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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Epitop Gala1-3Gal (Galal-3GalB1-4GlcNAc-R), ktérego synteza jest katalizowana przez o.1,3-
galaktozylotransferazg (ot1,3GT), jest strukturg cukrowag powszechnie wystepujaca na powierzch-
ni komoérek wigkszosci ssakéw z wyjatkiem wyzszych naczelnych: matp czitekoksztattnych, matp
makakowatych i ludzi. Organizmy gatunkow, ktére nie maja epitopu Galol-3Gal, wytwarzaja
naturalne przeciwciata skierowane przeciw antygenowi Galal-3Gal. Obecnos¢ tych przeciw-
cial u ludzi jest gléwna przeszkoda w wykonywaniu przeszczepéw odzwierzecych. Brak anty-
genu Galo1-3Gal jest spowodowany inaktywacja genu kodujacego ot1,3-galaktozylotransferaze.
W genomie czlowieka i matp bezogoniastych obecny jest pseudogen o sekwencji homologicz-
nej do sekwencji genu kodujacego aul,3-galaktozylotransferaze¢, zawierajacy wiele mutacji punk-
towych oraz delecji, ktére zmieniaja rame odczytu. U czlowieka wystgpuje kilka wariantowych
form mRNA tego genu, z ktérych wigkszos¢ nie zawiera eksonu kodujacego region katalitycz-
ny. Skutkiem tych zmian jest brak aktywnego biatka.

epitop Galoi1-3Gal » o1,3-galaktozylotransferaza « pseudogen < GGTA1  ksenoprzeszczep

Key words:

Summary

The Gala1-3Gal epitope (Galo1-3Galf1-4GlcNAc-R) is an oligosaccharide determinant present
on the cell surface of most mammalian species with the exception of the higher primates, inclu-
ding Old World monkeys, apes, and humans. The synthesis of Galo1-3Gal epitope is catalyzed
by a1,3-galactosyltransferase (01,3GT). Inactivation of the a1,3GT gene in humans and the pro-
duction of natural anti-Gala1-3Gal antibodies against the Gala1-3Gal epitope has resulted in the
formation of a unique immunological barrier that prevents the transplantation of tissues and or-
gans from Gala1-3Gal-positive animals to humans. The gene encoding a1,3-galactosyltransferase
in higher primates is inactive due to point mutations and deletions leading to a change of reading
frame. The human transcript of this gene consists of several splicing variants, most of which does
not contain an exon encoding the catalytic domain. Thus no active protein is produced.

Galo1-3Gal epitope * o1,3-galactosyltransferase ¢ pseudogene ¢ GGTA1 * xenotransplant
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a1,3GT - a1,3-galaktozylotransferaza; GGTA1 - gen kodujacy glikozylotransferaze

UDP-Galaktozo: B-galaktozylo - o.1-3-galaktozylotransferaze (ou1,3-galaktozylotransferaze);
UPG - nieprzetworzony pseudogen; PPG - przetworzony pseudogen; pz - para zasad.

WePRoWADZENIE

Epitop Gala1-3Gal (zwany tez aGal; Gala 1-3Galf1-
4GlIcNAc-R) wystepuje u bakterii i pierwotniakéw, a takze
u ssakow, w tym nizszych naczelnych (Strepsirrhini, naczel-
ne zamieszkujace Madagaskar i Komory, np. lemur wari,
maki ztoty, galago), wyrakowatych (Zarsiidae, drapiezne na-
czelne zamieszkujace Azj¢ Potudniowo-Wschodnia, np. wy-
rak upiér) i matp Nowego Swiata (Platyrrhini, matpy szero-
konose wystepujace w Ameryce Potudniowej i Srodkowej,
np. kapucynka czubata, wyjec czarny). Epitop ten jest nie-
obecny u matp waskonosych (Catarrhini), w tym u malp
makakowatych, zwanych tez ogoniastymi (Cercopithecidae,
np. makak, pawian), matp cztekoksztattnych, zwanych tez
matpami Starego Swiata lub bezogoniastymi (Hominoidea,
np. szympans, goryl, orangutan, gibon) i ludzi. Epitop
Gala1-3Gal wystepuje na glikolipidach i glikoproteinach
erytrocytéw, a takze komoérek nabtonka uktadu naczynio-
wego, btony §luzowej przewodu pokarmowego i narzadu
nosowo-lemieszowego [20]. Nieobecnos¢ tego epitopu jest
skutkiem ewolucyjnych zmian, w wyniku ktérych gen ko-
dujacy oul,3-galaktozylotransferaze (GGTA) przestal kodo-
wac biatko zdolne do biosyntezy epitopu Galal-3Gal [12].

