeneza zachodzaca przy udziale NCAM moze
zachodzi¢ w wyniku aktywacji czynnikow transkrypcyjnych CREB (cAMP-Response-
Element Binding Protein) oraz c-Fos indukowanych przez cAMP/PKA [24].
Transblonowa izoforma czasteczki NCAM moze stanowi¢ rowniez alternatywny
receptor dla rodziny ligandéw GDNF (GFL), do ktdrej naleza czynniki neurotrofowe,
takie jak: neurotrofiny, neurokiny oraz GDNF (Glial-cell-line-Derived Neurotrophic
Factor) [32]. Wykazano, ze w normalnych warunkach czasteczki GFL oddziatuja ze
swoistymi dla siebie receptorami GFRa 1. W przypadku ich nieobecnosci, ligandy GDNF
moga taczy¢ si¢ z NCAM, tworzac wiazania o niskim powinowactwie. Jednak, gdy
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nerwowym czasteczkom adhezyjnym towarzyszy zwiazany z nimi receptor GFRa 1,
wowczas GDNF wiaze si¢ z NCAM wigzaniem o silnym powinowactwie, a nastgpnie
aktywuje znajdujaca si¢ w cytoplazmie Src-podobna kinaz¢ Fyn oraz centralna kinaze
adhezyjna FAK [37]. Taka mozliwo$¢ interakcji pomiedzy sasiadujacymi z NCAM
biatkami obecnymi w tej samej btonie komorkowe;j okresla ich zdolnos¢ do oddziatywan
cis. Sa to homo- i heterofilne interakcje wystgpujace pomigdzy czasteczkami zlokali-
zowanymi w btonie komorkowej tej samej komorki. Rownoczesnie czasteczki NCAM
wykazuja zdolnos$¢ do oddziatywan homo- i heterofilnych pomigdzy r6znymi komoérkami,
czyli do tzw. oddziatywania trans [12]. Dzigki tym interakcjom mozliwa jest adhezja,
ktora zachodzi pomigedzy komorkami poprzez wigzania homofilne formowane pomigdzy
zewnatrzkomorkowymi domenami Ig-podobnymi. Wykorzystujac badania krystalo-
graficzne, NMR oraz mikroskopig elektronowa wykazano, Ze najsilniejsze wigzania
homofilne wystgpuja pomigdzy pierwsza domena Ig jednej czasteczki NCAM i 5 domena
Ig drugiej czasteczki. Wykazano rowniez biologiczne znaczenie wigzania pomigdzy
pierwsza Ig jednej i trzecia Ig drugiej. Nie okre$lono jednak, jak dotad, znaczenia
wigzania wystepujacego pomigdzy pierwsza Ig jednej i druga Ig drugiej. Najprawdo-
podobniej wiazanie tego typu tworzy poczatkowy uchwyt na relatywnie duzej odlegltosci
pomigdzy btonami komérkowymi. Te wszystkie rodzaje wiazan pozwalaja komorkom
regulowa¢ wzajemne utozenie w przestrzeni [25].

STRUKTURA I-, II- 1 III-RZEDOWA BIALKA

Ze wzgledu na strukture trzeciorzedowa, biatka NCAM zalicza si¢ do biatek klasy I1.
Do tej klasy naleza biatka, w ktorych dominuja struktury tzw. B-harmonijkowe, najczescie;
w postaci fancuchow przeciwbieznych. Trwatos¢ tej strukturze nadaja mostki dwusiarczkowe.
Wiazania te naleza do grupy wiazan kowalencyjnych, czyli najsilniejszych miedzy resztami
aminokwasow. Powstaja one w wyniku odwodornienia grup —SH pomigdzy cysteinami
zawartymi w domenach immunoglobulinopodobnych. Takich mostkéw dwusiarczkowych
w czasteczce NCAM jest pieé, po jednym w kazdej domenie Ig. Ksztalt pierwszo-, drugo-
1 trzeciorzedowej struktury badanego biatka mozna okresli¢ przy pomocy programow
zawartych np. w serwisie EXPASy. Sa to miedzy innymi ProtParam, program okreslajacy
parametry fizyko-chemiczne sekwencji bialkowej (budowe aminokwasowa i atomowa, punkt
izoelektryczny pl, itd.) [16], The Predict Protein Server [34], badz interaktywny serwer
analizy struktury bialka iMolTalk. Dostgpne sa rowniez narzedzia umozliwiajace
modelowanie molekularme i wizualizacjg struktury trojwymiarowej biatka, najpopulamiejszymi
sa Swiss-PdbViewer [17] oraz Cn3D 4.1 [10].

