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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Niedawne badania ujawnity, ze fenotyp ,.kruchych kosci” we wrodzonej tamliwosci kosci (osteoge-
nesis imperfecta — OI) jest spowodowany nie tylko przez dominujace mutacje genéw kodujacych
kolagen typu I, ale réwniez recesywne mutacje genéw odpowiedzialnych za procesy potransla-
cyjne prokolagenu typu I i tworzenie kosci. Fenotyp wigkszosci pacjentéw z mutacjami w genach
niekolagenowych podobny jest do najcigzszych typéw OI (III i IT) uwarunkowanych mutacjami
genéw kolagenowych. Mutacje w genach kodujacych biatka kompleksu P3H1/CRTAP/CyPB,
bioracego udziat w 3-hydroksylacji kolagenu, eliminuja hydroksylacje Pro986 w kolagenie typu
Ii powoduja zwigkszenie modyfikacji kolagenu z udzialem hydroksylazy 4-prolilowe;j i lizylowe;j,
jednak znaczenie tych zaburzen w patomechanizmie choroby nie jest doktadnie znane. Brak funk-
cji biatek kompleksu, petniacych takze rolg biatek opiekuriczych kolagenu, moze stanowi¢ domi-
nujacy patomechanizm choroby. Ostatnie odkrycia dodaja do réznorodnych czynnikéw powodu-
jacych Ol i dziatajacych na kolagen inne biatka opiekuricze (HSP47 i FKBP65) i biatko BMP-1,
co podkresla ztozonos¢ proceséw dotyczacych faldowania kolagenu i jego sekrecji, jak réwniez
ich znaczenie w procesach kosciotworzenia. Mutacje w genach kodujacych czynnik transkrypcyj-
ny SP7/0SX i czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkéwki (PEDF) stanowia nowy
patomechanizm OI, ktéry jest niezalezny od zmian w biosyntezie i procesach potranslacyjnych
kolagenu.

wrodzona tamliwos$é kosci * mutacje ¢ 3-hydroksylacja kolagenu  biatka opiekuricze
kolagenu « BMP-1 * czynnik transkrypcyjny SP7 * czynnik pochodzacy z nabtonka
barwnikowego siatkowki

Summary

Recent investigations revealed that the “brittle bone” phenotype in osteogenesis imperfecta (OI) is
caused not only by dominant mutations in collagen type I genes, but also by recessively inherited
mutations in genes responsible for the post-translational processing of type I procollagen as well
as for bone formation. The phenotype of patients with mutations in noncollagen genes overlaps
with very severe type III and lethal type II OI caused by mutations in collagen genes. Mutations
in genes that encode proteins involved in collagen prolyl 3-hydroxylation (P3H1/CRTAP/CyPB)
eliminated Pro986 hydroxylation and caused an increase in modification of collagen helix by prolyl
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4-hydroxylase and lysyl hydroxylase. However, the importance of these disturbances in the disease
pathomechanism is not known. Loss of complex proteins’ function as collagen chaperones may
dominate the disease mechanism. The latest findings added to the spectrum of Ol-causing and
collagen-influencing factors other chaperones (HSP47 and FKBP65) and protein BMP-1, which
emphasizes the complexity of collagen folding and secretion as well as their importance in bone
formation. Furthermore, mutations in genes encoding transcription factor SP7/Osterix and pig-
ment epithelium-derived factor (PEDF) constitute a novel mechanism for OI, which is indepen-

dent of changes in biosynthesis and processing of collagen.
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Wykaz skrotow:

BiP - biatko wiazace sie z ciezkim tancuchem immunoglobulin (immunoglobulin heavy chain

binding protein); BMP-1 - biatko morfogenetyczne kosci 1 (bone morphogenetic protein

1); COL1A1i COL1A2 - geny kodujace taficuchy prooud(l) i proci2(l) prokolagenu typu I;

CRTAP - biatko zasocjowane z chrzastka (cartilage-associated protein); CyPB - cyklofilina

B (cyclophilin B); ECM - macierz pozakomorkowa (extracellular matrix); ER - siateczka
$rddplazmatyczna (endoplasmic reticulum); FKBP65 - biatko wigzace FK506 0 masie czasteczkowe;j
65 kDa (65-kDa FK506-binding protein); FKBP10 - gen kodujacy biatko FKBP65; GRP - biatko
regulowane poziomem glukozy (glucose regulated protein); HSP47 - biatko szoku cieplnego (heat
shock protein 47); LEPRE1 - gen kodujacy hydroksylaze 3-prolilowa 1 (leucine proline-enriched
proteoglycan (leprecan) 1); LH - hydroksylaza lizylowa (lysyl hydroxylase); mTLD - tolloid ssaczy
(mammalian Tolloid); NMD - proces niszczenia wadliwego mRNA (nonsense-mediated decay);

0l - wrodzona tamliwo$é koSci (osteogenesis imperfecta); PDI - disulfidoizomeraza biatek
(protein disulfide isomerase); PEDF - czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkowki
(pigment epithelium-derived factor); P3H - hydroksylaza 3-prolilowa (prolyl 3-hydroxylase);

P4H - hydroksylaza 4-prolilowa (prolyl 4-hydroxylase); PPIB - gen kodujacy cyklofiline B (peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase B); SERPINF1 - gen kodujacy PEDF (serpin peptidase inhibitor, clade

F, member 1); SERPINH1 - gen kodujacy biatko HSP47 (serpin peptidase inhibitor, clade H,
member 1); SP7/0S8X - gen kodujgcy czynnik transkrypcyjny SP7/0sterix; VEGF - czynnik wzrostu
$rédbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor).

WRODZONA LAMLIWOSC KOSCI UWARUNKOWANA DOMINUJACYMI
MUTACJAMI GENOW KOLAGENU TYPU |

‘Wrodzona tamliwos¢ kosci (osteogenesis imperfecta — OI)
jest chorobg tkanki tacznej, zréznicowana pod wzglgdem ge-
notypowym i fenotypowym [25,31,40,41,105]. Podstawowa
cecha kliniczng choroby jest krucho$¢ i1 tamliwos¢ kosci
wskutek niewielkich urazéw, a nawet codziennych aktyw-
nosci ruchowych; liczba ztaman moze si¢ waha¢ od kil-
ku do kilkudziesigciu w ciagu roku. Chorzy sa zazwyczaj
niskiego wzrostu i maja zaburzone proporcje ciala, spo-
wodowane licznymi deformacjami koriczyn i tutowia. Do
innych objawéw klinicznych naleza: niebieskie lub szare
zabarwienie twardéwek, uposledzenie stuchu, sklonnos¢ do
krwawien oraz objawy stomatologiczne w postaci niepet-
nego tworzenia z¢biny, okreslane mianem dentinogenesis

imperfecta. Rozwdj umystowy chorych jest prawidtowy,
inteligencja czgsto przewyzsza normg. CzgstoS¢ wystgpo-
wania choroby szacuje sig¢ na 1 do 10 tys. urodzen.

W konicu lat siedemdziesiatych ub.w. Sillence i wsp. [92,93]
stosujac kryteria radiologiczne, kliniczne i genetyczne, po-
dzielili OI na 4 typy (I-1V). OI typu I jest najtagodniejsza
postacia choroby, cechujaca si¢ mato nasilong tamliwoscia
kos$ci, minimalnymi deformacjami szkieletu lub ich bra-
kiem, niebieskimi twardéwkami, osteopenia, nizszym lub
prawidiowym wzrostem i rozluZnieniem wigzadel. Moze
dojs¢ do wczesnej utraty stuchu. Jezeli wystepuja ztama-
nia, ustaja one zwykle wraz z osiggnigciem wieku dojrze-
wania. Dodatkowo typ I dzieli si¢ na 2 podtypy: IA, jezeli
brak jest zmian w zgbach i IB, jezeli sa obecne. Najbardziej
nasilona, $miertelna postacia choroby jest typ II. Dziecko
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rodzi si¢ z licznymi ztamaniami i deformacjami kosci diu-
gich, do ktérych dochodzi wewnatrz macicy, krétkimi ze-
brami, duza niezmineralizowana czaszka, waska klatka
piersiowa i umiera po porodzie z powodu niewydolnosci
oddechowej. Do najcigzszych przezywalnych postaci cho-
roby nalezy postgpujaco-deformujacy typ III. Wystepuje
nasilona famliwos¢ kosci, narastajace wraz z wiekiem de-
formacje kosci i sylwetki, skolioza i bardzo niski wzrost
powodujace niemoznos¢ chodzenia. Objawem radiolo-
gicznym w obrazie kregostupa sa tzw. rybie kregi, skosne
ustawienie zeber oraz znieksztalcenie miednicy. Typ IV
jest umiarkowanie deformujacy; wystgpuje bardziej nasi-
lona niz w typie I tamliwos¢ kosci, Sredni niedobér wzro-
stu, deformacja koriczyn dtugich oraz czg¢sto zwyrodnienie
zebiny. Nasilenie objawéw w chorobie mozna przedstawic¢
W sposob nastgpujacy: typ [ < typ IV < typ III < typ 1I.