0t1,3-GALAKTOZYLOTRANSFERAZA

Epitop Gala1-3Gal jest syntetyzowany przez ol1,3-
galaktozylotransferazg (UDP-Galaktozo: 3-galaktozylo-
al,3-galaktozylotransferaze, a1,3GT, EC 2.4.1.151). Enzym
ten kalalizuje przeniesienie reszty galaktozy z UDP-Gal na
glikosfingolipidy lub glikoproteiny zawierajace koficowe
reszty GalP1-4GlcNAc-R, przytaczajac ja wiazaniem o1-3
[2] (ryc. 1). al,3-galaktozylotransferaza zaliczana jest do
rodziny szoéstej glikozylotransferaz (GT6).

Enzymy nalezace do tej rodziny przenosza resztg galaktozy
lub N-acetylogalaktozaminy z urydylodifosforanu na tan-
cuchy cukrowe z utworzeniem wigzania o1-3 [15]. 1,3-
galaktozylotransferaza zaliczana jest do transferaz zacho-
wujacych (,retaining”) konfiguracj¢ anomeryczna reszty
cukrowej zwiazanej z nukleotydem. W tym przypadku
enzym zachowuje konfiguracjg , ktéra jest obecna w cza-
steczce UDP-D-galaktozy.

al,3-galaktozylotransferaza, podobnie jak inne glikozy-
lotransferazy, jest bialkiem transmembranowym typu II.
Zbudowana jest z krétkiego N-koricowego odcinka cy-
toplazmatycznego, domeny transmembranowej i czgsci

C-konicowej zawierajacej centrum aktywne enzymu, skie-
rowanej do Swiatla aparatu Golgiego [29].

KLINICZNE ZNACZENIE ANTYGENU O(GAL | PRZECIWCIAL ANTY-GAL

Ssaki naczelne, ktérych komoérki nie maja na powierzch-
ni epitopu Galol-3Gal, wytwarzaja naturalne przeciwcia-
1a skierowane przeciwko tej determinancie. Stanowig one
okoto 1% przeciwcial IgG wystepujacych w osoczu ludzi
[10]. Przeciwciata te powstaja w wyniku kontaktu z drob-
noustrojami, a prawdopodobnie takze z zywnosScia [28].
Wykazuja one podobieristwo do izoaglutynin anty-A i an-
ty-B wystepujacych u ludzi w przypadku nieobecnosci de-
terminanty A lub B (antygenéw uktadu grupowego ABO).
Wykazano, ze u 0s6b chorych na choroby pasozytnicze, ta-
kie jak choroba Chagasa, leiszmanioza lub malaria, wyste-
puje podwyzszone st¢zenie przeciwcial anty-Galal-3Gal,
co sugeruje rol¢ tych przeciwcial w obronie przed paso-
zytami [1,33].

Inaktywacja genu kodujacego a1,3-galaktozylotransferaze
u ludzi oraz wytwarzanie naturalnych przeciwciat rozpo-
znajacych determinantg Galol-3Gal tworzg barier¢ immu-
nologiczna, ktéra jest gtéwna przeszkoda w wykonywa-
niu przeszczepéw odzwierzecych, poniewaz przeciwciata
anty-Galol-3Gal sa odpowiedzialne za ostre odrzucanie
ksenoprzeszczepéw pochodzacych od dawcéw Galal-
3Gal-pozytywnych [6]. Odrzucenie ksenoprzeszczepu
jest wynikiem lizy komoérek w wyniku aktywacji dopet-
niacza oraz niszczenia komorek przez makrofagi i komor-
ki NK w wyniku cytotoksycznosci zaleznej od przeciw-
cial (ADCC - antibody-dependent cellular cytotoxicity)
[29]. Medyczne i etyczne powody uniemozliwiaja uzycie
organéw pochodzacych od innych naczelnych, dlatego tez
prowadzi sig badania pozwalajace na transplantacje orga-
néw pochodzacych od Swini. Zwierzgta te sg potencjalnie
najlepszymi dawcami organéw ze wzgledu na podobny do
ludzkich rozmiar narzadéw [34]. Obecnos¢ u ludzi prze-
ciwciat anty-Galo1-3Gal, ktére rozpoznaja epitop Galol-
3Gal obecny na powierzchni komérek §wini wywotuje ostra
odpowiedz uktadu odpornosciowego i prowadzi do odrzu-
cenia przeszczepionego narzadu [9].

