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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) jest biatkiem szczegdlnie podatnym na
oksydacyjne modyfikacje. Na aktywno$¢ tego enzymu w duzym stopniu wptywaja modyfikacje re-
aktywnej reszty cysteinowej wystepujacej w centrum aktywnym (Cys-152). Modyfikacje te zachodza
m.in. w wyniku S-tiolacji, S-nitrozylacji lub w wyniku tworzenia wigzar disulfidowych prowadzacych
do agregacji. Oksydacyjne modyfikacje wptywaja nie tylko na glikolityczne wtasciwosci, ale takze
stymuluja udziat GAPDH w licznych procesach komérkowych. W pracy opisano w jaki sposéb mo-
dyfikacje Cys-152 wplywaja na przekierowanie $ciezki metabolicznej w komérce oraz przeksztatcaja
enzym szlaku glikolitycznego w czynnik proapoptyczny. Szczegélnie interesujgcym zagadnieniem
jest udziat GAPDH w regulacji ekspresji endoteliny 1 oraz nitrozylacji biatek jadrowych. W ostatnim
rozdziale opisano udziat GAPDH w procesach zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi.
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Summary

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is a key redox-sensitive protein, the acti-
vity of which is largely affected by oxidative modifications at its highly reactive cysteine residue
in the active site of the enzyme (Cys-152). These modifications occur as a result of S-thiolation, S-
-nitrosylation or disulfide bonds that lead to aggregate formation. The oxidative changes not only
affect the glycolytic function but also stimulate the participation of GAPDH in numerous cellular
processes. In this review we describe how thiol modification of Cys-152 in GAPDH re-routes meta-
bolic pathways in the cell and converts a metabolic enzyme into a pro-apoptotic factor. Especially
interesting issue is the participation of GAPDH in the regulation of expression of endothelin 1 and
nitrosylation of nuclear proteins. In the last section we describe involvement of GAPDH in the pro-
cesses associated with neurodegenerative diseases.

GAPDH . glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - oxidative stress - S-thiolation - S-glutathionylation
« S-nitrosylation - protein aggregation - neurodegenerative disease
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solowe biatko wiagzace sie z GAPDH w kompetycji z biatkiem Siah-1; GSH - glutation; p300/CBP
- biatko koaktywatorowe o aktywnosci acetylotransferazy histonowej; NLS - sygnat lokalizacji
jadrowej; PSH - biatka zawierajace grupy -SH; P-SOH - kwas sulfenowy biatka; P-SO,H - kwas
sulfinowy biatka; P-SO,H - kwas sulfonowy biatka; ROS - reaktywne formy tlenu, RNS - reaktywne
formy azotu; NPSH - niskoczasteczkowe zwigzki zawierajace grupy —SH; RSH - zwiazki tiolowe;

Siah-1 - ligaza ubikwityny E3.

Wsrep

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH,
EC 1.2.1.12) jest enzymem biorgcym udzial w jednym
z etapéw szlaku glikolitycznego. Wystepuje w komérkach
w bardzo duzych stezeniach np. w drozdzach GAPDH sta-
nowi okoto 20% catkowitej puli biatek rozpuszczalnych
(okoto 240 uM), u krélika enzym ten wystepuje najobficiej
w mie$niach szkieletowych i stanowi ponad 10% wszyst-
kich biatek cytoplazmatycznych (okoto 75 uM); dwukrot-
nie mniej jest go w mie$niu sercowym, a czterokrotnie
mniej w watrobie, mézgu i nerkach [52]. Enzym ten zali-
czany jest do tzw. enzyméw metabolizmu podstawowego
(housekeeping enzyme) czyli takich, ktére zaangazowane
sa w procesy najistotniejsze dla przezycia komérki i ule-
gajacych ekspresji na stosunkowo statym, niezmiennym
poziomie w wiekszosci tkanek organizmu.

Przeprowadzone w ostatnich latach badania wskazuja, ze
GAPDH jest enzymem zaangazowanym nie tylko w dostar-
czanie komdrce energii, ale jest biatkiem wielofunkcyj-
nym bioracym udzial w wielu niezaleznych procesach, ta-
kich jak: fuzja bton plazmatycznych i jadrowych [36,40,46],
tworzenie cytoszkieletu [46,59], powstawanie i transport
pecherzykdéw sekrecyjnych [8,46,58], translacyjna i trans-
krypcyjna kontrola ekspresji gendw [46,50,57], utrzyma-
nie integralno$ci DNA [3,19,46]. Ponadto zmodyfikowana
oksydacyjnie GAPDH uczestniczy w indukcji apoptozy
[9,14,26,27,41,42,46,54]. Wiele badar wskazuje na udziat
dehydrogenazy w patogenezie choréb neurodegeneracyj-
nych zwiazanych z wiekiem np. w chorobie Alzheimera,
Parkinsona [9,14,15,27,28].

Mimo tak wielu funkcji i réznego umiejscowienia w ko-
mérce (cytoplazma, jadro komérkowe, mitochondria,
aparat Golgiego, wewnetrzna btona komérkowa) ludzka
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego ma tylko
jeden funkcjonalny gen zlokalizowany na chromosomie

12 (12p13.31). Analizy genetyczne potwierdzity wystepo-
wanie w réznych tkankach organizmu tylko jednego ro-
dzaju matrycowego RNA dla GAPDH [22].

