® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; 70: 1424-1440 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2015.07.29
Accepted:  2016.05.27
Published: 2016.12.31

Molekularna charakterystyka oraz fizjologiczne
znaczenie DOPA-dekarboksylazy

Molecular characteristic and physiological role
of DOPA-decarboxylase

Joanna Guenter ', Robert Lenartowski?

17akfad Genetyki, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
2Pracownia |zotopowa i Analizy Instrumentalnej, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

DOPA-dekarboksylaza jest jednym z istotnych elementéw uktadu dopaminergicznego mézgu
oraz sytemu wychwytu i dekarboksylacji prekursoréw amin w tkankach obwodowych. Oprécz
amin katecholowych, enzym DDC odpowiada za biogeneze serotoniny oraz amin §ladowych.
Sekwencja aminokwasowa DDC jest zachowywana w toku ewolucji. Aktywno$¢é funkcjonalne;
czasteczki enzymu jest regulowana przez stymulacje/hamowanie wielu typdw receptoréw
btonowych, fosforylacje reszt serynowych oraz bezposrednie interakcje DDC z biatkami regu-
latorowymi. Jednokopiowy gen DDC jest matrycg dla izoform mRNA réznigcych sie sekwencja
5’ UTR, a takze obecno$cia alternatywnych eksonéw. Swoista tkankowo ekspresja genu DDC jest
kontrolowana przez dwie sekwencje promotorowe - obwodowa i neuronalng, ktére pozostaja
w przestrzennym oddaleniu od siebie. Mapowanie miejsc regulatorowych w promotorze neu-
ronalnym wykazato, ze jest wigzany przez biatka z rodziny POU i HNF. Ze wzgledu na potozenie
genu DDC w konserwowanym ewolucyjnie obszarze cze$ciowo podlegajacemu pietnowaniu
rodzicielskiemu, sugeruje sie zaangazowanie mechanizméw epigenetycznych w regulacje
ekspresji DDC. Nieprawidtowe funkcjonowanie lub niedobdr tego biatka wywotuje dysfunkcje
uktadu nerwowego, zaburzenia psychiczne oraz koreluje z procesem nowotworzenia. Oprécz
wymienionych probleméw, w pracy zwrécono uwage na role DDC w etiologii choréb gruczotu
krokowego, afektywnej dwubiegunowej, Parkinsona oraz niedoboru DDC. Oméwiono réwniez
nowoczesne i perspektywiczne metody kuracji chorych oparte na terapii genowej oraz wyko-
rzystujace komdrki macierzyste.

DOPA-dekarboksylaza - dekarboksylaza L-aminokwaséw aromatycznych - regulacja transkrypcyjna
regulacja potranskrypcyjna - regulacja potranslacyjna - regulacja epigenetyczna - choroba Parkinsona -
niedobér DDC - choroba afektywna dwubiegunowa - nowotworzenie

Summary

The enzyme DOPA decarboxylase (aromatic-L-amino-acid decarboxylase, DDC) plays an im-
portant role in the dopaminergic system and participates in the uptake and decarboxylation
of amine precursors in the peripheral tissues. Apart from catecholamines, DDC catalyses the
biosynthesis of serotonin and trace amines. It has been shown that the DDC amino acid sequ-
ence is highly evolutionarily conserved across many species. The activity of holoenzyme is
regulated by stimulation/blockade of membrane receptors, phosphorylation of serine residues,
and DDC interaction with regulatory proteins. A single gene codes for DDC both in neuronal
and non-neuronal tissue, but synthesized isoforms of mRNA differ in the 5" UTR and in the
presence of alternative exons. Tissue-specific expression of the DDC gene is controlled by two
spatially distinct promoters - neuronal and non-neuronal. Several consensus sequences reco-
gnized by the HNF and POU family proteins have been mapped in the neuronal DDC promoter.
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Since DDC is located close to the imprinted gene cluster, its expression can be subjected to
tightly controlled epigenetic regulation. Perturbations in DDC expression result in a range of
neurodegenerative and psychiatric disorders and correlate with neoplasia. Apart from the
above issues, the role of DDC in prostate cancer, bipolar affective disorder, Parkinson’s disease
and DDC deficiency is discussed in our review. Moreover, novel and prospective clinical treat-
ments based on gene therapy and stem cells for the diseases mentioned above are described.

Keywords: DOPA decarboxylase - aromatic-L-amino-acid decarboxylase - transcriptional regulation - posttran-
scriptional regulation - posttranslational regulation - epigenetic regulation - Parkinson’s disease - DDC
deficiency - bipolar affective disorder - neoplasia
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Wykaz skrotow: aa - reszty aminokwasowe, AAV - wirus towarzyszacy adenowirusom (Adeno-Associated Virus),