Podejmowane sa préby tworzenia zwierzat transge-
nicznych przez zablokowanie genu kodujacego ol,3-
galaktozylotransferazg. Sharma i wsp. wykazali, ze ko-
morki homozygotycznej Swini, pomimo inaktywacji genu
GGTA1, maja na powierzchni epitop Galo1-3Gal, co §wiad-
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Ryc. 1. Schemat reakdji katalizowanej przez or1,3-galaktozylotransferaze (glikozylotransferaze UDP-Galaktozo: 3-galaktozylo-o1-3-galaktozylotransferaze,

EC2.4.1.151)

Tabela 1. Geny kodujace o1,3-galaktozylotransferaze

Gen Alternatywna nazwa Lokalizacja Obecnosc intronéw GenBank Ensembl
GGTAT UrG 9933-q34 tak AL359644 ENSG0000020
GGA1P PPG 12q14-q15 nie NG_002767 -

czy o tym, ze al,3-galaktozylotransferaza nie jest jedynym
enzymem zdolnym do syntezy epitopu Gala1-3Gal [35].
Enzymem, ktéry prawdopodobnie odpowiada za synte-
z¢ potaczenia Galal-3Gal u zwierzat z inaktywowanym
genem GGATI, jest syntaza glikosfingolipidu iGb3, kt6-
ra rowniez nalezy do rodziny széstej glikozylotransferaz
[30]. Izoglobozyd iGb3 jest neutralnym glikosfingolipi-
dem o wzorze strukturalnym GalNAcB1-3Galol-3GalP1-
4GlcP1-Ceramid. U cztowieka enzym ten jest nieaktywny
w wyniku mutacji obecnych w regionie katalitycznym [5].

GENY KODUJACE O(1,3-GALAKTOZYLOTRANSFERAZE

W genomie cztowieka wystepuja dwa homologiczne geny
kodujace al,3-galaktozylotransferazeg, umiejscowione na
chromosomach 9 i 12. Oba zawieraja kilka mutacji zmie-
niajacych rame odczytu i powodujacych powstanie przed-
wczesnego kodonu stop oraz wiele mutacji, ktére powodu-
ja zmiang reszt aminokwasowych. Gen umiejscowiony na
chromosomie 9 (9q33-q34) wykazuje taka sama organizacje
ekson-intron jak aktywny gen a1,3-galaktozylotransferazy.
Gen ten nazywany jest GGTAI, HGT-10 lub UPG (unpro-
cessed pseudogene, nieprzetworzony pseudogen). Gen
na chromosomie 12 (12q14-q15) powstal w wyniku prze-
ksztalcenia pozbawionej intronéw czasteczki mRNA ko-
dujacej a1,3GalT w cDNA, a nastgpnie wbudowania tej
czasteczki do chromosomu 12. Gen ten zawiera wszyst-
kie eksony wystgpujace w genie GGTAI u gatunkéw, kté-
re maja epitop Gala1-3Gal i nazywany jest GGTAIP lub
PPG (processed pseudogene, przetworzony pseudogen)
[18]. Podsumowanie danych na temat genéw kodujacych
al,3-galaktozylotransferaze umieszczono w tabeli 1.

Numeracja sekwencji genu GGTAI u réznych gatunkéw
jest trudna, poniewaz geny cztowieka i matp waskonosych
zawieraja insercje, ktére sa nieobecne w genach koduja-
cych aktywne biatka. Dlatego w niniejszej pracy zastoso-
wano numeracj¢ reszt aminokwasowych taka jak w genie
krowy (standardowy gen kodujacy aktywne biatko), na-
tomiast nukleotydy numerowane sg tak jak w genie ludz-
kim. Nalezy zwrdcié uwage, ze podziat intronéw i ekso-

néw w sekwencji zamieszczonej w bazie danych Ensembl
jest taki jak w publikacji Lanteri i wsp. [22].

IVIOLEKULARNA CHARAKTERYSTYKA GENU GGTA1

U gatunkéw, u ktérych wystepuje epitop Galol-3Gal, gen
kodujacy al,3-galaktozylotransferaze¢ sktada si¢ z dziewig-
ciu eksonéw, z ktérych pierwsze trzy nie ulegajq translacji.
Ekson 9 koduje najwigksza czgs$¢ regionu katalitycznego
enzymu. U gatunkéw, ktére nie maja epitopu Galal-3Gal,
ekson 1 nie wystgpuje. Diugos¢ taiicucha polipeptydowego
u gatunkéw, ktére maja epitop Galal-3Gal, wynosi okoto
370 reszt aminokwasowych. Homologia sekwencji amino-
kwasowych czesci katalitycznej genéw kodujacych aktyw-
ne enzymy wynosi okoto 70% [41].