Ponad 90% przypadkéw choroby typéw I-IV jest uwarun-
kowanych mutacjami genéw COLIAI (17q21.31-22.05)
i COLIA2 (7q21.3-22.1) kodujacych odpowiednio tancu-
chy proal(I) i proo2(I) prokolagenu typu I, stanowiace-
go giéwne biatko strukturalne skory, kosci, wigzadel, Scig-
gien, twardéwki 1 zgbéw [18,28,32,63,81]. Mutacje te sa
dziedziczone jako cecha dominujaca oraz powstaja de novo
u dziecka zdrowych rodzicéw. Wystapienie tej samej mu-
tacji u kolejnego dziecka bezobjawowych rodzicéw zwia-
zane jest ze zjawiskiem mozaikowatosci komoérek rozrod-
czych; ryzyko dziedziczenia mutacji szacuje si¢ na 5-7%.

Obnizenie o prawie 50% biosyntezy kolagenu spowodo-
wane jest mutacjami hamujacymi ekspresje jednego al-
lelu najczesciej genu COLIAI i jest przyczyna najtagod-
niejszej postaci choroby typu I [9,34,114]. Znacznie gorsze
konsekwencje wiaza si¢ z mutacjami strukturalnymi i eks-
presja kolagenu o nieprawidtowej strukturze i funkcji, co
si¢ zdarza w Ol typu II, IIT'i I'V [10,18,28,32,35,36,37,63].
Mutacje te okreslane sa jako dominujaco-negatywne, po-
niewaz wptywaja destrukcyjnie na strukture czasteczek ko-
lagenu zawierajacych oprécz zmutowanych réwniez tan-
cuchy o prawidlowej strukturze, przyczyniajac si¢ do ich
zwigkszonej degradacji [87]. Do najczesciej wystgpujacych
mutacji w genach kolagenowych naleza substytucje reszt
glicyny przez inne aminokwasy, ktére zaburzaja tworzenie
potréjnej helisy [10,11]. Do innych czgsciej spotykanych
mutacji naleza delecje i insercje w czgsci kodujacej, mu-
tacje w C-propeptydzie oraz mutacje w intronach zaburza-
jace sktadanie RNA. Mimo wykrycia ponad 1500 mutacji
w genach kolagenowych, poza mutacjami zerowymi (null)
powodujacymi redukcjg ilosci kolagenu typu I w tagodniej-
szym typie I, brak jest korelacji migdzy genotypem a feno-
typem w pozostalych typach choroby. Marini i wsp. [73]
donosza o istnieniu domen z mutacjami letalnymi i niele-
talnymi w réznych regionach taricuchéw ol i a2 kolage-
nu typu I, co wskazuje na istotne znaczenie interakcji ko-
lagenu z bialkami niekolagenowymi w tworzeniu kosci.

WRODZONA LAMLIWOSC KOSCI UWARUNKOWANA RECESYWNYMI
MUTACJAMI GENOW NIEKOLAGENOWYCH

Chociaz klasyfikacja Sillence’a jest do dzis stosowana
w praktyce klinicznej, u prawie 10% chorych ze zdia-
gnozowana wrodzona tamliwoscia kosci, wystepuja spe-
cyficzne objawy kliniczne i brak mutacji w genach ko-
lagenowych. Od 2000 roku, w oparciu o nowe odkrycia

patomechanizméw, klasyfikacja OI zostata rozszerzona
o kolejnych 7 typéw choroby [31,103] (tabela 1). Typ V,
o nieznanym podlozu genetycznym, charakteryzuje si¢
nadmiernym kostnieniem w miejscach ztaman, wapnie-
niem blon migdzykostnych przedramienia oraz obecnoscia
w obrazie radiologicznym pasmowatych wysycen przyna-
sad, bezposrednio przylegajacych do ptytek wzrostowych
[42]. W VI typie choroby stwierdza si¢ obecnos¢ blaszek
kostnych przypominajacych rybia tuske, nadmierna liczbe
osteoidéw oraz wczesne wystgpowanie ztaman kompresyj-
nych kregéw [43], natomiast w typie VII skrécenie bliz-
szych koricéw kosci ramieniowej i udowej [109]. W 2006 r.
Barnes i wsp. [8] wykryli mutacje w genie CRTAP kodu-
jacym biatko CRTAP (cartilage associated protein), biorg-
ce udzial w 3 hydroksylacji kolagenu, u 0séb ze zdiagno-
zowana klinicznie wrodzona tamliwoscia kosci. Kolejne
wykryte mutacje dotyczyty genéw LEPRE] i PPIB, kodu-
jacych kolejno 3 hydroksylaze prolilowa 1 i cyklofiling B,
wystepujace w kompleksie z biatkiem CRTAP [19,102,113];
genéw SERPINH1 i FKBP10 kodujacych biatka opiekuni-
cze, o istotnym znaczeniu w tworzeniu potrdjnej helisy
kolagenu i jego wydzielaniu [2,27]; genu BMP1, koduja-
cego biatko o aktywnosci C-proteinazy prokolagenu typu
1[74]; genu SP7/0SX kodujacego czynnik transkrypcyjny
SP7 [66] oraz genu SERPINF I, kodujacego biatko PEDF
(pigment epithelium-derived factor) [12,46]. Badania hi-
stologiczne wykazatly, iz mutacje w genie SERPINF1 sa
odpowiedzialne za fenotyp OI typu VL.

Rozszerzona klasyfikacje Sillence'a i wsp. [92] z uwzgled-
nieniem proponowanej przez innych autoréw [31,103]

przedstawia tabela 1.

MoDYFIKACJE POTRANSLACYJNE PROKOLAGENU

Przed utworzeniem potrdjnej helisy prokolagenu
w C-koricowym propeptydzie tworza si¢ wewnatrz- i mig-
dzytancuchowe mostki disiarczkowe z udziatem disulfido-
izomerazy bialek [EC 5.3.4.1] [61], a wigzania imidowe
reszt proliny ulegaja izomeryzacji do postaci trans z udzia-
tem peptydylo-prolilowej cis-trans izomerazy [EC 5.2.1.8]
[33]. Laricuchy prokolagenowe ulegaja podstawowym mo-
dyfikacjom: hydroksylacji reszt prolilowych i lizylowych
oraz glikozylacji reszt hydroksylizylowych. Reakcje te za-
chodza w ER podczas syntezy taicuchéw polipeptydo-
wych i sa kontynuowane jako modyfikacje potranlacyjne
az do utworzenia potréjnej helisy. Niektore reszty proliny
ulegaja hydroksylacji do 4-hydroksyproliny i 3-hydroksy-
proliny z udziatem hydroksylazy 4-prolilowej (P4H) [EC
1.14.11.2] [57,58] i hydroksylazy 3-prolilowej 1 (P3HI1)
[EC 1.14.11.7] [108]. P4H katalizuje hydroksylacj¢ reszt
prolilowych wystepujacych w sekwencji Xaa-Pro-Gly
w kolagenach i ponad 15 biatkach zawierajacych dome-
ny kolagenowe [57]. Enzym ten jest tetramerem zbudowa-
nym z 2 podjednostek o i 2 podjednostek B [a,3,] 0 ma-
sie czasteczkowej ~240 kDa. Poznano 2 izoformy enzymu
(P4HA1 i PAHA2), r6zniace si¢ podjednostka katalityczna
o, natomiast identyczna w obu izoformach podjednostka
B spetnia role biatka opiekuriczego — disulfidoizomerazy
biatek (PDI) [EC 5.3.4.1] [57,58]. W komérkach ludzkich
wykryto jeszcze jedna izoforme enzymu P4H o znacznie
mniejszej ekspresji niz PAHA1 i PAHA2 [64]. Reszty lizy-
ny (okoto %4) ulegaja hydroksylacji z udzialem hydroksyla-
zy lizylowej (LH) [EC 1.14.11.4] [58,116]. Niektore reszty
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Tabela 1. Podziat i krétka charakterystyka Ol