ADHD - zesp6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (Attention Deficit Hyperactivity
Disorder), APUD - system wychwytu i dekarboksylacji prekursoréw amin katecholowych (Amine
Precursor Uptake and Decarboxylation), AR - receptor androgenowy (Androgene Receptor), ASN -
a-synukleina (a-synuclein), BPAD - choroba afektywna dwubiegunowa (Bipolar Affective Disorder),
CaMKII - kinaza biatkowa Il zalezna od wapnia/kalmoduliny (Ca?*/Calmodulin-Dependent Protein
Kinase Il), DA - dopamina, DAT - transporter dopaminy (Dopamine Transporter), DDC — DOPA-
-dekarboksylaza (DOPA Decarboxylase), DDC* - komérki wykazujace ekspresje genu DDC, DJ-1 -
peptydaza biatkowa DJ-1, DOPA - L-3,4-dihydroksyfenyloalanina, EMSA - test opdznienia migracji
DNA w zelu (Electromobility Shift Assay), ERK - kinaza biatkowa regulowana sygnatami zewnatrz-
komorkowymi (Extracellular Signal-Regulated Kinase), GAF - biatko rozpoznajace powtdrzenia GA
(GAGA Factor), GCH1 - gen kodujacy cyklohydrolaze-GTP (GTP-Cyklohydrolase 1), GDNF - czynnik
neurotroficzny pochodzenia glejowego (Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor), Grb10 - gen ko-
dujacy biatko adapterowe receptora czynnika wzrostu (Growth Factor Receptor-Bound Protein 10),
HNF - rodzina czynnikéw transkrypcyjnych z konserwowanym motywem winged helix/forkhead
(Hepatocyte Nuclear Factr), lkzf1 — gen kodujacy biatko Ikaros wigzagce DNA (DNA-Bindng Protein
Ikaros), iPS — indukowane pluripotentne komorki macierzyste (Induced Pluripotent Stem Cells),
kDa - kilodaltony, LCC-PK, - linia komorkowa wyprowadzona z komérek epitelialnych nerki $wini,
L-DOPA - lewo-DOPA (Levodopum), MN9D - nowotworowa, mysia linia komérkowa, MORE - ele-
ment rozpoznawany przez czynniki transkrypcyjne nOct (More Palindromic Oct Factor Recognition
Element), MSN - $rednie neurony kolczaste (Medium Spiny Neurons), nDDC — DOPA-dekarboksylaza
obecna w neuronach, NF-Y - jadrowy czynnik transkrypcyjny Y (Nuclear Transcription Factor Y),
NGFI-A - czynnik wzrostu neuronéw (Nerve Growth Factor-Induced Protein A), N-Oct - rodzina
neuronalnych czynnikéw transkrypcyjnych rozpoznajacych sekwencje oktameru (Neuronal Octamer
Transcription Factor), Nurr1 —jadrowy receptor sierocy (Nuclear Receptor Related 1), oDDC - DOPA-
-dekarboksylaza obecna w tkankach obwodowych, ORF — otwarta ramka odczytu (Open Reading
Frame), PC12 - nowotworowa, szczurza linia komérkowa, PD - choroba Parkinsona (Parkinson’s
Disease), PKA - biatkowa kinaza zalezna od cAMP (Protein Kinase A), PKC - biatkowa kinaza C (Protein
Kinase C), PKG - biatkowa kinaza zalezna od cGMP (Protein Kinase G), PLP - fosforan pirydoksalu
(Pyridoxal 5'-phosphate), POU - rodzina czynnikéw transkrypcyjnych z konserwowang domeng POU,
PP2A - fosfataza biatkowa 2A (Protein Phosphatase 2A), pz - pary zasad, Receptor D1, D2 - recep-
tor dopaminowy D1, D2, Ser - reszta seryny, SH-SY5Y — nowotworowa, ludzka linia komérkowa,
SP-1 - czynnik transkrypcyjny SP-1 (Specificity Protein 1), TH - hydroksylaza tyrozynowa (Tyrosine
Hydroxylase), Thr - reszta treoniny, TPH - hydroksylaza tryptofanu (Tryptophan Hydroxylase),
UTR - region niepodlegajacy translacji (Untranslated Region), VMAT, - pecherzykowy transporter
monoamin (Vesicular Monoamine Transporter 2).
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Wsrep

DOPA-dekarboksylaza (dekarboksylaza L-aminokwaséw
aromatycznych, aromatic-L-amino-acid decarboxylase,
DOPA-decarboxylase, DDC, AADC) (EC 4.1.1.28) jest dru-
gim enzymem szlaku syntezy amin katecholowych (ryc. 1).
Ze wzgledu na rodzaj przeprowadzanej reakcji oraz wyko-
rzystywany koenzym, DDC nalezy do II podgrupy rodziny
a-aminotransferaz [12]. Aktywny enzym w obecnosci cza-
steczki fosforanu pirydoksalu (PLP), dekarboksyluje L-3,4-di-
hydroksyfenyloalanine (DOPA) do dopaminy (DA) [128].

Po raz pierwszy obecno$¢é DDC stwierdzono w latach 30
ub.w. w ekstraktach biatkowych pochodzacych z ssa-

czych nerek [128]. Wyniki otrzymane przez wielu bada-
czy wykazaly, ze enzym uczestniczy nie tylko w syntezie
DA, ale i serotoniny oraz amin $ladowych (tyraminy,
2-fenyloetyloaminy i tryptaminy) (ryc. 2) [128]. Mozli-
wo$¢ syntezy réznych produktédw przez DDC moze wyni-
ka¢ z dywergencyjnej ewolucji obserwowanej w grupie
dekarboksylaz i poszerzenia zakresu substratowego
tego enzymu [124]. Ze wzgledu na sposéb syntezy i tkan-
kowe umiejscowienie wyrézniono neuronalng (nDDC)
oraz obwodowa (oDDC) DDC. nDDC jak i kodujacy ja
transkrypt wystepuja gtéwnie w neuronach katechola-
minergicznych, serotoninergicznych oraz komérkach
chromochtonnych rdzenia nadnerczy. Enzym wyste-
puje réwniez w neuronach pozbawionych aktywno-
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Ryc. 1. Schemat szlaku syntezy amin katecholowych. Powyzej strzatek umieszczono skrdtowe nazwy enzyméw. Nazwy substratéw i produktéw znajduja sie przed
i za strzatkami; TH — hydroksylaza tyrozynowa, DDC — DOPA dekarboksylaza, DBH — B-hydroksylaza dopaminy, PNMT — N-metylotransferaza
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Ryc. 2. Produkty reakcji katalizowanych przez enzym DDC
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$ci hydroksylazy tyrozynowej (TH) i tryptofanowej
(TPH) [11] oraz komérkach glejowych [66,75]. Ekspre-
sje oDDC wykazano m.in. w komérkach nerek, watroby,
pluc, serca, przewodu pokarmowego i trzustki, a takze
w tkance ttuszczowej i keratynocytach [11,26]. W obu
przypadkach powstajacy polipeptyd charakteryzuje sie
podobnymi wtasciwo$ciami biochemicznymi, cho¢ jest
syntetyzowany na matrycach jednego z dwéch rodzajéw
mRNA, powstajacego po aktywacji promotora - neuro-
nalnego lub obwodowego [4,5]. Fizjologiczne znaczenie
oDDC nie zostato jeszcze w pelni opisane poza nielicz-
nymi tkankami/organami. Wykazano, ze wytwarzanie
dopaminy w nerkach jest zwigzane z istnieniem endo-
krynnych komérek systemu APUD, bioracych udziat
w wychwycie i dekarboksylacji prekursoréw amin, istot-
nym w regulacji stezenia sodu oraz fosforu w organizmie
[7,33,62]. Ponadto, oDDC budzi zainteresowanie badaczy
gtéwnie ze wzgledu na role w terapii PD prowadzonej za
pomoca podawanej egzogennie L-DOPA, ktérej skutecz-
no$¢ jest zalezna od zablokowania aktywnos$ci DCC meta-
bolizujacej lek w tkankach obwodowych [33,45].