Udziat GAPDH w tak wielu réznych procesach komdérko-
wych zwigzany jest z potranslacyjnymi modyfikacjami
tego enzymu, ktére determinuja m.in. przemieszczanie
sie w obrebie struktur komérkowych [26,29,52,54]. Jed-
nym z czynnikéw indukujgcych modyfikacje GAPDH jest
stres oksydacyjny i nitrozacyjny [9,29,41,42,54].

Ze wzgledu na duza zawarto$¢ w komdrce oraz wyjatkowa
wrazliwo$é na oksydacyjne modyfikacje, dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego uwazana jest za jedno
z gléwnych biatek w najwiekszym stopniu uszkadzanych
w wyniku dzialania stresu oksydacyjnego [29].

CzynNIKI WYWOLUJACE OKSYDACYJNE MODYFIKACJE BIALEK

Oksydacyjne modyfikacje biatek zachodza na skutek stre-
su oksydacyjnego, ktéry moze sie pojawi¢ w komdrkach
podczas zaburzenia proceséw fizjologicznych, w wyniku
dziatania czynnikéw zewnetrznych, takich jak promienio-
wanie jonizujgce, ultradzwieki, ksenobiotyki. Gléwnymi
utleniaczami w organizmie sg: reaktywne formy tlenu
(ROS) - anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru,
rodnik hydroksylowy, rodniki nadtlenkowe oraz reaktyw-
ne formy azotu (RNS) - tlenek azotu, nadtlenoazotyn.

Przed toksycznym dziataniem ROS i RNS organizmy wy-
ksztalcity dwa antyoksydacyjne systemy obronne: nie-
enzymatyczny i enzymatyczny. Do pierwszego zaliczamy
niskoczgsteczkowe zwiazki antyoksydacyjne, takie jak:
glutation (gtéwny reduktor, powszechnie wystepujacy
w komdrce), witamina C i E, B-karoten oraz biatka np.
albumina. Druga linie obrony stanowig enzymy antyok-
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sydacyjne: katalaza, dysmutazy, peroksydazy, glutaredok-
syna i tioredoksyna. Poziom poszczegdlnych enzymdéw
w komdérce moze by¢ regulowany w zalezno$ci od potrzeb
komérki i rodzaju czynnika stresogennego.

W warunkach réwnowagi oksydoredukcyjnej, ROS i RNS
uwalniane w ilociach bezpiecznych dla komérki odgry-
waja role mediatoréw i regulatoréw wielu proceséw ko-
mérkowych [5].

RoLA RESZT CYSTEINOWYCH W DEHYDROGENAZIE ALDEHYDU
3-FOSFOGLICERYNOWEGO

W komérce dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowe-
go wystepuje gléwnie w cytoplazmie w postaci homote-
trameru o masie czgsteczkowej okoto 143 kDa. Niewielka
pula enzymu moze takze wystepowad w postaci homodi-
meru (mitochondria) oraz monomeru (jadro komérkowe)
[9]. Stwierdzono, ze aktywny katalitycznie jest jedynie
enzym wystepujacy w postaci tetrameru [39].

Kazda podjednostka GAPDH zlozona jest z pojedyncze-
go taricucha polipeptydowego zbudowanego z 335 reszt
aminokwasowych. Badania strukturalne pozwolity wy-
odrebnié¢ w podjednostkach dwie domeny funkcjonalne:
domene katalityczna (reszty aminokwasowe 152-314) oraz
domene wiazacg koenzym NAD* (reszty aminokwasowe
1-151, 315-335) [31,32,46] (ryc. 1). Aktywno$¢ glikolityczna
enzymu zwigzana jest gtéwnie z dwiema resztami amino-
kwasowymi: Cys-152 oraz His-179.

Ryc. 1. Struktura homotetrameru GAPDH z whudowanym koenzymem
NAD+- i zaznaczonymi cysteinami (Cys152) wystepujacymi
w centrach aktywnych podjednostek Qi R. Kazda z czterech
podjednostek wybarwiona innym kolorem. Grafika wykonana zostata
zwykorzystaniem systemu wizualizacji Chimera VSCF na podstawie
krystalograficznej struktury ludzkiej GAPDH; PDB ID 1znq [31]

Cysteina 152 wystepuje w centrum aktywnym enzymu
i jest bezposrednio zaangazowana w reakcje przeksztat-
cania aldehydu 3-fosfoglicerynowego do 1,3-bifosfogli-
cerynianiu. Umiejscowiona jest w duzej kieszeni miedzy
domena katalityczna, a domena wiazaca NAD". W natyw-
nej czgsteczce grupa -SH tej cysteiny jest dostepna dla
rozpuszczalnika (solvent-exposed) stad moze wchodzié
w reakcje z niskoczasteczkowymi zwigzkami, takimi jak:
DTNB, S-nitrozoglutation, jodoacetamid [41,42]. Wykazuje
takze duzg reaktywno$¢ z ROS i RNS, co w konsekwencji
prowadzi do utraty aktywno$ci enzymatycznej enzymu
[34,47,48,49]. W wyniku oddziatywania z dodatnio nata-
dowana His-179, reszta Cys-152 charakteryzuje sie niskim
pK_, ktére wynosi okoto 5,4 (tzn. w pH 7,4 wystepuje w po-
staci anionu -S°) [37]. Oksydacyjnie zmodyfikowana Cys-
152 indukuje proces agregacji GAPDH, wptywa na czwar-
torzedowa strukture enzymu, m.in. obnizajac stabilno$é
tetrameru, a takze inicjuje przemieszczanie sie GAPDH
do jadra komérkowego [2,10,41,42,53,54].