TypOI Gen Locus genu Biatko Opis kliniczny Sposob dziedziczenia
Mutacje w genach kolagenowych
| L1A1 17921.31-22.05 kolagen | tagodny AD
OL1A2 7921.3-22.1 kolagen |
I LA 17921.31-22.05 kolagen | letalny AD
L1A2 7921.3-22.1 kolagen |
Il LA 17921.31-22.05 kolagen | postepujaco-deformujacy AD
L1A2 7921.3-22.1 kolagen |
v LA 17921.31-22.05 kolagen | umiarkowanie deformujacy AD
OL1A2 7q921.3-22.1 kolagen |
Ol o nieznanym podtozu molekularnym
) - - - podobny objawowo do typu IV, AD
roznice histologiczne
Mutacje czynnika pochodzacego z nabtonka barwnikowego siatkdwki
Vi SERPINF1 17p13.3 PEDF podobny objawowo do typu lll, AR
roznice histologiczne, zaburzenia
mineralizagji
Mutacje sktadnikéw kompleksu bioracego udziat w 3-hydroksylacji kolagenu
Vil CRTAP 3p22.3 CRTAP podobny objawowo do typow II/11l AR
Vil LEPRET 1p34.2 Leprekan podobny objawowo do typow II/11l AR
P3H1
IX PPIB 15¢22.31 (yklofilina B podobny objawowo do typow II/11l AR
il/iv
Mutacje biatek opiekuriczych, bioracych udziat w fatdowaniu i sekrecji kolagenu
X SERPINH1 1q13.5 HSP47 podobny objawowo do typow lII/1l AR
XI FKBP10 17q21.2 FKBP65 podobny objawowo do typu Il1/IV AR
Mutacja czynnika transkrypcyjnego SP7
? SP7/0SX 12q13.13 Sp7/0sterix podobny objawowo do typu IV AR
Mutacja biatka morfogenetycznego kosci 1
? BMP1 8p21.3 BMP1 podobny objawowo do typu lll AR

AD — dziedziczenie Ol jako cechy autosomalnej dominujacej (autosomal dominant); AR — dziedziczenie Ol jako cechy autosomalnej recesywnej

(autosomal recessive).

hydroksylizyny sa miejscem wiazania galaktozy lub galak-
tozyloglukozy [58]. Wymienione enzymy naleza do diok-
sygenaz 2-oksoglutaranu i wymagaja do swojej aktywno-
Sci tlenu czasteczkowego, o-ketoglutaranu, jonéw zelaza
(II) 1 kwasu askorbinowego. Chociaz geny kodujace enzy-
my P4H i LH sa r6zne, w ich aktywnych domenach kata-
litycznych wystepuja reszty aminokwaséw konserwatyw-
nych ewolucyjnie [56].

Po wydzieleniu prokolagenu z komérki zachodzi konwersja
prekursorowej postaci kolagenu w tropokolagen przez odta-
czenie N- i C-koficowych fragmentéw globularnych z udzia-
fem N-proteinazy prokolagenu [EC 3.4.24.14] i C-proteinazy
prokolagenu [EC 3.4.24.19] [20,88]. Funkcja propeptydéw
jest zapobieganie wewnatrzkomoérkowej fibrylogenezie.

Czasteczki tropokolagenu asocjuja spontanicznie two-
rzac wtokna kolagenowe o regularnej strukturze; badania
ostatnich lat dowodza ze w procesie fibrylogenezy biora
udziat inne sktadniki ECM: fibronektyna, integryny i ko-
lagen typu V [20,51,52,56]. Wi6kna kolagenowe sa sta-
bilizowane przez migdzyczasteczkowe i migdzyfibrylar-
ne kowalencyjne wigzania poprzeczne, inicjowane przez
oksydacyjna dezaminacj¢ niektérych reszt lizylowych
i hydroksylizylowych z udzialem oksydazy lizylowej [EC
1.4.3.14] [15,16,20,116].

ZnaczeNie kompLEksu P3H1/CRTAP/CyPB w etioLoci Ol

Od dawna wiadomo, ze 4-hydroksyprolina determinuje sta-
bilnos¢ kolagenu [13], natomiast rola 3-hydroksyproliny,
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wykrytej ponad 50 lat temu, nie jest znana. Zainteresowanie
znaczeniem 3-hydroksylacji proliny zaczgto si¢ w ostat-
nich latach od wykrycia mutacji w genie CRTAP, powo-
dujacej recesywna postac OI [8,78]. Gen ten koduje biatko
CRTAP (cartilage-associated protein), wystgpujace w ER
w kompleksie z hydroksylaza 3-prolilowa 1 (P3H1) i cy-
klofiling B (CyPB), uczestniczacym w 3-hydroksylacji
niektérych reszt proliny réznych typow kolagenu. Badania
ostatnich lat dowiodty, ze w modyfikacji kolagenow fibry-
larnych uczestnicza sktadniki kompleksu P3H1/CRTAP/
CyPB w stosunku 1:1:1 [78,108]. W kolagenie typu I wy-
kryto jedno gtéwne miejsce 3-hydroksylacji reszty proliny
w taricuchu ol (Pro986) w sekwencji -Pro-4Hyp-Gly, wy-
stepujacej w domenie GLPGPIGPPGPR, ktdra jest konser-
watywna wsrod kreggowcdw i zblizona do domeny wyste-
pujacej w kolagenie typu II (GIPGPIGPPGPR). Kazdy ze
sktadnikéw kompleksu stanowi biatko wielofunkcyjne pet-
nigce niezalezne funkcje nie tylko w komérce, ale réwniez
w macierzy pozakomoérkowej (ECM — extracellular matrix)
[22,48.,110], a ich znaczenie w patomechanizmie recesyw-
nej postaci Ol zostatlo potwierdzone na modelach mysich.

Mutacje bialka CRTAP (cartilage-associated protein)

Rola biatka CRTAP nie jest do konica wyjasniona, wyka-
zano, ze ulega ono ekspresji w wielu tkankach mysich, ku-
rzych i ludzkich. Transkrypt genu CRTAP po raz pierwszy
zidentyfikowano w hodowlach chondrocytéw hipertroficz-
nych pochodzacych od kurczat [22]. Ekspresje CRTAP
wykazano nie tylko w ER, ale réwniez w macierzy poza-
komérkowej chondrocytéw, co sugerowalo jego funkcje
komoérkowa i pozakomérkowa. Biatko to wykryto ponad-
to w skorze, sercu, ptucach oraz w nasadach kosci pisz-
czelowych, udowych i chrzastce stawowej zarodkéw kur-
czat. Znaczna ekspresj¢ biatka CRTAP wykazano takze
we wszystkich stadiach réznicowania si¢ chrzastki myszy,
zwtlaszcza w proliferujacych chondrocytach ptytki wzrosto-
wej, a takze w osteoblastach i osteoklastach, co wskazuje
na jego znaczenie w rozwoju uktadu kostnego [72,79,80].
Podobnie jak u kurczat, CRTAP wykryto w wielu innych
embrionalnych tkankach mysich: mézgu, sercu, ptucach,
nerkach, jadrze, skérze, a w uktadzie kostnym w obojczy-
ku i potaczeniu chrzastkowo-kostnym [78].

Znaczenie tego biatka w rozwoju uktadu kostnego po-
twierdza fenotyp myszy Crtap—/— (z wylaczonym genem
CRTAP), u ktérej wystapita recesywna postaé osteochon-
drodysplazji, zahamowanie wzrostu, osteopenia, rizome-
lia (skrécenia kosci udowych) i postgpujace tylne wygigcie
kregostupa [78]. Wykazano brak 3-hydroksylacji kolage-
nu typu I w kosci i skérze oraz kolagenu typu II w chrza-
stce myszy, zaburzenie modyfikacji potranslacyjnych kola-
genu, wzmozone wydzielanie kolagenu przez osteoblasty
i zwigkszona Srednice fibryli kolagenowych.