Bubowa, FUNKCJA I CZYNNIKI REGULUJACE AKTYWNOSC
enzymu DDC

Budowa czasteczki enzymu DCC oraz jej wlasciwosci

Porédwnanie sktadu sekwencji aminokwasowych DDC
réznych gatunkéw zwierzat wykazato, ze biatko to jest
zachowywane w toku ewolucji. DDC czlowieka jest ponad
88% identyczne z sekwencjami bydta, $wini czy szczura.
Najnizszy (59%) poziom identyczno$ci stwierdzono mie-
dzy ludzkg DDC a sekwencjami pochodzacymi z filoge-
netycznie odlegtej grupy organizméw, jakimi sg owady
[79]. Duze podobietistwo sekwencji aminokwasowej,
struktury oraz kinetyki prowadzonej reakcji wystepuje
réwniez miedzy DDC zwierzat a ich ro$linnymi odpo-
wiednikami - dekarboksylaza L-tryptofanu i L-tyro-
zyny [38]. Funkcjonalna DDC jest homodimerem o masie
okoto 100 kDa [29,77,78,89,108]. W monomerze DDC czto-
wieka wyrdzniono trzy wystepujace po sobie domeny N,
Li C, ktérych granice wyznaczaja 85 i 360 aa taricucha
[42] (ryc. 3). Domena N ma budowe charakterystyczng
dla Il grupy dekarboksylaz - stwierdzono w niej obec-
no$¢ trzech helis a odpowiedzialnych za wytworzenie
miejsca styku miedzy dwoma monomerami DDC i nada-
nie enzymowi struktury czwartorzedowej [42]. Poszcze-
g6lne motywy domeny N, a takze przylegtej do niej duzej
domeny L, tacza petle o niskim poziomie strukturalnego
uporzadkowania [23,42]. Wiele reszt aminokwasowych
trzech pierwszych petli tworzy wigzania z substratem
DDC [23] (ryc. 3). Centralng cze$cig domeny L jest motyw
strukturalny, w sktad ktérego wchodzi siedmioniciowa
harmonijka p typu mieszanego, oskrzydlona przez osiem
helis « o typowym uktadzie a/p [23]. W obszarze tym
znajduje sie centrum aktywne enzymu, ktérego krytycz-
nym elementem jest reszta lizyny 303 odpowiedzialna
za wiazanie PLP (ryc. 3) - aktywnej postaci witaminy
B6 [13]. Niedobdr badZ nieprawidlowosci w przemia-
nach zwigzkdw z grupy witaminy B6 powoduja spadek

aktywno$ci DDC. Dziedziczne zaburzenia metabolizmu
tych zwiazkéw moga by¢ mylone z niedoborem DDC,
poniewaz obraz kliniczny oraz charakterystyka bioche-
miczna obu schorzeti jest podobna [7,114]. Mata domena
C, podobnie jak domena L, wykazuje budowe typowa
dla rodziny aminotransferaz asparaginowych, zawiera
czteroniciowg przeciwréwnolegta harmonijke p oraz
trzy helisy o [23]. Region ten uczestniczy w stabilizacji
konformacji enzymu przez utworzenie krétkiej, dwuni-
ciowej struktury harmonijki p z kilkoma aa domeny N
[23,42].

Badania kinetyczne i krystalograficzne wykazaty, ze
czwartorzedowa struktura DCC pozostaje w $cistym
zwigzku z liczba czasteczek kofaktora przytaczanych
przez enzym [42]. Otwarta konformacja apoenzymu
umozliwia stopniowe wysycenie miejsc dla PLP z prze-
wagg wiagzania przez jedng z dwdch asymetrycznie
utozonych podjednostek. Proces ten wywotuje akty-
wacje i wyzszy stopien strukturalnego uporzadkowa-
nia monomerdw, zwlaszcza w obrebie niesfaldowanych
petli. Dochodzi do zblizenia obu domen L i przyjecia
przez holoenzym zamknietej struktury [23,42]. Przej$cie
konformacyjne wiaze sie z obnizeniem tempa degra-
dacji enzymu w wyniku stabilizacji jego konforma-
cji [13]. Potwierdzeniem tej hipotezy sa do§wiadczenia
Matsuda i wsp., ktére wykazaty 20-krotnie wyzszy
poziom degradacji apoezymu w poréwnaniu z holoen-
zymem w komérkach szczurzej linii PC12 [80]. Wigzanie
kofaktora przez apoenzym zalezy od stezenia PLP i jest
uwazane za jeden z mechanizméw regulujacych liczbe
czgsteczek DDC w komdrce [80]. Zaobserwowano, ze
wérdd 23 mutacji punktowych genu DDC wystepujacych
u chorych z zaburzeniami syntezy neuroprzekaznikédw
16 to mutacje strukturalne, przektadajace sie na zmiany
konformacji biatka [42] oraz zaburzenia w strukturze
miejsca wigzania kofaktora [12].