Mutacje w eksonie 6 i 8, a zwlaszcza przedwczesna ter-
minacja laricucha polipeptydowego, sa giéwnymi przy-
czynami powodujacymi utrat¢ aktywnosci enzymu [23].
Najwieksze znaczenie majq delecje; w poréwnaniu do genu
krowy, ktéry koduje aktywne biatko, u cztowieka, goryla
i szympansa znajduja si¢ trzy jednonukleotydowe delecje,
a u orangutana dwie [22]. Jezeli przyjmiemy jako pocza-
tek genu pierwszy nukleotyd z kodonu ATG, to delecje te
s3 umiejscowione w pozycji 240 (ekson 6) oraz 767 i 845
(ekson 8; numeracja wedtug sekwencji genu cztowieka).
Delecja w pozycji 240 znajduje si¢ we fragmencie eksonu
6, ktéry nie ma odpowiednika w eksonie krowy; fragment
ten jest insertem znajdujacym si¢ migdzy 74 a 75 reszta
aminokwasowa genu krowy. Nastgpne delecje odpowiada-
ja resztom aminokwasowym 248. 1 274. w sekwencji genu
krowy (ryc. 2) [22]. Delecje w pozycjach 240, 767 i 845
wystepuja u cztowieka i szympansa, natomiast u oranguta-
na nie ma delecji 767. Delecja w pozycji 240 zmienia rameg
odczytu, co prowadzi do inaktywacji domeny katalitycz-
nej biatka [23] oraz powoduje pojawienie si¢ trzech kolej-
nych kodonéw stop w pozycjach 106, 108 i 139 (ekson 7)
oraz dalszych pigciu w pozycjach 156, 184, 208, 211, 247
(ekson 8). Dodatkowo w eksonach 6, 7 i 8 obecne s3 liczne
mutacje, ktére powoduja zmiang reszt aminokwasowych,
z tym ze nie maja one znaczenia z powodu wczesniejsze;j
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numer reszty aminokwasowej: 74 <+ 75 248 260 274

numer nukleotydu: del 240 del 767 800 del 845
stop
gatunki, ktére majq epitop Gala1-3Gal:
« krowa GAA GCC TAC GAA
- kapucynka GAA GCC TAC GAA
gatunki, ktore nie majq epitopu Gala1-3Gal:

- orangutan -AC GCC TAG CA-
» cztowiek -AC GC- TAG CA-

Ryc. 2. Schemat budowy ludzkiego genu GGTA 1 wraz z wariantami splicingowymi i delecjami powodujacymi zmiane ramy odczytu. Czerwonymi
kropkami zaznaczono przedwczesne kodony stop. Zaznaczono tez kodon stop w pozycji 260, ktéry byt prawdopodobna przyczyna utraty aktywnosci
biatka kodowanego przez gen GGTA 1. U gatunkéw, ktre nie maja epitopu Gala1-3Gal, wystepuje dodatkowy ekson niepodlegajacy translacji,
zaznaczony szarym kolorem. Dodatkowy ekson 6a, obecny u ludzi i matp waskonosych, zaznaczono czerwonym kolorem. Numeracja nukleotydéw

wedtug genu cztowieka, numeracja reszt aminokwasowych wedtug genu krowy

zmiany ramy odczytu. Wszystkie te mutacje powoduja, ze
transkrypt zawierajacy wszystkie eksony nie moze kodo-
wac biatka o aktywnos$ci enzymatycznej. Sekwencja nu-
kleotydowa 5’-fragmentu eksonu 8 o dtugosci 370 pz czto-
wieka wykazuje jedna réznicg w stosunku do sekwencji
odpowiedniego genu szympansa, 10 réznic w stosunku do
sekwencji orangutana, 23 réznice w stosunku do sekwen-
cji wyjca i 46 réznic w stosunku do sekwencji krowy [12].
Istnieje teoria, ze gen GGTAI przestat kodowac aktywne
biatko w wyniku pojawienia si¢ kodonu stop w pozycji 260
w eksonie 8 (nukleotyd 800 u cztowieka) [17].