U ludzi gen CRTAP umiejscowiony na chromosomie 3p22.3
koduje biatko o masie czasteczkowej 46,5 kDa i ulega eks-
presji réwniez nie tylko w tkance kostnej, ale i w sercu,
plucach, czy jelicie cienkim [99]. Sekwencja ludzkiego
i kurzego biatka CRTAP jest tylko w 51% identyczna, po-
niewaz w kurzym CRTAP brakuje 130 reszt aminokwaséw
C-koricowych, natomiast sekwencje mysiego i ludzkiego
biatka sg identyczne w 89%. Wigkszo$¢ mutacji, wykrytych
u 0s6b z Ol w genie CRTAP, stanowia delecje i duplikacje

skutkujace przedwczesna terminacja transkrypcji oraz de-
gradacja transkryptéw w procesie NMD [71]. Brak lub
zmniejszenie ilosci biatka CRTAP i 3-hydroksylacji ko-
lagenu typu I jest przyczyna OI typu VII o objawach po-
rownywalnych do letalnego typu II i progresywno-defor-
mujacego typu III z mutacjami w genach kolagenu typu L.
W przypadku niewielkiej delecji w genie CRTAP, niepo-
wodujacej degradacji transkryptéw, ilos¢ bialek CRTAP
i P3H1 oraz poziom 3-hydroksylacji byly takze znacznie
zredukowane [3]. Stopien ekspresji CRTAP i 3-hydroksy-
lacji kolagenu nie koreluje z fenotypem, co wskazuje na
bardziej ztozony patomechanizm choroby. Przyktadem
moze by¢ nieznacznie obnizona 3-hydroksylacja kola-
genu typu I (o 10%), wskutek mutacji Leu67Pro w genie
CRTAP, wykazana u osoby z bardzo cigzkim przebiegiem
choroby, objawiajacej si¢ ztamaniami i bardzo ograniczo-
nym wzrostem [6].

Mutacje hydroksylazy 3-prolilowej 1 (P3H1)

W ludzkim genomie wykryto trzy rézne geny kodujace
trzy izoformy hydroksylazy 3-prolilowej: P3H1, P3H2
i P3H3, charakteryzujace si¢ swoista tkankowo ekspresja
[97,108]. Z trzech izoform tylko hydroksylaza 3-prolilowa
1 (P3H1), kodowana przez gen LEPRE], zawiera ,, KDEL”
(sygnatowa sekwencjg retencji w ER) i jest odpowiedzial-
na za modyfikacj¢ kolagenu typu I [113]. WzmoZona eks-
presja P3H2 w nerkach ptodu i dojrzalej myszy potwierdza
hipotezg, ze ta aktywnos$¢ enzymatyczna jest niezbed-
na w rozwoju i funkcji bton podstawnych [97]. Ekspresja
genu P3H3 jest mniej swoista i zachodzi wspdlnie z gena-
mi P3H1 i P3H2 [21].

Hydroksylacja kolagenu nie jest jedyna funkcja P3H1,
o czym Swiadcza trzy alternatywne postaci biatka, wy-
izolowane niezaleznie w r6znych osrodkach badawczych.
Wassenhove-McCarthy i McCarthy [110] jako pierwsi wy-
izolowali P3H1 z linii komérek nowotworowych L-2, po-
chodzacych z guza pecherzyka zéttkowego szczura, jako
siarczan chondroityny — leprekan (leucine-proline enriched
proteoglycan). Mimo obecnosci sekwencji ,, KDEL”, lepre-
kan ulegat sekrecji pozakomdrkowej. Stosujac przeciwciata
poliklonalne wykazano jego obecnos$¢ w btonie podstawne;j
naczyn, migsniach gtadkich kigbuszkow i kanalikéw ner-
kowych, w watrobie, migsniach szkieletowych oraz skérze
i chrzastce szczura. Vranka i wsp. [108] wyizolowali P3H],
o masie czasteczkowej 160 kDa, z zarodkéw kurzych (wy-
stgpowat w skorze, Sciggnach i chrzastce), a sekwencja genu
P3H1 byta homologiczna z leprekanem i supresorem wzro-
stu Gros1. Gros1 to ludzki homolog leprekanu, wyizolowany
z komérek NIH3T3 jako potencjalny supresor wzrostu, kt6-
rego gen zlokalizowano na chromosomie 1p31, w regionie
ulegajacym zmianom u dzieci z nowotworami germinalny-
mi [54]. Wykryto 2 postaci transkryptu, powstale w wyni-
ku alternatywnego sktadania RNA, kodujace biatka o ma-
sach czasteczkowych 41 i 84 kDa i oznaczone jako Gros1-S
i Gros1-L. Gros1-L ulega ekspresji gtéwnie w sercu, ptu-
cach i nerkach dorostego cztowieka, natomiast Gros1-S do-
minuje w mézgu i grasicy ptodu. W watrobie, mig$niach
szkieletowych, §ledzionie i trzustce wyst¢puja obie formy
transkryptéw w tych samych ilosciach.

Poniewaz P3H1 wykazuje aktywnos¢ in vitro bez udzia-
tu sktadnikéw kompleksu uwaza sig, ze stanowi on
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enzymatyczny sktadnik kompleksu, natomiast CRTAP
stuzy jako biatko ,,pomocnicze” [78,108]. Poréwnanie se-
kwencji obu biatek wskazato, ze CRTAP wykazuje duzy
stopien homologii (55%) z N-koricowa domena P3H]1, jed-
nakze nie ma domeny katalitycznej [72]. Inaktywacja genu
LEPRE] umyszy powoduje zmiany w ultrastrukturze fibry-
li kolagenowych w réznych tkankach: kosciach, Sciggnach
i skorze, obnizenie ggstosci kosci, skrzywienie i skrécenie
kos$ci oraz opdézniong ich osyfikacje [107]. Ilos¢ kolage-
nu wyizolowanego z kosci i innych tkanek byta mniejsza
i brak w nim byto 3-hydroksyproliny, co sugeruje waz-
na rolg P3H1 w biosyntezie kolagenu i integralnosci tka-
nek, giéwnie tych zawierajacych kolagen widkienkowy.
Istnieja jednak doniesienia o czgsciowej hydroksylacji ko-
lagenu mimo braku biatka P3H1, co moze wskazywac na
udziat innych hydroksylaz P3H2 i P3H3 w tym procesie
[6,19,49]. Wykazano, ze zrekombinowany enzym P3H2,
chociaz preferencyjnie hydroksylowat w syntetycznych
peptydach reszty proliny w sekwencji charakterystycz-
nej dla kolagenu typu IV, byt rowniez aktywny w stosun-
ku do sekwencji kolagenu typu I [97]. Vranka i wsp. [106]
oraz Capellini i wsp. [21] donosili, ze P3H2 ulega wspdt-
ekspresji z P3H1 i P3H3 w rozwijajacych si¢ zarodkach
mysich w réznych tkankach, w ktérych ulegaja ekspresji
kolageny fibrylarne: chrzastce, kosci i skérze, co sugeru-
je ich znaczenie réwniez w procesach, jakim ulegaja ko-
lageny fibrylarne.

Mutacje w genie LEPREI, podobnie jak mutacje w genie
CRTAP, powoduja przedwczesna terminacj¢ transkryp-
cji, co wigze si¢ z redukcja transkryptéw genu i obnize-
niem lub brakiem 3-hydroksylacji kolagenu [71,72,113].
W przypadku niektérych mutacji wystgpujacych w ostat-
nim eksonie, nawet mimo braku degradacji transkryptéw
genu, poziom hydroksylacji byt réwniez obnizony. Kolagen
syntetyzowany przez fibroblasty os6b z mutacjami w ge-
nach CRTAP i LEPRE] charakteryzowat si¢, podobnie jak
w przypadku mutacji w genach kolagenowych, zwigksze-
niem 4-hydroksylacji reszt prolilowych i 5-hydroksylacji
reszt lizylowych oraz glikozylacji reszt hydroksylizylo-
wych [8,19]. Zwigkszenie tych modyfikacji ,,overmodifi-
cation” przy braku bialek CRTAP i P3H1 obejmuje jed-
nakze cata domene potrdjnej helisy w przeciwienstwie do
fenotypowo podobnych typéw I i III OI, w ktérych struk-
turalny defekt wystepuje od N-korica do miejsca mutacji
w genach kolagenowych. Mutacje w genach kolagenowych
powoduja zaburzenia tworzenia potrdjnej helisy i zwigk-
szonego wskutek tego czasu ekspozycji tancuchéw proko-
lagenowych na dziatanie 4-hydroksylazy prolilowej i hy-
droksylazy lizylowej [10,18,32,65,105]. Brak sktadnika
kompleksu i 3-hydroksylacji kolagenu zaburza tworzenie
potrdjnej helisy kolagenu przez niepoznany jeszcze me-
chanizm. Nieoczekiwana konsekwencja mutacji w genie
CRTAP i braku 3-hydroksylacji bylo zwigkszenie tempe-
ratury topnienia kolagenu typu I [71]. Poczatkowe badania
z syntetycznymi peptydami sugerowaly, ze 3-Hyp destabi-
lizuje potréjna helis¢ i ze peptydy z sekwencja Ac-(Gly-
3(S)Hyp-4(R)Hyp) 10-NH, nie tworza potréjne;j helisy [S50].
PéZniejsze badania wykazaty jednak, ze 3Hyp w pozycji
Xaa w sekwencji Gly- Xaa-Yaa zwigksza stabilnos¢ kola-
genu [77]. Wedlug Torre-Blanco i wsp. [100] zwigkszenie
modyfikacji potranslacyjnych towarzyszace zaburzeniom
3-hydroksylacji, przy braku mutacji w genach kolageno-
wych powodujacych zmiang struktury pierwszorzedowe;j

kolagenu i obnizenie termostabilnosci kolagenu, moze
dziata¢ stabilizujaco na kolagen.