Wyniki do$wiadczen opartych na frakcjonowaniu,
immunoblotingu oraz pomiarach aktywnosci enzyma-
tycznej, prowadzone na nieneuronalnych i neuronal-
nych ssaczych liniach komérkowych lub izolowanych
tkankach, wykazaty obecno$¢ aktywnej postaci DDC
we frakcji btonowej oraz frakcji biatek rozpuszczal-
nych [25,70,71,98]. Towarzyszacy procesowi dysocjacji
z frakcji btonowej wzrost aktywnosci enzymatycznej
DDC moze stanowi¢ mechanizm kontrolujacy wlasciwo-
$ci katalityczne tego biatka [25]. Badania lizatéw szczu-
rzego prazkowia dokumentuja koprecypitacje DDC
z wystepujacym w btonie pecherzykowym transporte-
rem monoamin (VMAT,), zaangazowanym w transport
neuroprzekaznikéw do wnetrza pecherzykédw synap-
tycznych [24]. Jak wykazano, DDC nie jest jedynym
biatkowym partnerem VMAT,. Jednoczesne interak-
cje transportera z pierwszym w kolejnosci enzymem
szlaku syntezy katecholamin, ktérym jest TH oraz DDC
przypuszczalnie umozliwiaja skoordynowanie procesu
syntezy dopaminy i jej magazynowania w pecherzy-
kach synaptycznych [24]. Ponadto wykazano, ze czyn-
nikami decydujacymi o rozpuszczalno$ci enzymu jest
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pH $rodowiska oraz stezenie jonéw metali dwuwarto-
$ciowych [25].

Regulacja aktywnosci DCC

Zréznicowany, zalezny od bodZzca, sposéb regulacji DDC
lezy u podstaw poprawnego dziatania catego uktadu
dopaminergicznego. Stymulacja neuronéw DDC* dopro-
wadza do powstania odpowiedzi komérki na stres, pozo-
stajacej w $cistym zwiazku z czasem i rodzajem czynnika
zaburzajacego homeostaze [45]. W czasie odpowie-
dzi krétkotrwatej wykorzystana zostaje pula zsynte-
tyzowanej DDC, podczas gdy stezenia mRNA DDC oraz
biatka pozostajg bez zmian [11,63]. Do aktywacji enzymu
dochodzi w wyniku jego interakcji z biatkami regulato-
rowymi, do ktérych nalezy DJ1 i/lub procesu fosforylacji
DDC przez swoiste kinazy biatkowe [11,45,63]. Wydtuze-
nie czasu pobudzania powoduje wejscie neuronéw DDC*
w druga faze odpowiedzi - dtugotrwalg. Précz opisanej
mobilizacji dostepnej puli enzymu, dochodzi wéwczas
do aktywacji transkrypcyjnej genu oraz uruchomienia
mechanizméw potranskrypcyjnej i potranslacyjnej regu-
lacji DDC [22,27,28,47].

Regulacja DDC przez receptory blonowe

Ztozona, plastyczna odpowiedZ komérki dopaminergicz-
nej po stymulacji/hamowaniu adrenergicznych, cho-
linergicznych, dopaminergicznych, GABA-ergicznych,
glutaminergicznych i serotoninergicznych receptoréw
btonowych obejmuje etap regulacji aktywnosci DDC
[45]. Sposéb i poziom aktywacji enzymu pozostaje w $ci-
stym zwigzku z profilem farmakologicznym oraz typem
docelowego receptora [27,28,130]. Uwaza sie, ze poda-
nie antagonistéw receptoréw zwieksza aktywno$¢é DDC,
natomiast ich stymulacja wigze sie ze spadkiem aktyw-
noéci enzymu [27,28,45,47,129]. Poglad ten potwier-
dzaja do$wiadczenia, w ktérych hamowanie receptoréw
dopaminergicznych, serotoninergicznych czy glutami-
nergicznych wywotywato aktywacje DDC w neuronach
prazkowia gryzoni [27,46,47,87]. Wzrost aktywno$ci
DDC obserwowano takze po podaniu niektérych rodza-
jéw agonistéw [27,28,46,47]. Omawiany skutek aktywa-
cji moze wystapié zaréwno w mechanizmie krétko- jak
i dtugoterminowej odpowiedzi na bodziec [45]. Ponadto,
aktywno$¢ DDC moze by¢ zdeterminowana genetycznie.
U 0s6b bedacych nosicielami allelu A1 genu receptora
D2, u ktérych funkcja tego receptora jest zaburzona,
wystepuje wrodzona podwyzszona aktywno$¢ enzymu
w prazkowiu [73]. Stymulacja neuronéw DDC* moze
doprowadzi¢ do uruchomienia odmiennych mechani-
zmbw komérkowych w czasie odpowiedzi dlugotermino-
wej. Rodzaj wywotywanego efektu oraz jego natezenie
jest zalezne od umiejscowienia neuroanatomicznego
neuronu dopaminergicznego [45]. Diugotrwate podawa-
nie myszom antagonistéw receptoréw D1 (SCH23390)
i D2 (haloperydolu) powoduje wzrost aktywno$ci oraz
nagromadzenie biatka DDC w prazkowiu, a takze zwiek-
sza stezenie transkryptu DDC w $rédmézgowiu [28].
Réwniez pojedyncza iniekcja klozapiny - mato selek-

tywnego antagonisty receptoréw dopaminergicznych
oraz serotoninergicznych, powoduje akumulacje DDC
w prazkowiu oraz zréznicowany wzrost stezenia mRNA
DDC w neuronach brzusznego pola nakrywki, istoty czar-
nej, miejsca sinawego oraz jader szwu u myszy [87]. Nie
odnotowano natomiast wplywu dtugotrwatego podawa-
nia agonisty receptoréw D1 (SKF38393) na aktywno$¢
enzymatyczng DDC, ani na stezenie kodujacego ja trans-
kryptu [28].