Transkrypt genu GGTAI u czlowieka powinien zawierac 8
eksonow, jednak transkryptu takiego nie udato si¢ sklono-
waé z mRNA czlowieka ani matp Starego Swiata [19,22].
Sklonowano natomiast i zbadano sekwencje transkryptu, kt6-
ry zawiera eksony 1-6 oraz dodatkowy region na 3’-koncu
o dtugosci 801 nukleotydéw. Sekwencja tego regionu jest
homologiczna do srodkowej czgsci intronu 6 (od 4262 do
5063 nukleotydu), ktéra na potrzeby tej pracy mozna nazwaé
eksonem 6a [22]. Ten fragment genu zawiera konsensowy
sygnat poliadenylacji (AATAA, od pozycji 5039), w wyni-
ku czego nastgpuje przyltaczenie ogona poly (A) do 3’-kon-
ca jadrowego mRNA, natomiast sekwencja splicingowa na
5’-koricu nie jest kanoniczna (AG/CT). Wydaje sig, ze do
terminacji transkryptu o1,3GalT dochodzi w wyniku dzia-
fania wewnatrzintronowego sygnatu poliadenylacji, ktéry
jest obecny w intronie siddmym. Nastgpnie Srodkowy frag-
ment tego intronu (od 4361 do 5163 nukleotydu) jest dota-
czany do eksonu széstego [22]. Ekson 6a zawiera kodon stop
(TGA) w pozycji 4265, czyli na 5’-koricu. Schemat wszyst-
kich eksonéw genu GGTAI wraz z mozliwymi formami spli-
cingu, delecjami i kodonami stop przedstawiono na ryc. 2.

W bazie danych GenBank UniGene EST (Expressed
Sequence Tag) znajduja si¢ sekwencje 49 transkryptow
homologicznych do genu GGTAI czlowieka. Wigkszos¢
z tych sekwencji zawiera eksony 1-6a, a tylko dwie zawie-
raja eksony 1-8. Sugeruje to, ze w czasie alternatywne-
go sktadania powstaja oba typy mRNA, w sktad ktérych
wchodza eksony 1-8 i 1-6a, z tym ze transkrypt 1-8 zo-
staje zdegradowany, prawdopodobnie w wyniku procesu
degradacji mRNA niosacego przedwczesny kodon stop
(NMD - nonsense-mediated mRNA decay). Jest to pro-
ces kontroli jakoSci mRNA, ktéry powoduje zniszczenie
czasteczek mRNA zawierajacych przedwczesne kodony
stop (PTC — premature termination codon). Dzigki temu
mechanizmowi z transkryptéw zawierajacych PTC nie po-
wstaja skrécone bialka, ktére mogtyby by¢ szkodliwe dla
komoérki [8]. Za przedwczesny kodon stop uwaza si¢ taki
kodon stop, ktéry znajduje sig¢ 50 pz lub dalej od miejsca
splicingu na 3’ koricu ostatniego eksonu [25].

Uwaza sig, ze w procesie NMD za rozpoznanie przedwcze-
snych kodonéw stop odpowiadaja biatka komplekséw po-
taczen migdzy eksonami (EJC — exon junction complex)
oraz biatka rodziny UPF, ktére aktywuja mechanizm de-
gradacji mRNA. Bialka EJC w czasie sktadania transkryp-
tu umiejscawiajg si¢ nieco powyzej kazdego miejsca tacze-
nia eksonéw i opuszczaja jadro razem z mRNA. Rybosom,
przesuwajac si¢ po mRNA w czasie translacji, usuwa ta-
kie kompleksy. Jezeli kodon stop pojawi si¢ w eksonie,
ktéry nie jest ostatni, kompleks EJC nie zostanie usunigty
z mRNA po pierwszej rundzie translacji, w wyniku czego
nastapi przytaczenie czynnikéw UPF [24]. Jezeli jednak
kodon stop wystepuje w ostatnim eksonie, ale pojawi sie
zbyt wczesnie, to dlugi nieulegajacy translacji fragment 3’
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moze spowodowaé wiazanie czynnikow UPF, a w konse-
kwencji destabilizacje i degradacje mRNA. W tym przy-
padku NMD jest przede wszystkim skutkiem przedwcze-
snego uwolnienia rybosoméw z mRNA, a czynnikiem,
ktéry moze do tego nie dopuscic jest szybka recyrkulacja
podjednostek rybosoméw oraz czynnikéw uwalniajacych.
To z kolei jest mozliwe tylko wtedy, kiedy kodon stop jest
polozony niedaleko od ogona poli-A [3].