INNE RODZAJE MODYFIKACJI

Serwis The Predict Protein Server obok mozliwych miejsc homologicznych dla
wybranych kinaz wskazat rowniez obecno$¢ innych homologii. W obregbie drugiej domeny
fibronektynowej zlokalizowano motyw A, czyli miejsce wiazania ATP/GTP, tzw. petle
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P. Obecnos¢ tej sekwencji wskazuje na potencjalna mozliwos¢ wiazania i hydrolizy
przez NCAM zewnatrzkomorkowego ATP, ktora skojarzono z plastycznoscia
synaptyczna zalezng od adhezji stymulowanej przez NCAM [27]. Dyskusyjne pozostaje
znaczenie tego motywu w trakcie roznych oddzialtywan cis czasteczki NCAM. W obrebie
tej struktury wykazano réwniez obecnos¢ domen homologicznych z rodzing fosfofruk-
tokinaz (PFK) zaleznych od ATP, czyli enzymow katalizujacych transfer grup fosfory-
lowych z ATP. Jednym z enzymow wykorzystujacych tg reakcjg jest fosfofruktokinaza,
ktora katalizuje fosforylacje fruktozo-6-fosforanu do fruktozo-1,6-bifosforanu, kluczowej
reakcji regulacyjnej w szlaku glikolitycznym. Serwer Predict Protein wskazuje rowniez,
na teoretyczna mozliwo$¢ wystepowania modyfikacji zachodzacej z przytaczeniem do
czasteczki NCAM innego lipidu, jakim jest mirystynian. Mirystylacja pozwala na
zakotwiczenie biatka jego koncem N w blonie komoérkowej od strony cytozolu.
Dodatkowo wskazano na mozliwos¢ wystgpowania na koncu karboksylowym biatka
miejsca wigzacego mikrociatka (peroksysomy), czyli niewielkie organelle komorkowe
zawierajace enzymy z grupy oksydoreduktaz. Ten typ modyfikacji moze $wiadczy¢ o
ewentualnym uczestnictwie czasteczki NCAM w rearanzacji cytoszkieletu w trakcie
przemian metabolicznych zachodzacych w komorce.

KORZYSCI Z ZASTOSOWANIA NARZEDZI
BIOINFORMATYCZNYCH

Zastosowanie dostgpnych w internecie narzedzi bioinformatycznych umozliwiajacych
szczegotowe przewidywanie wiasciwosci fizycznych, chemicznych i biochemicznych
makroczasteczek w znacznym stopniu przybliza badaczy do lepszego poznania struktury
ibiologii organizméw zywych. Mozliwo$¢ wykorzystania konkretnych i sprawdzonych
informacji dostgpnych w bazach danych pozwala na bardziej szczegdtowe zaplanowanie
eksperymentéw naukowych. Takie nowoczesne podej$cie umozliwia znacznie precyzyjniej
okresli¢ nieznane dotad funkcje poszczegdlnych molekut. Nie bez znaczenia pozostaje
réowniez fakt, ze dzigki tym narzedziom bedzie mozna znacznie doktadniej i szybciej
okresli¢ dziatanie biologiczne i ewentualne skutki niepozadane naturalnych i syntetycznych
biopreparatow, coraz czgsciej stosowanych w terapii, zarowno u ludzi jak i zwierzat.
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