Regulacja aktywnosci DDC w procesie fosforylacji

Obserwowany in vivo wzrost aktywnos$ci DDC w praz-
kowiu i $rédmézgowiu myszy po dokomorowym poda-
niu aktywatoréw biatkowej kinazy A zaleznej od cAMP
(PKA) pozwolil na postawienie hipotezy o jej udziale
w regulacji aktywnosci dekarboksylazy [125,126]. Bada-
nia in vitro z uzyciem natywnej DDC izolowanej z obu
wymienionych obszaréw mézgu oraz rekombinowanej
bydlecej DDC dowodza bezposredniej fosforylacji przez
PKA [34]. Osiggniecie in vivo wiekszej aktywnosci przez
rekombinowana DDC autorzy ttumacza cze$ciowa fosfo-
rylacja natywnego enzymu [34]. Innag kinaza zdolna do
modyfikacji sekwencji DDC jest umiejscowiony w neuro-
nach dopaminergicznych oraz serotoninergicznych typ
I biatkowej kinazy zaleznej od cGMP (PKG). Inkubacja
zaréwno natywnej DDC uzyskanej z prazkowia myszy,
jak i zrekombinowanej postaci enzymu z PKG, powoduje
istotny wzrost aktywnosci dekarboksylazy [35]. Proces
aktywacji z udziatem PKG zostal potwierdzony w obec-
no$ci swoistego inhibitora, po dodaniu ktérego nie
obserwowano zmian kinetyki DDC [35]. Ponadto wyka-
zano, ze sekwencja DDC jest modyfikowana przez kinaze
biatkowa 1I zalezna od wapnia/kalmoduliny (CaMKII),
bioraca udziat w kontroli aktywnosci takich enzymdéw
neuronalnych jak TH i TPH [44]. Mimo ze sekwencja ami-
nokwasowa DDC jest rozpoznawana przez wiele kinaz,
jak dotad nie zmapowano do$wiadczalnie aa bezposred-
nio wlaczonych w ten proces. Analiza wylonionej na
podstawie cDNA sekwencji aminokwasowej DDC myszy
wskazuje, ze moga nimi by¢ Ser?®, Ser**, Ser®*°, Thr’®
i Ser*? [34,44]. Fosforylacja roznych aa przez kinazy
aktywowane odmiennymi szlakami sygnatowymi moze
by¢ jednym z mechanizméw kontrolujacych aktywno$é
DDC w czasie krétko- lub dtugoterminowej odpowiedzi
na bodziec docierajacy do komérki.

Fizjologiczne znaczenie procesu fosforylacji DDC,
zwlaszcza w przypadku oDDC, jest wciaz niewyjasnione.
Do$wiadczenia Waymire’a i Haycocka [111] z uzyciem
homogenatéw komérek chromochtonnych nadnerczy
nie wykazaty zmian w poziomie ufosforylowania oraz
aktywno$ci DDC po zadziataniu aktywatorami (forsko-
lina, dwumaslan forbolu) lub inhibitorami (kwas oka-
daikowy) kinaz, a takze zwiazkami zwiekszajacymi
aktywno$é wydzielnicza komérek (jony potasu, acety-
locholina) [122]. Dlatego tez, otrzymane w warunkach
in vitro wyniki wymagajg uzupetnienia i wykorzystania
modeli badawczych umozliwiajacych zdefiniowanie zna-
czenia tego procesu in vivo.
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WpLyw BIALEK REGULATOROWYCH NA KINETYKE DDC

Bialko a-synukleina

A-synukleina (ASN) jest biatkiem opiekuriczym odpo-
wiedzialnym m.in. za utrzymaniem homeostazy DA
w uktadzie dopaminergicznym. ASN moze petnié te
funkcje bezposrednio przez interakcje z docelowymi
biatkami, w tym polipeptydami wtgczonymi w synteze
DA [68]. Posrednia regulacja obejmuje aktywacje biatek
o charakterze regulatorowym i/lub wplyw na ekspresje
gendéw kodujacych ich mRNA [9]. Wérdd biatek odpo-
wiadajgcych za proces syntezy DA regulowanych przez
ASN znajduje sie: kinaza biatkowa regulowana sygna-
tami zewnatrzkomdérkowymi (ERK), biatkowa kinaza
C (PKC), fosfataza biatkowa 2A (PP2A) oraz enzym TH
[64,91,93,94]. Ponadto wykazano, ze mutacja sekwencji
kodujgcej ASN A53T skutkujaca powstaniem nieprawi-
dtowego biatka, uniemozliwia ich regulacje i jest uwa-
zana za jedna z przyczyn dziedzicznej postaci choroby
Parkinsona (PD) [96].