Oprécz Cys-152 w podjednostce ludzkiej dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego wystepuja jeszcze dwie
inne reszty cysteinowe. Jedna z nich jest umiejscowiona
w pozycji 156, natomiast druga w pozycji 247. Obydwie
leza w wewnetrznych, hydrofobowych obszarach cza-
steczki i sg niedostepne dla rozpuszczalnika. Ulegajg oksy-
dacyjnym modyfikacjom dopiero wtedy, gdy wczesniej
dojdzie do zmian konformacyjnych biatka. Cysteina 156
lezy w odleglosci okoto 7,5 A od cysteiny 152. Stwierdzo-
no, ze pod wplywem czynnikéw utleniajacych, takich jak
np. nadtlenek wodoru miedzy obiema cysteinami moga
tworzy¢ sie mostki disulfidowe (ryc. 5) [6,30].

UTLENIANIE RESZT CYSTEINOWYCH

Reaktywne formy tlenu i azotu sa silnymi elektrofila-
mi i w pierwszej kolejnosci reaguja z grupami tiolowymi
(-SH), hydroksylowymi (-OH) i aminowymi (-NH,) wy-
stepujacymi w biomolekutach, takich jak DNA i biatka.
Grupa tiolowa (-SH) ze wzgledu na obecno$¢ siarki jest
najsilniejszym nukleofilem. W zwigzku z tym tiole (RSH),
do ktérych zaliczamy biatka zawierajace grupy -SH (PSH)
oraz niebiatkowe, niskoczasteczkowe zwigzki zawierajace
grupy -SH (NPSH), ulegaja znacznie szybciej utlenianiu
w poréwnaniu ze zwigzkami zawierajacymi grupy hy-
droksylowe lub aminowe [20].

Warto$¢ pK, grup tiolowych wigkszo$ci zwigzkéw wy-
stepujacych w cytoplazmie jest wyzsza niz 8, co umozli-
wia utrzymanie tych grup w warunkach fizjologicznych
w postaci uprotonowanej, w znacznym stopniu nieak-
tywnej w wewnatrzkomérkowym pH [23]. Przyktadem
jest cysteina i glutation, ktérych warto$¢ pK, wynosi
odpowiednio 8,3 i 8,8 [59]. Jednak reszty cysteinowe
niektérych biatek charakteryzujg sie znacznie nizszy-
mi warto$ciami pK_, np. dla transferazy siarkowej war-
to$¢ pK, wynosi 3,5, a dla fosfatazy tyrozynowej okoto
5,3. Zwiazane jest to z wystepowaniem w ich najblizszym
otoczeniu dodatnio natadowanych reszt aminokwaso-
wych, takich jak histydyna, lizyna lub arginina [6,60].
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Ryc. 2. Oksydacyjne modyfikacje grup tiolowych w biatkach. Grupy tiolowe biatek s bardzo wrazliwe na oksydacyjne modyfikacje wywotane dziataniem
reaktywnych form tlenu (ROS) oraz reaktywnych form azotu (RNS). Produktami utleniania reszt cysteinowych moga by¢: kwasy sulfenowe (a), sulfinowe
(b) oraz kwasy sulfonowe (c). Utlenianie grup tiolowych biatek moze prowadzi¢ do powstawania mostkéw disulfidowych miedzy grupami —SH réznych
zasteczek biatka (d, miedzyczasteczkowe wiazania disulfidowe) lub miedzy grupami —SH w obrebie tej samej czasteczki biatka (d; wewnatrzczasteczkowe
wiazania disulfidowe). Reakcje miedzy grupami tiolowymi biatek a niskoczasteczkowymi zwiazkami, takimi jak glutation (e) lub cysteina (f) prowadza do
powstania mieszanych disulfidow. Pod wptywem reaktywnych form azotu grupy tiolowe biatek ulegaja S-nitrozylagji (g) (wg [18] za zgoda wydawnictwa)

W fizjologicznym pH grupy tiolowe tych biatek ulegaja
dysocjacji (reakcja 1) w wyniku czego powstaje anion
tiolanowy (P-S7), ktdry jest znacznie bardziej reaktyw-
ny niz forma uprotonowana.

P-SH < P-S"+H’ (1)

Grupy tiolowe w biomolekutach moga ulega¢ jedno- lub
dwuelektronowym reakcjom utlenienia. W wyniku jedno-
elektronowej reakcji utlenienia powstaje rodnik tiylowy
(PS’) (reakcje 2-4).

P-SH+0,” +H'—=PS +H,0, (2)
2P-SH+H,0, — 2PS"+ 2H,0 (3)
P-SH + ‘OH — PS’ + H,0 (4)

Rodnik tiylowy moze wchodzi¢ w wiele reakgji, jednak
w warunkach tlenowych najczesciej oddziatuje z anio-
nem tiolanowym (reakcja 6). Ostatecznie prowadzi to do
powstawania anionorodnika disulfidowego, ktéry w re-
akeji z tlenem przeksztatca sie do disulfidu, a dodatkowo
produktem tej reakcji jest anionorodnik ponadtlenkowy
(reakcja 7).