W przypadku ludzkiego genu GGTA I, transkrypt sktada-
jacy sie z eksonéw 1-8 zawiera przedwczesny kodon stop
w eksonie 7 (ktéry jest przedostatni), co w Swietle powyz-
szych uwag moze uruchomi¢ mechanizm NMD i spowodo-
wac degradacje takiego transkryptu. W tej sytuacji wigk-
szo$¢ wykrywalnych transkryptéw genu GGTA! bylaby
jego alternatywnie ztozona forma, sktadajacg si¢ z eksondéw
1-6 oraz dodatkowego eksonu 6a. Zaleznos$¢ mig¢dzy alter-
natywnym sktadaniem i NMD oméwili Moore i Proudfoot
[31]. Warunkiem, ktéry musi by¢ spetniony, aby alterna-
tywne sktadanie mogto zaistnie¢, sa stabe (niekanonicz-
ne) sygnaty splicingowe i dtugos¢ intronu: im intron dtuz-
szy, tym wigksze prawdopodobiefistwo, ze zostanie z niego
,wykrojony” dodatkowy ekson [40]. W przypadku genu
GGTAI, sygnat splicingowy na 5’-koricu eksonu 6a jest
niekanoniczny; ponadto intron 6 ma dtugosé 7822 pz, jest
wigc dtuzszy niz przecigtny ludzki intron, ktérego dlugosé
wynosi okoto 3400 pz [7]. Mozna zaryzykowa¢ hipoteze,
ze degradacja mRNA genu GGTAI zawierajacego ekso-
ny 1-8 wptywa na spowolnienie transkrypcji, co z kolei
umozliwia rozpoznanie stabych sygnatéw splicingowych,
a tym samym wiaczanie eksonu 6a. Sygnatem, ktéry praw-
dopodobnie spowalnia transkrypcj¢, moga by¢ fragmen-
ty mRNA [42]. Takie sprzezenie zwrotne miedzy transla-
cja, transkrypcja i sktadaniem mRNA bylo juz wczesniej
sugerowane [14,16]. Przyktadem wptywu przedwczesne-
go kodonu stop na zmiang formy alternatywnego slicingu
moze by¢ iduronidaza, enzym bioracy udziat w degrada-
¢ji siarczanu heparanu. Mutacje w genie kodujacym ten
enzym powoduja mukopolisacharydoze typu I (chorobe
Hurlera). Wykazano, ze usunigcie przedwczesnego kodo-
nu stop powoduje pojawienie si¢ w transkrypcie dodatko-
wego eksonu, ktéry zawiera ten kodon [26].

Powstaje pytanie, dlaczego transkrypt zawierajacy eksony
1-6a nie ulega degradacji, mimo ze w eksonie 6a znajduje
si¢ kodon stop, ktéry mozna nazwac¢ przedwczesnym we-
dtug przedstawionych wyzej kryteriéw. Prawdopodobnie
gtéwna rolg odgrywa tu sygnat poliadenylacji, ktéry powo-
duje, ze transkrypt koniczy si¢ na eksonie 6a, a tym samym
wszystkie kompleksy EJC zostaja usunigte przez rybosom.
Dos¢ duza odlegtos¢ migdzy tym sygnatem i kodonem stop
(okoto 800 pz) najwyrazniej nie powoduje w tym przypad-
ku uruchomienia mechanizmu NMD. Nalezy zauwazy¢, ze
w bazie danych sekwencji EST krowy wsréd 70 transkryp-
téw nie ma ani jednego transkrytpu zawierajacego ekson
6a, co sugeruje, ze w tym przypadku do alternatywnego
splicingu nie dochodzi.

W genomie cztowieka znajduje si¢ pseudogen homolo-
giczny do genu GGTAI, ktéry réwniez koduje enzym na-
lezacy do rodziny 6 glikozylotransferaz. Jest to gen ko-
dujacy syntetaze Forssman, ktéra katalizuje przytaczenie
N-acetylogalaktozoaminy do N-acetylogalaktozoaminy
z utworzeniem wiazania a1-3 [43]. Taka struktura cukrowa

obecna na glikolipidach, nazywana antygenem Forssman,
wystepuje na powierzchni komérek wielu gatunkéw kregow-
cO6w (np. kura, szczur, pies). Struktura antygenu Forssman to
GalNAca1-3GalNAcB1-3Galol-4GalP1-4GleB1-Ceramid.
U czlowieka oraz matp waskonosych antygen ten nie wy-
stepuje, a przyczyna sa wielokrotne mutacje punktowe
obecne w genie kodujacym syntetaze Forssman. U czlo-
wieka gen ten sktada si¢ z 7 eksonéw; przy czym (w prze-
ciwienistwie do genu GGTAI) w transkrypcie obecne sa
wszystkie eksony [4]. Kodon stop znajduje si¢ w eksonie
7, w miejscu homologicznym do kodonu stop w genie psa,
nie ma natomiast dodatkowych kodonéw stop ani delecji
powodujacych zmiang ramy odczytu [43]. W bazie da-
nych GeneBank UniGene EST znajduja si¢ sekwencje 98
transkryptéw homologicznych do genu kodujacego syn-
tetaz¢ Forssman, z czego wigkszos$¢ zawiera eksony 1-7.
Sugeruje to, ze w komdrkach obecny jest pelny traskrypt
genu, ktéry moze petnic jakas rolg biologiczna [4]. Mozna
wigc wysunaé hipoteze, ze w tym przypadku alternatyw-
ny splicing oraz mechanizm NMD nie wystepuja, a przy-
czyna jest brak przedwczesnego kodonu stop.