Jednym z przejawéw wptywu ASN na funkcjonowanie
uktadu dopaminergicznego sg interakcje tego biatka
z TH. Mogg by¢ podstawa do zrozumienia przypuszczal-
nego mechanizmu regulacji DDC przez ASN. Wigzanie
TH przez ASN pozostaje w $cistej zalezno$ci ze stopniem
fosforylacji enzymu. Nieaktywna, a tym samym nie-
ufosforylowna postaé TH, pozostaje skompleksowana
z ASN. Zmiana poziomu fosforylacji enzymu TH powo-
duje wymiane dotychczasowego partnera biatkowego
na biatko 14-3-3. Wiaze sie to jednocze$nie z utrzyma-
niem wysokiego stopnia fosforylacji przez TH, stabiliza-
cja i wydtuzeniem czasu péttrwania czasteczki enzymu.
Zdarzenia te maja bezposredni wptyw na poziom syn-
tezy DOPA [93,94]. Tak jak w przypadku enzymu TH,
doswiadczenia immunoprecypitacji z uzyciem homo-
genatéw biatkowych i przeciwciat skierowanych prze-
ciwko ASN, wykazaty bezposrednie interakcje biatka ASN
oraz DDC izolowanej z prazkowia szczura. Wykazano, ze
nadekspresja ASN lub postaci A53T tego biatka hamuje
aktywnos$¢ DDC nie wywotujac jednoczesnego spadku
jego stezenia w komérkach linii PC12 i MN9D. Obser-
wowany skutek jest przypuszczalnie wywotany niskim
stopniem ufosforylowania dekarboksylazy, w ktérym
posredniczy ASN. Brak jak dotad bezpo$rednich dowo-
déw, ze ASN analogicznie jak w mechanizmie regulacji
aktywno$ci TH, hamuje aktywno$¢ DDC przez aktywa-
cje fosfatazy PP2A [115]. Poza negatywnym wplywem na
poziom syntezy DA, nadekspresja dzikiej oraz zmutowa-
nej A53T ASN doprowadza takze do zahamowania syn-
tezy serotoniny, drugiego produktu DDC [115].

Biatko DJ-1

DJ-1 jest homodimerycznym biatkiem nalezacym do
rodziny peptydaz. Wystepuje w cytosolu, jadrze komér-
kowym oraz mitochondriach. Umiejscowienie mitochon-
drialne tego biatka jest zwiazane z odpowiedzia komérki
na stres oksydacyjny. DJ-1 jest polipeptydem wielofunk-

cyjnym, wykazujacym aktywnos¢ biatka opiekuriczego
zalezng od stanu redoks §rodowiska. Biatko to jako koak-
tywator wplywa na poziom ekspresji wielu genéw, w tym
sekwencji, ktérych produkty sa wiaczone w biosynteze
DA [8,63,106,127]. Dysfunkcje uktadu dopaminergicz-
nego obserwowane w postaci sporadycznej lub rodzin-
nej PD wigzg sie z wystepowaniem niefunkcjonalnych
biatek DJ-1, w tym postaci L166P [8,16]. Badania zespotu
Ishikawa [63] wykazaly, ze knock-out genu DJ-1 w ludz-
kich komérkach dopaminergicznych SH-SY5Y znacz-
nie redukuje aktywno$¢ enzymatyczna DDC, bez zmian
w poziomie jej ekspresji [63]. Immunoprecypitacja z uzy-
ciem ekstraktéw biatkowych komérek SH-SY5Y w obec-
noéci przeciwciat skierowanych przeciwko DJ-1 oraz
do$wiadczenia typu pull-down z etykietowana postacia
DJ-1, dokumentuja bezpo$rednie interakcje DDC-DJ-1.
Obserwacje te potwierdzaja wyniki badari immunocyto-
chemicznych, w ktérych wykazano wspbétwystepowanie
obu biatek w komérkach linii SH-SY5Y [63]. Powstanie
kompleksu DJ-1-DDC podnosi aktywno$¢ dekarboksy-
lazy w obecnosci dzikiej, a nie zmutowanej L166P postaci
DJ-1. Ekspresja L166P DJ-1 doprowadza do dramatycz-
nego obnizenia poziomu ekspresji TH oraz spadku
aktywnosci tego enzymu. Kompleks DJ-1-DDC jest takze
formowany w komérce w warunkach stresu tlenowego,
lecz wraz z postepujacg oksydacja reszt cysteinowych
DJ-1 zanika stymulujacy wplyw tego biatka na DDC [63].
DJ-1 uczestniczy réwniez w regulacji biatka ASN [127]
i moze posrednio wptywaé na aktywno$¢ DDC.

IMOLEKULARNA CHARAKTERYSTYKA GENU DDC
ORAZ MECHANIZMY REGULUJACE BIOSYNTEZE DDC

Budowa ludzkiego genu DDC

Ustalenie przez Ichinose i wsp. [60] sktadu nukleotydo-
wego sekwencji kodujacej DOPA-dekarboksylazy stato
sie punktem wyjécia w procesie identyfikacji ludzkiego
genu DDC [60]. Przeszukanie biblioteki genomowej czto-
wieka sondami cDNA DDC réznej dtugosci pozwolito na
wylonienie komplementarnych klonéw i okre$lenie
budowy molekularnej poszukiwanej jednostki
transkrypcyjnej [110]. W wyniku intensywnych prac
badawczych udato sie takze sklonowaé sekwencje DDC
Drosophila, bydta domowego, szczura, kawi domowej,
myszy oraz $wini [4,15,21,53,67,112,113].

Gen DDC cztowieka zajmuje obszar ponad 107 kpz na
krétkim ramieniu chromosomu 7 w prazku 12.2 [86].
Sekwencja nukleotydowa DDC jest zachowywana ewolu-
cyjnie, a podobiefistwo genu DDC myszy, szczura i szym-
pansa do sekwencji genu cztowieka wynosi 84-99% [41].
Ponadto, analiza poréwnawcza obszaru oskrzydlaja-
cego locus DDC (sekwencja zawarta miedzy genami Ikzf1
a Grb10) u myszy, szczura i cztowieka wykazata jego syn-
teniczny charakter [86,119]. W sktad ludzkiego genu
DDC wchodzi 17 eksonéw, w tym dwa niekodujace, swo-
iste tkankowo eksony 1 (posta¢ obwodowa - L1, neuro-
nalna - N1), alternatywny ekson 10 oraz odpowiadajaca
im liczba intronéw (ryc. 4). Dtugo$¢ eksonéw waha sie
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Ryc. 3. Schemat budowy domenowej biatka DDC. Na schemacie zaznaczono granice domen w faricuchu aminokwasowym oraz przyblizona lokalizacje miejsc
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Ryc. 4. Schemat budowy ludzkiego genu DDC. Granatowymi i niebieskimi prostokatami znaczono odpowiednio eksony oraz 5'i 3’ UTR. Eksony podlegajace procesowi
alternatywnego splicingu oznaczono,,*"., 10" — alternatywny ekson 10, wystepujacy w jednej ze skréconych form mRNA DDC
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Ryc. 5. Schemat promotora neuronalnego ludzkiego genu DDC. Granatowe prostokaty z wpisanymi symbolami symbolizuja niekodujace eksony N1i L1. Funkcjonalne
miejsca wigzania biatek regulatorowych przedstawiono w postaci pustych prostokatéw, powyzej umieszczono nazwy polipeptydéw rozpoznajacych docelowe

elementy cis.