2PS'—PSSP (5)
PS +P-S~ —PSS""P (6)
PSSP +0,—>PSSP+0,~ (7)

Dwuelektronowa reakcja utleniania grup tiolowych pro-
wadzi do powstania reaktywnego, niestabilnego kwasu
sulfenowego (P-SOH, siarka na 0 stopniu utlenienia), ktry
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w wyniku dalszego utleniania moze zosta¢ przeksztatco-
ny do kwasu sulfinowego (P-SO_H, siarka na +2 stopniu
utlenienia) oraz kwasu sulfonowego (P-SO,H, siarka na +4
stopniu utlenienia) (ryc. 2).

PS” +H,0, — PSOH + H,0, (8

Kwas sulfenowy moze nastepnie oddziatywaé z grupa-
mi tiolowymi biatek lub niskoczasteczkowych zwigzkéw
tworzgc produkty potaczone stabilnymi wigzaniami di-
sulfidowymi (reakcja 9).

PSOH + RSH — PSSR + H,0 ©)

W biatkach wigzania disulfidowe i kwasy sulfenowe po-
wstate w wyniku utleniania reszt tiolowych mogg ulegad
redukcji np. w reakcji z niskoczasteczkowymi tiolami.
Kwasy sulfinowe i sulfonowe powstajace na skutek duzego
stresu oksydacyjnego nie ulegajg redukcji w warunkach
fizjologicznych [5,6].

W réznych rodzajach komérek wzgledna zawarto$é réznych
tioli (RSH) jest prawie jednakowa, natomiast wyrazne réz-
nice istniejg miedzy komérka a plazmg. Wewnatrz komdrek
poziom NPSH (gtéwnie glutationu) jest znacznie nizszy niz
poziom heterogennej populacji biatek tiolowych (gtéwnie
GAPDH, kinaza keratynowa). W $rodowisku pozakomdrko-
wym (plazmie) biatka tiolowe zasadniczo reprezentowane
sa tylko przez albuminy (kt6re maja tylko jedna grupe SH),
natomiast poziom niebiatkowych zwigzkéw tiolowych (cy-
steina, cysteinoglicyna, glutation oraz homocysteina) jest
znacznie wyzszy [17,18,20].

Gléwnymi biatkami komérkowymi, w ktérych modyfikacji
ulegaja reszty cysteinowe podczas stresu oksydacyjnego sa:
aktyna, kinaza keratynowa, anhydraza weglanowa III, de-
hydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, fosforylaza
glikogenu, S-transferaza glutationu oraz hemoglobina [5].

S-TIOLACJA BIALEK

S-tiolacja biatek polega na utworzeniu mostkéw disulfido-
wych miedzy grupami tiolowymi bialek, a niskoczastecz-
kowymi zwigzkami tiolowymi (25,55). Gdy glutation utwo-
rzy addukt z grupg tiolowa biatka (biatko-S-S-glutation),
S-tiolacja czesto okreslana jest mianem S-glutationylacji. Ze
wzgledu na to, ze glutation w komérkach zwierzecych jak
i ro§linnych wystepuje w bardzo duzych stezeniach (w ko-
morkach ssakéw jego stezenie miesci sie w zakresie 1-10
mM) S-glutationylacja biatek przewaza nad innymi mody-
fikacjami reszt cysteinowych z udziatem innych niskocza-
steczkowych zwigzkéw tiolowych [17,18,20].

Do utworzenia mieszanych disiarczkédw biatko-S-S-gluta-
tion prowadza dwa mechanizmy (ryc. 3) [17,18]. Pierwszy
znich polega na tworzeniu wigzania disiarczkowego miedzy
zredukowanym glutationem, a utlenionymi produktami po-
wstatymi na reszcie cysteinowej biatka, takimi jak: rodnik
tiylowy (P-S7), kwas sulfenowy (P-SOH) lub S-nitrozotiole
(P-SNO) (ryc. 3, szlak b, ¢, e). Drugi mechanizm S-gluta-

tionylacji zwigzany jest z oddzialywaniem jakie zachodzi
miedzy réznymi postaciami utlenionego glutationu (rodnik
tiylowy glutationu - GS'; S-nitrozoglutation - GSNO; kwas
sulfonowy glutationu - GSOH) a grupami -SH biatek (ryc.
3,szlak b, d, a) [4,17,18].

W komdrce S-tiolacja biatek pojawia sie w warunkach
umiarkowanego stresu oksydacyjnego, ale moze pojawié
sie takze w warunkach fizjologicznych, gdy zachowana jest
réwnowaga oksydoredukcyjna (w tzw. komdrkach spoczyn-
kowych). Stwierdzono, ze okoto 1% wszystkich biatek ko-
mdérkowych ulega S-tiolacji. Poziom ten moze gwattow-
nie wzrosngé w ciagu zaledwie kilku minut w komérkach,
w ktérych dojdzie do gwattownego wytworzenia ROS np.
na skutek wybuchu tlenowego [11,45].

S-tiolacja wptywa na wlasciwosci funkcjonalne biatek. Jest
procesem odwracalnym majacym duze znaczenie fizjo-
logiczne, gdyz chroni grupy -SH przed nieodwracalnymi
modyfikacjami np. do kwaséw sufinowych i sulfonowych,
bardzo czesto kosztem chwilowej utraty aktywno$ci biolo-
gicznej biatek [12,56].