W przypadku mutacji w genie LEPRE] i braku P3H1 za-
skakujace byto zwigkszenie wydzielania kolagenu przez
fibroblasty o 20-50% [19]. Kolagen z zaburzonymi mody-
fikacjami potranslacyjnymi, wskutek mutacji w genach ko-
lagenowych, zwykle ulega retencji wewnatrzkomodrkowe;j,
co prowadzi do aktywacji UPR (unfolded protein respon-
se) [69,115] i zwigkszenia syntezy biatek opiekuniczych:
HSP47, PDI, BiP i P4H [24,59]. Poniewaz odpowiedzZ ko-
morki na nieprawidiowo sfatdowane biatka wiaze si¢ z ha-
mowaniem ich translacji, zwigkszenie syntezy kolagenu
w fibroblastach, w ktérych nie wykryto P3H1 moze suge-
rowaé bezposrednia lub posrednia rolg¢ P3H1 w regulacji
syntezy i wydzielania kolagenu [71].

Kliniczne objawy typu VIII choroby uwarunkowanego mu-
tacjami w genie LEPRE], sa podobne do cigzko deformu-
jacego i letalnego typu II/III wg klasyfikacji Sillenca i wsp.
[92,93], jednakze w przeciwienstwie do niebieskich twar-
doéwek, tréjkatnej twarzy i waskiej klatki piersiowej wyste-
puja szare twardowki, okragta twarz i szersza klatka pier-
siowa [19]. Podobnie jak w OI typu II i III wystepuje duzo
ztamar, natomiast w VIII typie choroby cecha niespotyka-
na w pozostatych typach choroby sa dlugie rece z dtugimi
paliczkami i krétkim Srédrgczem oraz wiotkoscig stawdw.
U najdtuzej zyjacego pacjenta (17 lat) z VIII typem choro-
by, oprocz defektow kostnych, wystepowaty objawy oste-
ochondrodysplazji oraz bardzo zaawansowanej osteopo-
rozy (gestos¢ kosci wynosita —11 w skali T-score) [113].

Fenotypy 0s6b z mutacjami zerowymi (null) genéw CRTAP
i LEPRE]I, jak réwniez opisane zaburzenia modyfikacji po-
translacyjnych kolagenu sa bardzo podobne w obu typach
choroby (VII i VIII). Podobienistwa te moga wynikaé z wza-
jemnej protekcji biatek CRTAP i P3H1, poniewaz mutacja
w jednym z genéw kodujacych te biatka, powoduje brak
obu biatek kompleksu enzymatycznego [23]. P3H1/CRTAP
jest pierwszym przyktadem kompleksu eukariotycznego
wystepujacego w ER z wzajemna stabilizacja sktadnikow;
inne tego typu kompleksy wystepuja w jadrze, cytopla-
zmie i szlakach wydzielniczych. I10$¢ trzeciego sktadnika
kompleksu — cyklofiliny B (CyPB) nie zalezy od mutacji
Lnull” wystepujacych w CRTAP czy LEPREI. W komor-
kach z wytaczonym genem LEPRE] i brakiem P3H1, ob-
serwowano wzmozone wydzielanie biatka CRTAP. Tak
wigc oba sktadniki kompleksu sg biatkami multifunkcyj-
nymi, oba sa wydzielane do macierzy pozakomdrkowej,
petniac w niej okreslone funkcje [23,71,72].

Mutacje cyklofiliny B (CyPB)

Podobnie jak w przypadku bialek P3H1 i CRTAP, znacze-
nie trzeciego sktadnika kompleksu P3H1/CRTAP/CyPB nie
jest doktadnie znane. CyPB stanowi biatko o masie cza-
steczkowej 21 kDa i nalezy do cyklofilin — klasy konser-
watywnych bialek wewnatrzkomérkowych i/lub wydziel-
niczych, poczatkowo identyfikowanych jako komérkowe
biatka wiazace immunosupresyjny lek — cyklosporyne
A [117]. Cyklofiliny naleza do rodziny peptydylo-prolilo-
wych cis-trans izomeraz, katalizujacych izomeryzacj¢ wia-
zan peptydowych, a ich r6zne izoformy maja podobna se-
kwencje w centralnych domenach wiazacych cyklosporyne.
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Cyklofilina B zawiera sekwencje sygnatowa kierujaca ja
do ER, a takze ulega wydzielaniu pozakomérkowemu [94]
i odgrywa wazna role w zapaleniu, infekcjach wirusowych
i procesach nowotworowych [117]. Nie wykazuje zadnych
podobienstw strukturalnych do CRTAP i P3H1. Bachinger
[4] stosujac czgsciowo oczyszczony enzym wykazat in vitro
3-krotny wzrost szybkosci zwijania si¢ prokolagenu typu
II1, sugerujac, ze izomeryzacja wiazan X-Pro z postaci cis
do trans jest czynnikiem ograniczajacym fatdowanie tan-
cuchéw. Role CyPB w fatdowaniu taficuchéw potwierdzi-
li in vivo Steinmann i wsp. [95].

U myszy z wytaczonym genem PPIB (Ppib™), kodujacym
CyPB, wystgpita zredukowana masa ciata, kifoza i obni-
zona gestos¢ kosci [26]. Nieprawidtowa struktura fibryli
kolagenowych w tkance podskornej i zwiotczenie skéry
sugeruja, ze CyPB spetnia istotna funkcje w biosynte-
zie kolagenu nie tylko w tkance kostnej. Wczesniej dono-
szono, ze mutacje w genie PPIB powoduja autosomalna
recesywna chorobg u koni, znang jako HERDA, charak-
teryzujaca si¢ nadmierna rozciagliwoscia skory i blizno-
waceniem, jednakze patomechanizm molekularny choro-
by byt nieznany [101].