od 19 (ekson 11) do 407 pz (ekson 15), podczas gdy wiel-
kos$¢ najkrétszego i najdtuzszego zsekwencjonowanego
intronu wynosi odpowiednio 0,6 i 24 kpz [61,86,110,116].
Sekwencje DDC cztowieka reguluja dwa swoiste tkan-
kowo promotory. Pierwszy, obwodowy zmapowano 5’
powyzej miejsca +1 eksonu L1 (ryc. 4). Drugi promotor,
odpowiadajacy za aktywacje transkrypcyjna DDC w tkan-
kach pochodzenia neuronalnego, znajduje sie w intro-
nie oskrzydlonym sekwencjami eksonéw L1 i N1 (ryc. 4)
[61]. W obu obszarach regulatorowych wykazano obec-
no$¢ sekwencji TATA o niekanonicznej budowie. Ana-
liza promotora obwodowego wykazata obecno$¢ dwéch
sekwengji cis dla czynnikéw AP-1 (Activated Protein 1)
i SP-1 (Specificity Protein 1), podczas gdy w promoto-
rze neuronalnym wytypowano zaréwno potencjalne

i funkcjonalne elementy regulatorowe. Nalezy do nich
sekwencja CAAT oraz miejsca wiazania takich czynni-
kéw biatkowych jak NF-Y (Nuclear Transcription Fac-
tor Y), Oct1-2 (Octamer Transcription factor), MRE
(Metal Response Element Binding Transcription Factor),
NF-kB (Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of
Activated B Cells), AP-1, AP-3 (Activated Protein 3), HSE
(Heat Shock Factor), EATF1, Pit1/GHF1 (Pituitary-Speci-
fic Transcription Factor/Growth Hormone Factor 1), ERE
(Estrogen Response Element), IL6-RE-BP (Interleukin 6
Response Element Binding Factor), HNF-3 (Hepatocyte
Nuclear Factor 3), Brn2/N-Oct-3, C2/FOXC2 (Forkhead
Box Protein C2), H-APF-1 i AP2 (Activated Protein 2)
[5,61,74,102,110]. Mechanizm swoistej tkankowo eks-
presji genu DDC wydaje sie oparty na wzajemnie wyklu-
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czajacej sie aktywno$ci sekwencji jednego z dwéch
promotordéw. Aguanno i wsp. [3] sformutowali hipoteze,
w ktérej aktywacja promotora obwodowego w tkankach
obwodowych decyduje o blokowaniu potozonego ponizej
promotora neuronalnego [3]. Niezgodne z prezentowa-
nym przez Aguanno i wsp. pogladem pozostajg wyniki
badart wykonanych przez Blechingberga i wsp. [15],
ktére dokumentuja obecno$é¢ zaréwno neuronalnej jak
i obwodowej postaci transkryptu w zdefiniowanych rejo-
nach mézgu (piefi mézgu oraz jadra podstawne) podczas
ontogenezy $wini [15]. Z tego powodu mechanizm akty-
wacji/inaktywacji promotoréw DDC wymaga dalszych
badari i ustalenia, czy jest to mechanizm uniwersalny
czy tez swoisty gatunkowo.

Schemat budowy genu DDC cztowieka oraz przed-
stawicieli innych grup kregowcéw wyzszych wyka-
zuje znaczne podobiefistwo [15,21,48,86]. Organizmy
0 nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego charaktery-
zuje odmienny typ organizacji zaréwno obszaru kodu-
jacego jak i promotorowego DDC [55]. Badania genu DDC
u Drosophila wykazaty, ze 200 pz 5" powyzej miejsca +1
eksonu N1 jest w petni wystarczajace do jego ekspresji
w hipodermie, podczas gdy do powstawania neuronalne;
postaci enzymu jest wymagana aktywacja dodatkowych
elementéw regulatorowych potozonych w rejonie -
1623/-760 [65]. Ponadto, sekwencja ludzkiego genu DDC
jest matryca syntezy czasteczki antysensownego, nieko-
dujacego RNA o niezdefiniowanej dotad roli [86,107].

Sekwencja promotora genu DDC

Do$wiadczenia z uzyciem wektoréw plazmidowych nio-
sacych réznej dtugosci obszary promotorowe DDC wraz
z 5’ regionem niepodlegajacym translacji (UTR), a takze
zastosowanie metody EMSA, pozwolito na analize 9000
pz neuronalnego promotora genu DDC cztowieka. Wyka-
zano w nim obecno$¢ 5 regionédw bogatych w elementy
cis, ktére sg wtaczone w regulacje transkrypcyjna dekar-
boksylazy [74,102]. Wyniki eksperymentéw transfek-
cji nieneuronalnych i neuronalnych linii komérkowych
wyzej wymienionymi konstruktami pozwolily na wska-
zanie obszaréw, w ktérych znajdowaly sie sekwencje
wzmacniajace transkrypcje oraz elementy regulatorowe,
wykazujace zréznicowany potencjat wyciszania aktyw-
nosci DDC [74,102]. Koxicowym wynikiem badati byto
ustalenie minimalnego obszaru promotora niezbed-
nego do osiggniecia swoistej komérkowo ekspresji genu.
Wykazano, ze 560 pz 5° powyzej miejsca startu trans-
krypcji znajdujacego sie w eksonie N1 jest wystarczajace
do osiagniecia aktywnosci genu DDC w liniach komérek
nerwowych [74].