Pierwsze dowody potwierdzajace udziat S-tiolacji w ochro-
nie biatek przed nadmiernym i przedtuzajgcym sie stresem
oksydacyjnym w komdrkach dostarczyli Dominici i wsp.
[21]. Obecnie dane na ten temat sg bardziej precyzyjne. Na
podstawie wielu prac wiadomo, ze S-glutationylacja biatek
reguluje aktywno$¢ biatek zwiazanych ze szlakami sygna-
lizacji komérkowej, uczestniczy w utrzymaniu réwnowagi
oksydoredukcyjnej, reguluje homeostaze wapniowg oraz
aktywno$¢ kanatéw jonowych. Ponadto reguluje proces
fatdowania biatka oraz chroni enzymy glikolityczne przed
nieodwracalnymi uszkodzeniami [17,18].

Wreyw S-TIOLACJI NA WEASCIWOSCI FUNKCJONALNE DEHYDROGENAZY
ALDEHYDU 3-FOSFOGLICERYNOWEGO

Badania przeprowadzone na komérkach ssakéw, a takze na
komérkach drozdzy Sacharomyces cerevisiae wskazuja, ze pod
wplywem nadtlenku wodoru GAPDH ulegata inaktywacji
gtdéwnie przez S-glutationylacje reszty cysteinowej wyste-
pujacej w centrum aktywnym i zaangazowanej w reakcje
katalizy. Jest to odwracalna modyfikacja reszty cysteinowe;j
i dzieki temu chroni enzym przed nieodwracalnym prze-
ksztatceniem reaktywnej Cys-152 do kwasu sulfinowego
i sulfonowego. Ponadto S-glutationylacja zmienia punkt izo-
elektryczny dehydrogenazy z 8,1 do 6,9 (co oznacza ze w pH
7,4 tadunek biatka zmienia sie na bardziej ujemny) [29].

Inhibicja aktywnosci glikolitycznej dehydrogenazy alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego na skutek S-tiolacji moze by¢
korzystna dla komérek, gdyz moze nastapi¢ przekierowa-
nie glukozo-6-fosforanu ze szlaku glikolitycznego na szlak
pentozofosforanowy (ryc. 5). Szlak pentozofosforanowy
jest gléwnym Zrédlem wytwarzania NADPH w cytosolu
komérek Eukaryota. NADPH jest donorem elektronédw
zaréwno dla reduktazy glutationowej jak i dla redukta-
zy tioredoksyny, zatem jest niezbedny w przywracaniu
i utrzymaniu réwnowagi redoks w cytosolu [24,44,45,56].
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Ryc. 3. Mechanizmy prowadzace do S-glutationylacji i detiolacji S-glutationylowanych biatek (deglutationylacji). S-glutationylacja biatek moze zachodzic w reakgji
grup —SH biatek z utleniona forma glutationu (GSSG) (a), S-nitrozoglutationem (GSNO) lub innymi utlenionymi formami glutationu, takimi jak np. kwas
sulfenowy glutationu (d). Grupy tiolowe biatek pod wptywem reaktywnych form tlenu (ROS) moga zostac przeksztatcone do rodnika tiylowego (b) lub
kwasu sulfenowego (c) nastepnie moga utworzy¢ wiazanie disulfidowe z glutationem (b i ¢). S-glutationylacja biatek moze nastapic takze w reakcji rodnika
tiylowego glutationu z grupami —SH biatek. Katalizatorem tej reakji jest glutaredoksyna (Grx) (b'). Biatka, ktore wczesniej ulegty S-nitrozylacji moga
ulec S-glutationylagji z jednoczesnym uwolnieniem tlenku azotu (e). Procesem odwrotnym do S-glutationylagji biatek jest deglutationylacja i przebiega
z udziatem oksydaz biatkowo-disulfidowych np. glutaredoksyny (f) (wg [18] za zgoda wydawnictwa)

Badania Ralsera i wsp. wykazaty, ze obnizenie aktywnosci
GAPDH 0 20% spowodowalo znaczny wzrost poziomu me-
tabolitéw szlaku pentozofosforanowego (NADPH) [44]. Na
podstawie modelowych obliczett matematycznych osza-
cowano, ze przy dwudziestoprocentowej inhibicji GAPDH
stosunek NADPH/NADP wzrasta z 6,5 do 19 [44]. Po ustg-
pieniu stresu oksydacyjnego zredukowany glutation i tio-
redoksyna przywracajg aktywno$¢ katalityczng GAPDH
co w konsekwencji aktywuje proces glikolizy [5]. Wedtug
Cerne i wsp. opisany powyzej proces zachodzi w warun-
kach patologicznych gdy poziom stresu oksydacyjnego
jest bardzo wysoki [16].

Odwracalne modyfikacje reszty cysteinowej wystepuja-
cej w centrum aktywnym GAPDH odgrywaja takze bar-
dzowazng role w regulacji homeostazy naczyniowej (ryc.
4) [50].