EwoLucia cenu GGTA1

Epitop Galal-3Gal nie jest obecny u ryb, ptazéw, ga-
dow i ptakéw. Uwaza sig, ze struktura ta pojawita si¢ oko-
to 125 milionéw lat temu, zanim nastagpita dywergencja
torbaczy i ssakow tozyskowych (obie te grupy maja epi-
top Galal-3Gal) [29]. Strukturalne podobieristwo mig-
dzy genem GGTAI i genem ABO, ktéry koduje antyge-
ny grupowe krwi A i B wskazuje, Zze oba te geny powstatly
w wyniku duplikacji jednego genu [17,36]. Ewolucyjna
historie¢ genu kodujacego a1,3-galaktozylotransferaze za-
proponowali Koike i wsp. [20]. Zgodnie z ich hipoteza,
gen GGTAI zachowal funkcjonalno$¢ u nizszych naczel-
nych (Strepsirhrini) i malp szerokonosych (Platyrrhini).
Okoto 58 milionéw lat temu, po rozdzieleniu si¢ przod-
kéw malp 1 wyrakowatych, z genu GGTAI powstat w wy-
niku retropozycji pseudogen pozbawiony intronéw (pro-
cessed pseudogen, PPG albo GGTA1P). Prawdopodobnie
gen ten nie mogt ulega¢ transkrypcji ze wzgledu na nie-
obecnos¢ sekwencji regulatorowych. W przeciwienstwie
do funkcjonalnego genu GGTAI, pozbawiony intronéw
gen PPG nie podlegatl regutom selekcji naturalnej i zgro-
madzit wiele mutacji punktowych. Okoto 28 milionéw lat
temu GGTAI utracit zdolnos¢ do kodowania aktywnego
biatka, prawdopodobnie w wyniku pojawienia si¢ kodo-
nu stop w pozycji 260, stat si¢ pseudogenem (unprocessed
pseudogene — UPG) i zaczgly si¢ w nim gromadzi¢ muta-
cje punktowe (ryc. 3).

Przyczyna, dla ktérej jedyny znany przypadek utraty ak-
tywnos$ci genu kodujacego al,3-galaktozylotransferaze
zdarzyt si¢ u naczelnych, jest przedmiotem wielu kontro-
wersji. Wykazano, ze zablokowanie genu GGTAI powodu-
je przedwczesna za¢me u myszy [39], a Swinie pozbawio-
ne tego genu sa male, watle i trudne w hodowli [32]. Dane
te sugeruja, ze gen GGTAI odgrywa wazna rolg¢ w home-
ostazie gatunkéow Galol-3Gal-pozytywnych. Pomimo to,
utrata aktywnosci tego genu nastapita bez wyraznej szkody
dla organizméw matp waskonosych, co moze sugerowac, ze
al,3-galaktozylotransferaza zostata zastapiona przez inny
enzym lub enzymy. Istnieje mozliwos$¢, ze utrata antygenu
Gala1-3Gal byta zwigzana z malejacym znaczeniem wechu
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Gatunki, ktére majq
epitop Gala1-3Gal

Gatunki, ktore nie maja
epitopu Gala1-3Gal

Strepsirrhini  Tarsiidae Platyrrhini Catarrhini
nizsze naczelne wyrakowate matpy matpy waskonose
szerokonose
Cercopithecidae Homjnoidea .
makakowate atpy brak aktywnej
14 cziékoksztattne a1,3-galaktozylotransferazy
25 \ \ \
28,1 fe L
—r <— pojawienie si¢
genu UPG
40
57,6 <4— pojawienie si¢
genu PPG
63
lata [min]