Mutacje w genie PPIB i brak lub zmniejszenie ilosci cy-
klofiliny B u ludzi sa przyczyna wrodzonej tamliwosci
kosci typu IX z objawami podobnymi do opisanych wy-
zej typéw (VII i VIII) choroby, spowodowanych mutacja-
mi w genach kodujacych pozostate sktadniki kompleksu
(CRTAP i P3H1). U niektérych oséb z Ol typu IX wyste-
puje jednak tagodniejszy przebieg choroby (nie wystepu-
je rizomelia i drastyczne hamowanie wzrostu); gesto$¢
kosci wykazuje wyzsze wartosci [(—1,3) — (=3,9) w ska-
li Z-score] w poréwnaniu do OI typéw VII i VIII [(-6) —
(=7)]116,8,78,102,113]. U bliZniat z mutacja w kodonie start
genu PPIB nie wykazano ekspresji cyklofiliny B, a feno-
typ byt umiarkowanie tagodny [7]. W przeciwiernistwie do
mutacji w genach LEPRE] i CRTAP powodujacych brak
lub o prawie 90% obnizong 3-hydroksylacje Pro986 w ko-
lagenie typu I, przy braku CyPB wykazano znacznie niz-
sz redukcje ilosci 3-Hyp, natomiast podobnie jak w nie-
obecnosci P3H1 i CRTAP kolagen ulegal zwigkszonej
4-hydroksylacji reszt prolilowych i 5-hydroksylacji reszt
lizylowych [102]. Ostatnie badania wykazaly, ze sktadni-
ki kompleksu P3H1/CRTAP/CyPB pelnig takze funkcje
biatek opiekuriczych kolagenu, a zaburzenie tych funkcji
moze mie¢ bardziej istotne znaczenie w etiologii OI niz
brak 3-hydroksylacji proliny [48]. Prawdopodobnie biatka
tego kompleksu wiaza si¢ z niesfatldowanymi taficuchami
prokolagenowymi w celu utworzenia trihelikalnej struk-
tury prokolagenu i hamuja tworzenie fibryli in vitro, su-
gerujac, ze moga one zapobiegaé przedwczesnej agregacji
czasteczek kolagenu w czasie ich wydzielania z komoérek.
Cyklofilina B bierze udzial w wydzielaniu prokolagenu ra-
zem z HSP47 [94]. Jak wczesniej wspomniano mutacje ze-
rowe (null) w jednym z genéw CRTAP/LEPRE] powoduja
brak obu biatek (P3H1 i CRTAP) bez wptywu na CyPB,
co sugeruje wigkszy stopien niezaleznosci tego biatka od
pozostatych sktadnikéw kompleksu P3H1/CRTAP/CyPB
[78,102]. Choi i wsp. [26] uwazaja jednak, ze brak ktérego-
kolwiek ze sktadnikéw tego kompleksu powoduje w znacz-
nym stopniu utratg¢ zdolnosci wiazania cyklofiliny B z ko-
lagenem. Nieznane sa rowniez warunki dziatania jej jako
peptydylo-prolilowej cis-trans izomerazy; mozliwe, ze

stabilny dimer CRTAP/P3H]1 asocjuje z CyPB i przenosi
ja do substratu w miejsce wyznaczone przez 3-Hyp [79].

Alternatywny mechanizm dziatania cyklofiliny B moze do-
tyczy¢ jej udziatu w retrotranslokacji nieprawidtowo sfat-
dowanego kolagenu do cytosolu w celu jego degradacji
z udziatem proteasomu [30,90]. U myszy z brakiem CyPB
kolagen umiejscowiony w ER moze sugerowaé opdzZnie-
nie jego modyfikacji i wydzielania lub usuwania do cy-
tosolu w celu degradacji. CyPB jest rowniez sktadnikiem
innego kompleksu wystepujacego w ER, w sktad ktérego
wchodzi PDI, BiP i kalretikulina [62]. Kompleks ten, po-
dobnie jak P3H1/CRTAP/CyPB, utatwia fatdowanie i za-
pobiega agregacji fancuchéw prokolagenowych, a znacze-
nie CyPB jest szczegdlnie istotne we wczesnych etapach
fatdowania taiicuchéw i inicjacji tworzenia potréjnej he-
lisy kolagenu [89].

Barnes i wsp. [7] donosili z kolei, ze w fibroblastach os6b
z umiarkowanie ci¢zkimi objawami OI i brakiem CyPB,
modyfikacje potranslacyjne kolagenu typu I i szybkos¢
tworzenia potrdjnej helisy byty prawidtowe, co moze su-
gerowac, ze CyPB nie jest swoista izomeraza kolagenu
typu L. Przypuszcza sig, ze inne biatko — FKBP65, wiaza-
ce si¢ z kolagenem, moze petnié rolg giéwnej peptydylo-
-prolilowej cis-trans izomerazy lub ze oba biatka FKBP65
i CyPB maja podobne funkcje. Poniewaz u 0séb z OI, u kt6-
rych nie wykryto zmian w tworzeniu trihelikalnej struktu-
ry kolagenu, nie ulegat zmianie kompleks P3H1-CRTAP
i 3-hydroksylacja kolagenu, przypuszcza sig, ze ta mody-
fikacja powoduje zmiang konformacji kolagenu, utatwiajac
wigzanie FKBP65. Istnieja réwniez doniesienia, ze biat-
ko FKBP65 pefni role biatka opiekuniczego w ER, nato-
miast jego aktywnos$¢ jako peptydylo-prolilowej cis-trans
izomerazy nie jest znaczaca w tworzeniu potréjnej helisy
prokolagenu [48,118]. Odkryte ostatnio mutacje w genie
kodujacym biatko FKBP65 sa przyczyna OI o fenotypie
podobnym do IX typu choroby uwarunkowanego muta-
cjami w genie PPIB.

ZNACZENIE 3-HYDROKSYLACII INNYCH TYPOW KOLAGENU

Wszystkie badania przyczyn OI koncentruja si¢ na ko-
lagenie typu I, natomiast brak lub redukcja ilosci biatek
modyfikujacych kolagen moze si¢ wiaza¢ z zaburzeniem
metabolizmu i funkcji réwniez innych kolagenéw, w mo-
dyfikacjach ktérych biora one udziat. U myszy pozbawio-
nej biatka CRTAP wykazano nie tylko brak 3-hydroksyla-
cji proliny w pozycji 986 w kolagenie typu I, ale réwniez
w kolagenie typu V i II [5]. Poniewaz kolagen typu V pel-
ni wazna role w regulacji Srednicy wtdkien kolagenowych
[56], brak tej modyfikacji moze mie¢ zwigzek z niepra-
widtowa struktura fibryli kolagenowych i zaburzona ich
mineralizacja. U dzieci z recesywna postacia OI jednym
z objawoéw klinicznych jest silnie ograniczony wzrost, co
moze by¢ skutkiem zmiany struktury i modyfikacji (m.in.
braku 3-hydroksylacji) kolagenu typu II wystgpujacego
gtéwnie w chrzastce.

Weis i wsp. [111] probowali okresli¢ miejsca 3-hydroksyla-
cji proliny w innych kolagenach witékienkowych. Tylko 1-2
reszt 3-Hyp wystgpuje w kolagenie typu I 1 II 1 3—6 reszt
w kolagenie typu V i XI; najwigksza ich ilos¢ wystepuje
natomiast w kolagenie IV, w ktérym moze stanowi¢ 10%
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zawartosci reszt 4-Hyp. Oprécz reszt Pro986 w taricuchach
al kolagenéw typu Ii I i o2 kolagenu typu V, 3-hydrok-
sylacji ulegaja reszty proliny w pozycji 707 w tarficuchu o2
kolagenu typu I, a1 kolagenu typu II i taricuchach o2 ko-
lagenu typu V oraz Pro944 w al(Il) i a2(V). W kolage-
nie typu III, mimo wystgpowania domeny konserwatywnej
z reszta proliny w pozycji 992, nie wykryto tej modyfikacji
u ludzi. Ze wzgledu na specyficzne rozmieszczenie reszt
3-Hyp w odlegtosci zblizonej do okresu D, uwaza sig, ze
odgrywaja one wazna rol¢ w tworzeniu struktur ponadcza-
steczkowych przez tworzenie wigzan wodorowych migdzy
czasteczkami kolagenu [91,111]. Takie interakcje moga by¢
réwniez wlaczone w tworzenie dimeréw prokolagenu [86],
ktére sa lepszym substratem C-propeptydazy prokolage-
nowej niz pojedyncze czasteczki [44].

White i wsp. [112] wykazali wptyw zmian 4-hydroksyla-
cji kolagenu w sekwencji GXPGER na swoisto$¢ wiaza-
nia kolagenu z powierzchnia komoérki. Zmniejszenie lub
brak ilosci 3-Hyp, podobnie jak zmiany ilosci 4-Hyp, moze
prowadzi¢ do zaburzenia specyficznych interakcji kola-
genu z bialkami istotnymi w procesie tworzenia si¢ kosci
i ich mineralizacji.

MUTACJE W GENACH KODUJACYCH BIALKA OPIEKUNCZE KOLAGENU

Wigkszos¢ biatek bioracych udzial w modyfikacjach po-
translacyjnych kolagenu spetnia jednoczesnie rolg biatek
opiekuniczych, ktérych zadaniem jest zapobieganie przed-
wczesnej agregacji i/lub nieswoistych interakcji fanicuchow
prokolagenowych [20,70]. Niektére z nich, np. HSP47 czy
P4H sa swoiste dla kolagenu, podczas gdy inne (kalnek-
syna, BiP, GRP94, PDI) sa mniej swoiste [65,83]. U my-
szy pozbawionych genéw niektdérych biatek opiekuiczych
dochodzito do wzrostu retencji wewnatrzkomoérkowej i de-
gradacji kolagenu, a w konsekwencji do zmniejszonej ilo-
Sci wydzielanego kolagenu [45,75].