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego jest biat-
kiem, ktére poprzez wigzanie sie do koricowych, niekodu-
jacych sekwencji mRNA (3’15’ UTR) uczestniczy w regulacji
potranskrypcyjnej ekspresji gendw [51]. Przyktadem biat-
ka, w ekspresji ktérego uczestniczy GAPDH jest endoteli-
na 1 (ET-1). Dehydrogenaza przylaczajac sie do koficowe;j
sekwencji 3’'UTR mRNA endoteliny 1 obniza jej ekspresje.
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Ryc. 4. Requlacja ekspresji endoteliny 1 (ET-1) przez oksydacyjnie modyfikowana GAPDH. GAPDH poprzez wiazanie do matrycowego RNA dla ET-1 hamuje synteze
ET-1. W konsekwencji prowadzi to do rozszerzenia naczyn krwiono$nych. S-glutationylacja Cys-152 wystepujacej w centrum aktywnym GAPDH przeciwdziata
wigzaniu dehydrogenazy do mRNA ET-1. Zwiekszony poziom endoteliny wptywa na skurcz naczyn krwiono$nych (wg [56] zmodyfikowano)

Mechanizm oddzialywania enzymu z matrycowym RNA
zwigzany jest z destabilizacja kwasu nukleinowego, przez co
staje sie on podatny na dziatanie cytosolowych rybonukleaz
[50]. Czynnikiem uniemozliwiajacym wigzanie sie GAPDH
zmRNA ET-1 jest stres oksydacyjny, wywotujacy S-glutatio-
nylacje reszty Cys-152 wystepujacej w centrum aktywnym
dehydrogenazy. Skutkiem tego zwieksza sie ekspresja biatka
ET-1. Fizjologicznie, konsekwencja zwiekszonego poziomu
endoteliny jest gwattowny skurcz naczyn krwiono$nych
(ryc. 4) [50].

S-NITROZYLACJA BIALEK

S-nitrozylacja biatek jest odwracalna, potranslacyjna mo-
dyfikacja podobna do S-tiolacji i wystepuje wlasciwie we
wszystkich uktadach biologicznych. Obydwie modyfikacje,
S-nitrozylacja i S-tiolacja, mogg wystepowad jednocze$nie
w tej samej czasteczce biatka w obecnosci odpowiednich
ROS i RNS [20].

S-nitrozylacja bialek polega na kowalencyjnym przytacza-
niu grupy NO do reszt cysteinowych bialek. Badania po-
twierdzily, ze modyfikacji tej ulegaja tylko reszty cysteino-
we charakteryzujace sig niskim pK_ oraz eksponowane na
powierzchni czgsteczki biatka [57]. S-nitrozylacja zachodzi
na dwa sposoby: w bezposredniej reakcji reaktywnych form
azotu z resztami tiolowymi biatka (reakcja 10 i 11, 13) lub
w wyniku nitrozylacji reszt cysteinowych biatek w reakcji
z S-nitrozowymi pochodnymi niskoczasteczkowych zwiaz-
kéw tiolowych, gtéwnie z S-nitrozoglutationem (GSNO) (re-
akcja 14) [5].

P-SH + ONOO™ — P-S'+ HNO, (10)
P-S"+NO" — P-SNO (11)
4NO'+0, — 2N,0, (12)
N,0, + P-SH — HNO, + P-SNO (13)
P-SH + GSNO — P-SNO + GSH (14)

Poziom S-nitrozylacji biatek w komdrce zalezy od réwno-
wagi miedzy procesami nitrozylacji i denitrozylacji. W wa-
runkach fizjologicznych gtéwnie dwa uktady enzymatycz-
ne odpowiedzialne sg za denitrozylacje bialek: glutation/
reduktaza S-nitrozoglutationu oraz tioredoksyna/reduktaza
tioredoksyny [1,55].

Wreyw S-NITROZYLACH NA WEASCIWOSCI FUNKCJONALNE | LOKALIZACJE
W KOMORCE DEHYDROGENAZY ALDEHYDU 3-FOSFOGLICERYNOWEGO

Biatka, ktére ulegly S-nitrozylacji petnig funkcje maga-
zynujaca i transportujacg tlenek azotu w organizmie,
uczestnicza w przekazywaniu sygnatu i obronie komérek
przed patogenami, modyfikuja dziatanie kanatéw jono-
wych. Odgrywaja takze duza role w procesach transkryp-
cyjnych [7,38]. S-nitrozylacja hamuje aktywno$¢ enzyma-
tyczng wielu biatek. Przyktadem moze byé kaspaza 3, ktéra
w wyniku S-nitrozylacji traci zdolno$¢ indukcji procesu
apoptozy [50]. Przeciwny skutek dla komérki wywotuje
S-nitrozylacja dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego [26,41,42,54,55].
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W wyniku stresu wywotanego dziataniem reaktywnych
form azotu GAPDH ulega S-nitrozylacji w pozycji Cys-152.
Modyfikacja ta hamuje aktywno$¢ katalityczna dehydroge-
nazy, inicjuje przemieszczanie sie enzymu do jadra komor-
kowego, indukuje proces apoptozy [14,26,27,54,55]. Ponadto
GAPDH-SNO moze petnié role nitrozylazy szczegdlnie w sto-
sunku do biatek jadrowych [33,35].