Ryc. 3. Schemat ewolugji genu GGTA 1. Kolorem niebieskim zaznaczono gatunki, ktére maja niefunkcjonalny gen UPG (nie zawiera introndw),
zielong strzatka zaznaczono niefunkgjonalny gen PPG (zawiera introny). Wedtug [20]

w aktywnosci zyciowej tych zwierzat. Wykazano, ze w na-
btonku narzadu nosowo-lemieszowego u szczuréw (VNO —
vomeronasal organ), organu, ktdry bierze udziat w wykry-
waniu feromonéw, wystgpuje duzo epitopéw Galol-3Gal
[37]. U matp waskonosych i cztowieka narzad ten ulegt
zanikowi, podobnie jak zdolno$¢ do wykrywania feromo-
néw [13,27]. Zmniejszenie si¢ zaleznosci od wechu mogto
by¢ zwiazane z pojawieniem si¢ widzenia tréjbarwnego,
co odbywato si¢ prawie jednocze$nie z zanikiem narzadu
nosowo-lemieszowego [20]. Tak wigc mozna przedstawic
hipoteze, ze utrata epitopu Galol-3Gal mogta by¢ skut-
kiem tego, ze organizmy zaczely by¢ w wigkszym stop-
niu zalezne od wzroku, w zwiazku z czym zmyst wechu
(wraz z epitopami Gala1-3Gal) nie byt juz tak potrzebny.

Uwaza sig, ze zniknigcie epitopu Galol-3Gal byto zwia-
zane z silng presja ewolucyjna, ktérej byty poddane orga-
nizmy nalezace do naczelnych. Mozna zauwazy¢, ze presja
ta musiata zaistnie¢ tylko w Europie, Azji i Afryce (czy-
li w Starym Swiecie), poniewaz naczelne Nowego Swiata
nie utracily epitopu aGal. Przyczyna tej presji byta praw-
dopodobnie obecnos¢ epitopu Galol-3Gal na powierzchni
patogendéw [12,18]. Wykazano, ze naturalne ludzkie prze-
ciwciala anty-Galol-3Gal wiaza si¢ do lipopolisachary-
dow bakterii rodzajow Escherichia, Neisseria, Klebsiella
i Salmonella, a takze glikolipidéw i glikoprotein pierwot-
niakéw, takich jak Trypanosoma, Leishmania i Plasmodium
[11]. W tym przypadku, obecnos¢ przeciwciat anty-Galoul-
3Gal mogta odgrywac¢ wazna role w obronie przeciwko
tym patogenom [20].

Utrata epitopu Galol-3Gal przez naczelne Starego Swiata
mogta by¢ réwniez korzystna z innych wzgledéw, poniewaz
epitop Galal-3Gal oraz podobne do niego antygeny, obec-
ne na powierzchni komérek, moga stanowi¢ determinan-
ty rozpoznawane przez bakterie, wirusy lub pierwotniaki.
Przyktadem takich oddziatywan moze by¢ wigzanie endo-
toksyny z Clostridium difficile do epitopu Galo1-3Gal na po-
wierzchni komérek nabtonka jelit u chomika [21]. Réwniez
w tym przypadku, utrata epitopu Galol-3Gal mogta by¢ ko-
rzystna z punktu widzenia obrony przed tym patogenem [29].

Interesujacym przypadkiem ,,mikroewolucji”’, w wyniku
ktorej nastapita utrata epitopu Galol-3Gal, jest linia ko-
morkowa CHO komorek jajnika chomika chiniskiego (chine-
se hamster ovary). Organizmy tego gatunku, podobnie jak
wszystkie gryzonie, maja na powierzchni komoérek epitop
Gala1-3Gal, ale hodowane w laboratoriach komérki CHO
nie maja go [38]. Przyczyna tego jest prawdopodobnie to,
ze w latach szesédziesiatych ub.w. do hodowli komérek
uzywano ludzkiej surowicy, ktéra zawierala przeciwcia-
ta anty-Galo1-3Gal. Spowodowalo to wyselekcjonowa-
nie komdrek, ktére nie maja tego epitopu.

PobpsumowaNIE

Brak epitopu Gala1-3Gal u wyzszych naczelnych jest in-
teresujacym przyktadem ewolucyjnego zaniku cechy, kt6-
rej obecnos¢ nie okazata si¢ niezbgdna. Pojawienie si¢
przedwczesnego kodonu stop w genie kodujacych ol,3-
galaktozylotransferaze spowodowato dalsze zmiany w se-
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kwencji i transkrypcji genu, ktérych skutkiem jest brak
biatka kodowanego przez ten gen. Przedstawiona w ni-
niejszej pracy teoria, zgodnie z ktdra przyczyna obecno-
Sci u cztowieka skréconego transkryptu genu GGTAI byto
pojawienie si¢ przedwczesnego kodonu stop w eksonie 7,
ktére uruchomito mechanizm NMD oraz alternatywny
splicing, nie zostata na razie potwierdzona do§wiadczal-
nie i stanowi nasza autorska hipotezg.
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