HSP47 kodowane przez gen SERPINH1

HSP47 petni role biatka opiekuniczego prokolagenu typu
I, jednak mechanizm jego dziatania nie jest doktadnie po-
znany [47,70,83]. Chociaz biatko to moze asocjowac z lan-
cuchami prokolagenowymi, preferowanym substratem jest
domena potréjnej helisy prokolagenu [60]. HSP47 wiaze sig¢
przejsciowo z prokolagenem w ER i monitoruje integral-
nos¢ potréjnej helisy kolagenu w czasie jego wydzielania
z ER do sieci cis aparatu Golgiego i tam oddysocjowuje;
przy jego braku zwigksza si¢ szybkos$¢ przemieszczenia
kolagenu z ER do aparatu Golgiego i ulega zmianie jego
konformacja. Wylaczenie genu SERPINHI, kodujacego
to biatko, powoduje $§mieré myszy w stadium embrional-
nym [82]. Ilos¢ dojrzatego kolagenu byta znacznie zre-
dukowana we wszystkich tkankach mysich, a prokolagen
typu I wydzielany przez fibroblasty byt wrazliwy na nie-
swoiste proteazy w temperaturze 37°C. Prokolagen ulegat
trawieniu w réznych miejscach, najwczesniej w regionie
dziatania kolagenazy, sugerujac ze biatko HSP47 wiaze
si¢ ze specyficznymi miejscami potréjnej helisy kolage-
nu; Koide i wsp. [60] sugerowali, ze miejsca te sa bogate
w reszty argininy. Z powodu zmian strukturalnych proko-
lagenu w miejscu dziatania N-proteinazy, sekrecja i kon-
wersja prokolagenu typu I do tropokolagenu byta réwniez
zaburzona [82].

Mutacja wykryta u pacjenta w genie SERPINH I (Leu78Pro)
warunkowata OI o bardzo powaznym fenotypie typu III
[27]. Biatko opiekuricze HSP47 ulegato degradacji z udzia-
fem proteasomu, a prokolagen typu I akumulacji w apa-
racie Golgiego; ten ktéry ulegt sekrecji byt, podobnie jak
u myszy, wrazliwy na proteazy (podobnie kolagen typu
III). Nie wykazano natomiast zmian w modyfikacjach po-
translacyjnych kolagenu. Jak zmiany w ekspresji HSP47
przektadaja si¢ na fenotyp OI pozostaje niejasne, prawdo-
podobnie wskutek nieprawidlowej struktury wydzielane-
go do ECM kolagenu moze dojs¢ do zaburzenia proceséw
fibrylogenezy i mineralizacji.

FKBP65 kodowane przez gen FKBP10

Innym biatkiem, wiazacym si¢ z kolagenem typu I, w kt6-
rym wykryto mutacje jest FKBP65 kodowane przez gen
FKBP10 [2,55]. Nalezy do rodziny biatek FKBP, petnia-
cych funkcje peptydylo-prolilowych cis-trans izomeraz
i biatek opiekunczych. W nieobecnosci biatka, podob-
nie jak w przypadku mutacji w genie kodujacym HSP47,
dochodzi do akumulacji wewnatrzkomérkowej kolagenu.
Biatko to, podobnie jak HSP47, wchodzi w interakcje za-
réowno z niesfaldowanymi taiicuchami, a takze z potrdjna
helisa kolagenu i zapobiega przedwczesnej asocjacji cza-
steczek prokolagenu w ER. Funkcje HSP47 nie moga by¢
jednak zastapione przez FKBP65, poniewaz — jak juz wspo-
mniano — wylaczenie genu kodujacego HSP47 u myszy
jest letalne [82]. Fenotyp pacjentéw z mutacjami w genie
FKBP10, podobnie jak w genie SERPINH 1, jest porow-
nywalny do typu III o cigzkim przebiegu choroby, chociaz
jest tagodniejszy niz w przypadku mutacji w genach kodu-
jacych sktadniki kompleksu (CRTAP/LEPRE1/PPIB) [55].

Muracia w GENIE kopulacym BMP-1

Metaloproteinazy BMP1/mTLD odgrywaja wazna role
w regulacji aktywnosci i funkcji wielu bialek syntety-
zowanych w postaci nieaktywnych prekursoréw [39]. Sa
odpowiedzialne za potranslacyjna obrébke i dojrzewa-
nie wielu bialek ECM. Biatko morfogenetyczne kosci 1
(BMP-1) petni funkcj¢ C-proteinazy prokolagenu [EC
3.4.24.19], biorac udzial w usuwaniu C-konicowego propep-
tydu [67]. BMP-1 i jego dluzsza izoforma mTLD (mam-
malian Tolloid), nazwana z powodu podobienistwa struk-
turalnego do biatka tolloid wykrytego u Drosophila, sa
produktami alternatywnego sktadania mRNA genu BMPI,
zlokalizowanego na chromosomie 8p21.3 [96]. Biatka
BMP-11mTLD sa zaliczane do grupy zwanej metalopro-
teinazy BMP1/TLD-podobne, do ktdrej naleza jeszcze dwa
biatka TLL1 (Tolloid-like protein 1) i TLL2 (Tolloid-like
protein 2), kodowane przez geny umiejscowione na chro-
mosomach 4 i 10. Chociaz wszystkie cztery biatka maja
aktywnos$¢ C-proteinazy prokolagenu, najwigksza aktyw-
no$¢ proteolityczng przy usuwaniu C-propeptydu proko-
lagenu typu I wykazuje BMP-1 [85]. Metaloproteinazy
BMP1/TLD-podobne biorg réwniez udziat w konwersji in-
nych typéw prokolagenéw (II, III 1 V) do kolagenéw oraz
w aktywacji oksydazy lizylowej [14,39]. Ponadto, wiele
innych czynnikéw i biatek wydzielanych do ECM (m.in.
chordyna) sa substratami tych enzyméw [39].

U rodzenstwa z bardzo cigzkim przebiegiem choroby,
porownywalnym z deformujacym typem III, wykryto
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Ryc. 1. Rola biatek, w ktdrych wykryto mutacje
w recesywnej Ol, w syntezie i procesach
potranslacyjnych kolagenu (schemat).
Kompleks biatek P3H1/CRTAP/CyPB uczestniczy
w 3-hydroksylagji kolagenu w pozycji 986
i petni role biatek opiekuriczych kolagenu.
(yPB wiaze sie zaréwno z pojedynczymi
tacuchami, biorac udziat w izomeryzagji
wigzan peptydowych X-Pro (podobnie jak
FKBP65) i inicjacji tworzenia potrdjnej helisy,
jak réwniez z potréjna helisa kolagenu
(razem z HSP47 i prawdopodobnie FKBP65)
w celu jego ochrony w czasie wydzielania.
Po wydzieleniu prokolagenu dochodzi do
odciecia propeptydéw z udziatem N-proteinazy
i C-proteinazy (biatka BMP-1), a nastepnie
asocjacji monomeréw we wiokna kolagenowe
i ich stabilizacji wigzaniami poprzecznymi
(skréty wyjasniono w tekscie)

recesywna mutacj¢ Phe249Leu, umiejscowiona w kon-
serwatywnej domenie proteazy biatka BMP1/mTLD [74].
Mutacja ta hamowata proteolityczna aktywnos¢ BMP-1
i uposledzata proces dojrzewania kolagenu. Monomery
kolagenu typu I z nieodcigtymi C-propeptydami nie moga
by¢ wbudowane do wtdkien kolagenowych [53]. Jezeli jed-
nak ulegna asocjacji z czasteczkami kolagenu o strukturze
prawidtowej, zaburzajq proces fibrylogenezy, a utworzone
wiokna kolagenowe charakteryzuja si¢ obnizona wytrzyma-
toscia mechaniczng. Ponadto, ze wzgledu na wystgpowanie
mutacji w domenie katalitycznej proteazy BMP1/mTLD,
zaburzony zostaje prawdopodobnie proces proteolityczny
innych biatek (m.in. prokolagenéw typu II, IITi V) i akty-
wacji oksydazy lizylowej [39]. Fenotyp myszy pozbawio-
nej genu BMP-1 byt tagodniejszy, nie stwierdzono defor-
macji kosci, natomiast wspélnym objawem wystepujacym
u pacjentéw z wykryta mutacja i u myszy pozbawionej
obu kopii genu BMP1 byta przepuklina pgpkowa. Stopien
uposledzenia procesu konwersji prokolagenu do kolagenu
byl réwniez mniejszy u myszy, co moglo wynikaé z za-
stapienia funkcji BMP-1 przez inne proteazy z rodziny

metaloproteinaz BMP1/TLD-podobnych. Nalezy dodac,
ze mutacje wystgpujace w taiicuchach pro-ol lub pro-a2
prokolagenu typu I w miejscu rozpoznawanym i trawio-
nym przez BMP-1 warunkuja znacznie tagodniejszy fe-
notyp niz mutacje biatka enzymatycznego BMP-1 [68].
Odkrycie mutacji w genie BMP1, warunkujacej recesyw-
na posta¢ Ol o bardzo cigzkim przebiegu choroby, podkre-
$la znaczaca role tego biatka i proceséw, w ktérych bierze
udziat, w homeostazie kosci.