Przemieszczania oksydacyjnie zmodyfikowanej dehydroge-
nazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH-SNO) do jadra
komérkowego odbywa sie z udziatem ligazy Siah 1 (seven in
absentia homolog 1) [26,54,57]. Siah 1 jest biatkiem wyjat-
kowo niestabilnym w komérce. Jego ekspresja w fizjologicz-
nych warunkach jest niewielka, ale bardzo wzrasta w wa-
runkach stresowych [57]. W N-koricowym odcinku zawiera
domene RING, odpowiedzialng za whasciwosci ligazowe,
natomiast w C-koticowym odcinku znajduje sie sekwencja
lokalizacji jadrowej (NLS). Stwierdzono, ze 12 ostatnich reszt
aminokwasowych C-korica odpowiedzialne jest za wigzanie
z GAPDH [13]. Utworzenie kompleksu GAPDH-SNO-Siah 1
jest sygnatem inicjujagcym przemieszczenie sie biatek z cyto-
plazmy do jadra komérkowego. W jadrze GAPDH stabilizuje
ligaze i utatwia jej ubikwitynacje oraz degradacje supreso-
rowych biatek jadrowych (N-CoR, nuclear co-repressor).
W konsekwencji dochodzi do $mierci komdérki [26]. Dehy-
drogenaza wspomaga takze autoacetylacje acylotransferazy
p300/CBP. Kompleks GAPDH-p300/CBP aktywuje ekspresje
niektérych biatek, m.in. odpowiedzialnych za apoptotyczna
$mieré komdrki, takich jak: p53, PUMA, Bax, p21[26,53,54].

Przemieszczaniu sie GAPDH-SNO z cytoplazmy do jadra ko-
mdrkowego zapobiega cytosolowe biatko GOSPEL (GADPH’s
competitor of Siah Protein Enhances Life). WspStzawodni-
czy ono z biatkiem Siah 1 w wiazaniu sie z dehydrogena-
zg [43,46,53]. GOSPEL jest cytoplazmatycznym, hydrofi-
lowym biatkiem ztozonym z 406 reszt aminokwasowych.
Znaczng ekspresje tego biatka obserwowano w tych samych
tkankach, w ktérych odnotowano wysoki poziom ekspresji
GAPDH, tj. mie$niach szkieletowych, mézgu, ptucach i ser-
cu. Prawdopodobnie biatko to reguluje fizjologiczne funkcje
GAPDH [43,46,53].

Pod wptywem RNS biatko GOSPEL ulega bardzo szybko S-
-nitrozylacji. Modyfikacja ta umozliwia mu wigzanie sie
z GAPDH-SNO w kompetycji z biatkiem Siah 1. Jednak gdy
poziom stresu przekroczy pewien prég, wigzanie GAPDH
z Siah 1 dominuje nad wiazaniem dehydrogenazy z bial-
kiem GOSPEL [53].

Zmodyfikowana w wyniku S-nitrozylacji dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego moze by¢ takze donorem
grupy NO dla innych biatek. Badania zespotu Snydera do-
wiodty, ze GAPDH moze nitrozylowac biatka jadrowe, takie
jak: sirtuine 1 (SIRT 1), histonowg deacetylaze 1 (HDAC 2)
orazkinaze biatkowg zalezng od DNA (DNA-PK) [33]. Stwier-
dzono réwniez, ze GAPDH-SNO efektywniej nitrozyluje bial-
ka (np. SIRT 1) niz np. S-nitrozoglutation [33].

Denitrozylacja GAPDH zjednoczesnym przeniesieniem gru-
py NO na inne biatko moze korzystnie wptywad na przezy-

cie komérki. Przyktadem takiego procesu jest przeniesie-
nie grupy NO z GAPDH bedacej w kompleksie z biatkiem
Siah 1 na nukleofosmine (biatko B23). S-nitrozylacja biatka
B23 zmniejsza site oddziatywania miedzy Siah 1 a GAPDH,
natomiast dochodzi do wigzania B23 z Siah 1. Biatko Siah
1 w wyniku wigzania z B23 traci aktywno$¢ ligazy i nie in-
dukuje proceséw prowadzacych do $mierci komérki [35].

Upziat mosTkow pisuLFipowvcH W AGREGACH GAPDH. Rota TvcH
PROCESOW W CHOROBACH NEURODEGENERACYINYCH

Jak opisano wyzej, generowane w komdrce reaktywne for-
my tlenu i azotu w wyniku oddziatywania z resztami cy-
steinowymi bialek powodujg ich S-tiolacje i S-nitrozylacje.
Jesli jednak ROS i RNS wytwarzane sa w nadmiarze przez
dlugi czas, to dochodzi takze do modyfikacji innych reszt
aminokwasowych oraz zmian konformacyjnych biatka. Za-
burzenia struktury przestrzennej sprzyjajg procesom agre-
gacji biatek. W znacznym stopniu zachodza one w wyniku
tworzenia mostkéw disulfidowych miedzy czasteczkami
tego samego biatka (autoagregacja) lub miedzy czasteczka-
mi réznych biatek. Utlenianie i agregacja bialek zwigzane
sa zwieloma chorobami, w tym neurodegeneracyjnyminp.
chorobg Parkinsona i chorobg Alzheimera [9,14,15,27,28,46].

Przyktadem biatka, ktére pod wptywem stresu oksydacyj-
nego tworzy oligomery i agregaty z udzialem mostkéw
disulfidowych jest dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego. Dowiedziono, ze agregaty te wykazuja znacz-
ne podobietistwo do fibryli tworzonych przez f-amyloid
i a-synukleine [41,42].