Podsumowanie znaczenia biatek, w ktérych wykryto mu-
tacje u pacjentéw z osteogenesis imperfecta, w biosyntezie
i procesach potranslacyjnych kolagenu przedstawia ryc. 1.

IMUTACJE W GENACH KODUJACYCH BIALKA NIEWPLYWAJACE NA
KOLAGEN

PEDF kodowany przez gen SERPINF1

Odkrycia mutacji w OI dokonane w 2011 roku doty-
czyly genu SERPINF1 kodujacego czynnik pochodzacy
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z nabtonka barwnikowego siatkéwki (PEDF — pigment
epithelium derived factor) [12,46,104]. Czynnik ten jest
glikoproteing o masie czasteczkowej 50 kDa, nalezaca po-
dobnie jak HSP47 do rodziny serpin — inhibitoréw prote-
az serynowych, aczkolwiek w przypadku tych biatek nie
wykazano aktywnosci inhibitorowej [29]. PEDF jest bial-
kiem wielofunkcyjnym i jednym z najsilniejszych inhi-
bitoréw angiogenezy u ludzi [76,98]. Mutacje wykryte
w genie SERPINF'I u 0séb z wrodzong tamliwoscia kosci
dowodza réwniez waznej jego roli w homeostazie kosci
[12,46,104]. Fenotyp dzieci z mutacjami zerowymi (null)
w tym genie jest podobny do OI typu III, wystepuja zta-
mania i deformacje kosci dtugich, niski wzrost i znacznie
obnizona ggstos¢ kosci. Wyniki badan histologicznych
kosci okazaty si¢ zbiezne z opisanymi w 2002 roku przez
Glorieuxa i wsp. [43] w OI typu VI o nieznanym wéwczas
podtozu genetycznym. Podobnie jak opisane wyzej muta-
cje w biatkach opiekunczych, mutacje w PEDF nie wpty-
waja na modyfikacje potranslacyjne kolagenu, natomiast
w odréznieniu od nich nie zmieniajg struktury ani sekre-
cji kolagenu. W oparciu o te wyniki trudno wytlumaczy¢
dlaczego brak tego biatka jest przyczyna tamliwosci ko-
Sci. Jak dotad nie ma doniesien o jego funkcji wewnatrzko-
morkowej jako biatka opiekunczego, wiadomo natomiast,
ze ulega sekrecji i akumulacji w ECM, wiazac si¢ m.in.
z kolagenem typu I [76]. Badania ekspres;ji i roli PEDF do-
wiodly jego udzialu w tworzeniu i remodelowaniu kosci
u myszy; ekspresje czynnika wykazano w osteoblastach,
chondrocytach i w mniejszym stopniu w osteoklastach
[1,98]. Czynnik PEDF hamuje réznicowanie osteoklastéw
i resorpcje kosci poprzez regulacje ekspresji osteoprote-
geryny [1]. Jego silne dziatanie inhibitorowe przeciwsta-
wia si¢ z proangiogeniczna aktywnoscia czynnika VEGF
(vascular endothelial growth factor). Po sekrecji i zwia-
zaniu si¢ PEDF z kolagenem istotny jest bilans migdzy
ekspresja obu czynnikéw; brak PEDF moze prowadzi¢ do
nadmiaru, w miejscach aktywnego remodelowania kosci
i w plytce nasadowej, komorek prekursorowych osteokla-
stéw i wzmozonej resorpcji kosci [17,76]. Poniewaz u oséb
z typem VI Ol wystepuja zaburzenia mineralizacji, mozli-
we ze PEDF odgrywa role w regulacji tego procesu [46].

Czynnik transkrypcyjny SP7/Osterix

Ostatnim genem, w ktérym wykryto mutacj¢ u dziecka
z objawami Ol jest gen SP7/0SX kodujacy czynnik trans-
krypcyjny SP7/Osterix o istotnym znaczeniu w dojrze-
waniu i funkcjonowaniu osteoblastéw i procesie koscio-
tworzenia [66]. U myszy z wytaczonym genem SP7/0SX
wykazano obnizong ekspresj¢ markeréw kosciotworzenia

PismiennicTwo

i nie dochodzito do réznicowania osteoblastéw [84].
Charakterystyczng cecha kliniczna, zaréwno u myszy po-
zbawionej genu jak i u dziecka z wykryta mutacja w tym
genie, bylo znaczne wygigcie kosci [66]. Osterix jest biat-
kiem charakteryzujacym si¢ obecnoscia trzech tandeméw
domen Cys2-His2 wiazacych DNA i zawierajacych palec
cynkowy w ich C-koricu [38]. Mutacja wykryta u dziecka
dotyczyta delecji 81 aminokwaséw od C-korica, waczajac
W nie motyw trzeciego palca cynkowego [66]. Zmutowany
czynnik ulega degradacji z udzialem proteasomu, jezeli
jednak nie ulegnie catkowitej degradacji, jego wiazanie
z DNA moze ulec zmianie, a w konsekwencji zaburzona
zostanie regulacja transkrypcji genéw swoistych dla oste-
oblastéw. Odkrycie to dodaje nowe locus do réznorodnych
genéw warunkujacych Ol i ujawnia, ze SP7/0SX odgrywa
znaczaca role w rozwoju kosci réwniez u ludzi.

PobpsumowaNIE

Mechanizmy wiaczone w patogenezg OI z mutacjami w ge-
nach niekolagenowych sa jeszcze stabo poznane. Poczatkowo
sadzono, ze brak 3-hydroksylacji kolagenu typu I, wskutek
mutacji biatek kompleksu P3H1/CRTAP/CyPB, stanowi
zasadniczy element patomechanizmu, jednakze wykaza-
na aktywnos¢ biatek kompleksu jako biatek opiekuriczych
wydaje si¢ mie¢ dominujace znaczenie. Brak aktywnosci
tego kompleksu czy innych biatek opiekuriczych: HSP47
i FKBP65 wptywa destrukcyjnie na jakos¢ syntetyzowa-
nego kolagenu i jego funkcje; moze tez spowodowac stres
w ER i apoptoz¢ komdrek. Brak lub redukcja ilosci tych bia-
tek moze sig¢ wiazac z zaburzeniem metabolizmu i funkcji
réwniez innych kolagenéw, w modyfikacjach ktérych biora
one udziat. Fenotyp 0s6b z mutacjami genéw niekolageno-
wych jest poréwnywalny do najci¢zszego przezywalnego
i letalnego typu choroby uwarunkowanego mutacjami ge-
néw kolagenowych. Mutacja biatka BMP-1, wykazujacego
wlasciwosci proteolityczne, warunkuje duzo gorszy feno-
typ niz mutacje wystgpujace w prokolagenie typu I w miej-
scu dziatania enzymu. W $wietle ostatnich odkry¢é muta-
cji w genach SERPINF1 i SP7/0SX w fenotyp OI wydaje
si¢ by¢ wlaczony patomechanizm niezwigzany ze zmia-
nami w syntezie i procesach potranslacyjnych kolagenu.
Poniewaz wigkszos¢ biatek, w ktérych wykryto mutacje,
peti wiele niezaleznych funkcji zaréwno wewnatrz- jak
i zewnatrzkomoérkowych, fenotyp ,.kruchych kosci” moze
wynika¢ z zaburzen proceséw jeszcze niepoznanych a de-
terminujacych strukturg i wytrzymato§¢ mechaniczng ko-
Sci. Trzeba dodad, ze w znacznej grupie chorych, u ktérych
nie wykryto mutacji w genach kolagenowych, podtoze mo-
lekularne nie jest dotad znane.
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