Badania nad modyfikowang GAPDH, w ktérej reszty cyste-
inowe podstawiono resztami alaninowymi lub serynowy-
mi wykazaly, Ze za tworzenie agregatéw dehydrogenazy
odpowiedzialne sg gléwnie reszty cysteinowe wystepujace
w centrach aktywnych kazdego z czterech monomerdéw
(u cztowieka Cys 152). Zanim jednak powstana mostki di-
sulfidowe musi wcze$niej zmienié¢ sie konformacja biatka,
gdyz stwierdzono, ze w natywnej czasteczce odlegtosci mie-
dzy resztami Cys-152 poszczegSlnych monomerdw sg zbyt
duze, aby mogto doj$¢ do powstania miedzy nimi wigzan
S-S. Wigzania disulfidowe indukuja dalsze zmiany konfor-
macji czasteczki. Nastepuje ekspozycja reszt cysteinowych,
ktére w natywnym biatku usytuowane sa wewnatrz czg-
steczki. Dochodzi do kolejnych reakeji, w wyniku ktérych
powstaja nierozpuszczalne oligomery i agregaty [41,42].

Nierozpuszczalne, potgczone mostkami disulfidowymi for-
my GAPDH zlokalizowano w tkankach mézgu pacjentéw ze
zdiagnozowang chorobg Alzheimera (AD) oraz stwierdzono
u genetycznie zmodyfikowanych myszy z wywotana cho-
robg Alzheimera [15]. Tworzenie agregatéw GAPDH i ich
akumulacje w jadrze komérkowym i cytoplazmie potwier-
dzono takze w badaniach in vitro, w ktérych wykorzystano
komérki nerwowe linii HT22 oraz neurony kory mézgowej
eksponowanych na dziatanie amyloidu { (AB), nadtlenku
wodoru lub diamidu. Zaobserwowano ponadto, ze dtugo-
trwala inkubacja (do 7 dni) neuronéw kory mézgowej z AR
skutkuje postepujacym tworzeniem w cytoplazmie, zwlasz-
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GAPDH. W konsekwencji moze nastapic przekierowanie glukozo-6-fosforanu ze szlaku glikolitycznego na szlak pentozofosforanowy. Dzieki temu dochodzi do
zwiekszonego wytwarzania NADPH. NADPH stanowi gtéwna site redukujaca w komérce i dzieki temu chroni ja przed nadmiernym stresem oksydacyjnym. (B) Pod
wptywem reaktywnych form azotu GAPDH ulega S-nitrozylacji w pozydji Cys-152. Modyfikacja ta umozliwia wiazanie dehydrogenazy z ligaza Siah 1. Kompleks
GAPDH-Siah 1 przemieszcza sie z cytoplazmy do jadra komdrkowego. GAPDH stabilizuje ligaza Siah 11 utatwia jej ubikwitynacje oraz degradacje supresorowych biatek
jadrowych. (C) Indukeja procesu apoptozy na skutek agregacji GAPDH. Ekspozycja GAPDH na nadmierny i przedtuzajacy sie stres oksydacyjny prowadzi do tworzenia
wigzan disulfidowych miedzy Cys-152 a Cys-156 (wiazania wewnatrzczasteczkowe) oraz miedzy Cys-152 réznych podjednostek. Tworzenie wiazan disulfidowych
miedzy podjednostkami prowadzi do zmian konformacyjnych czasteczki i ekspozycji wewnetrznie usytuowanych grup —SH. Kolejne miedzyczasteczkowe wiazania
disulfidowe prowadza do tworzenia i akumulagji nierozpuszczalnych agregatow zardwno w cytoplazmie jak i w jadrze komdrkowym. W konsekwengji dochodzi do

indukji apoptotycznej smierci komérki (wg [6] - zmodyfikowano)

cza wokét jadra komdrkowego, nierozpuszczalnych wielo-
monomerowych struktur GAPDH [15].

Cumming i Schuber zaproponowali mechanizm wyjasnia-
jacy akumulacje nierozpuszczalnych agregatéw GAPDH
w plytkach amyloidowych wystepujacych w chorobie Al-
zheimera [15]. Wedlug tego modelu wigzania disulfidowe
powstajace w GAPDH pod wplywem dziatania czynnikéw
utleniajacych wptywaja na zmiane konformacji GAPDH, co
dalej prowadzi do tworzenia nierozpuszczalnych agregatéw,
ktdre same sg cytotoksyczne lub moga posrednio indukowaé
apoptoze w wyniku oddzialywania z innymi wewnatrzko-
mdrkowymi biatkami podatnymi na agregacje (aggretate-
-prone proteins), takimi jak biatko tau, a-synukleina, amylo-
id B. Podczas apoptozy, nierozpuszczalna posta¢ GAPDH jest
uwalniana z jadra i gromadzi sie w ciatkach inkluzyjnych
w cytoplazmie. Po $mierci komérek uwolnione, nierozpusz-
czalne agregaty GAPDH moga akumulowac sie w zewnatrz-
komérkowych blaszkach [15].

PobsumowANIE

Reszty cysteinowe w biatkach ze wzgledu na swe wiasci-
woéci chemiczne odgrywaja bardzo wazng role w proce-
sach biochemicznych. W niektérych biatkach regulujag
funkcje, aktywnos¢ i lokalizacje danego biatka w ko-
morce. Przyktadem jest dehydrogenaza aldehydu 3-fos-
foglicerynowego, ktérej wiele funkcji zalezy od stanu
redoks cysteiny wystepujacej w centrum katalitycznym
- Cys152. Reszta ta jest bardzo wrazliwa na modyfikacje
oksydacyjne, jak przedstawiono w niniejszej pracy, jej
utlenianie z jednej strony moze dziataé cytotoksycznie
z drugiej za$ cytoprotekcyjnie na komérke (szczegdty
omdéwiono w podpisie pod rycing 5).
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