Obwodowy promotor DDC cztowieka wcigz wymaga
badan, ktére doprowadza do pelnej charakterystyki
funkcjonalnej. Jak dotad, jedyne dane dla tego obszaru
pozyskano w sposéb posredni. Podobieristwo prok-
symalnej cze$ci obwodowego promotora cztowieka
i szczura pozwala na wyciagniecie wniosku, ze wyniki
doswiadczen otrzymane z uzyciem sekwencji regula-

torowej gryzoni mogg by¢ uniwersalne i odnosi¢ sie do
analogicznego obszaru ludzkiego genu DDC. W pierw-
szych 80 pz 5" powyzej miejsca +1 w eksonie L1 potwier-
dzono obecno$¢ istotnych elementéw regulatorowych,
w tym miejsc decydujacych o aktywnosci szczurzego
DDC w tkankach obwodowych. Mapowanie z wykorzy-
staniem metod footprint, EMSA oraz transfekcji linii
komérek LCC-PK, konstruktami niosgcymi delecje
dystalnych fragmentéw obwodowego promotora lub
jego zmutowane postaci wykazato, ze w regionie - 49/-
25 pz znajduje sie element bogaty w pary A/T (5’AATTA-
ATGTTTAAC3’), wigzany przez swoisty dla hepatocytéw
czynnik HNF-1 [2].

PROMOTOR NEURONALNY

Sekwencja — 72/-36

Zastosowanie metody EMSA umozliwito identyfikacje
czynnikdéw trans i docelowych miejsc cis w proksymalnej
czesci promotora genu DDC cztowieka. W obszarze - 72/-
36 pz zaobserwowano formowanie sze$ciu komplekséw
biatkowych o odmiennej ruchliwoéci elektroforetycz-
nej. W sktad dwéch o najwiekszej i najmniejszej masie
czasteczkowej wchodzity odpowiednio polipeptydy
powszechnie wystepujace w komdrkach cztowieka oraz
charakterystyczne dla komérek pochodzenia neuronal-
nego [102]. Skracanie sekwencji sond molekularnych uzy-
tych w tescie EMSA doprowadzito do zawezenia badanego
obszaru i zmapowania miejsca bezposrednich interakeji
biatko-DNA. Pierwszg sekwencje, potozona miedzy - 53
a - 36 pz powyzej miejsca startu transkrypcji, wigzat
czynnik Sp1. Drugg, znajdujaca sie w pozycji - 72/-53 pz,
rozpoznawato biatko NF-Y (ryc. 5) [102]. Analiza skutku
mutacji punktowych lub delecji kasety NF-Y w konstruk-
tach promotorowych wykazata, ze wprowadzane zmiany
powodowaty znaczny spadek stezenia mRNA genu repor-
terowego. Obserwacja wskazuje na role miejsca NF-Y jako
pozytywnego regulatora podczas neuronalnej aktywacji
DDC [36,37]. Mimo bezpos$redniego sasiedztwa motywdw
NF-Y i Sp1 nie stwierdzono tworzenia wspdlnego kom-
pleksu biatkowego przez polipeptydy rozpoznajgce oba
miejsca regulatorowe [102].

Obszar —102/-72

Inny obszar interakcji czynnikéw trans znajduje sie mie-
dzy - 102 a - 72 pz neuronalnej sekwencji promotoro-
wej. W jego obrebie stwierdzono powstawanie pieciu
komplekséw biatkowych o zréznicowanej swoistosci
komérkowej. Obserwowane w czasie do§wiadczetr EMSA
super przesuniecie po uzyciu przeciwciat skierowanych
przeciwko polipeptydowi Oct-1 z rodziny biatek POU
wykazato, ze buduje on kompleks o najwiekszej masie
czgsteczkowej [102]. Oct-1 wigze sekwencje promotora
genu DDC cztowieka w postaci monomeru [14]. W dal-
szych etapach molekularnej charakterystyki rezyden-
téw poszczegblnych komplekséw postuzono sie technika
EMSA oraz preparatami biatkowymi izolowanymi z nie-
neuronalnych oraz neuronalnych linii komérkowych,
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w tym linii poddanych transfekcji sekwencjami czyn-
nikéw Oct (izoforma 2 i 3) i HNF-3p. Obecnos$¢ polipep-
tydéw N-Oct-2 i N-Oct-3 z ewolucyjnie zachowywanej
rodziny biatek POU potwierdzono w dwdch swoistych
komérkowo kompleksach biatkowych o posrednim
tempie migracji [95,102]. Biatka rozpoznawaly motyw
5’AAATAATGC3’ znajdujacy sie w pozycji -86/-78 pz
badanego obszaru promotora DDC czlowieka (ryc. 5)
[14,82,102]. Analiza skutku wywieranego przez N-Oct-3
wskazuje, ze pelni role swoistego komérkowo akty-
watora DDC [36,37]. W oparciu o metode spektroskopii
masowej oraz modelowania in silico ustalono, ze N-Oct-3
rozpoznaje docelowy element cis w promotorze DDC
w formie monomerycznej, jako homodimer lub hetero-
dimer z NF-Y [36,37]. Badania funkgcji kasety wigzanej
przez N-Oct-3 wykazaly, ze jest odpowiedzialna za pod-
stawowy jak i indukowany swoistym czynnikiem trans
poziom transkrypcji [37]. Biatko N-Oct-3 moze aktywo-
waé gen DDC réwniez posrednio, bez interakcji z doce-
lowym elementem regulatorowym. Powstaje wéwczas
kompleks NF-Y/N-Oct-3 stabilizowany zwigzaniem
sekwencji promotora DDC w miejscu rozpoznawanym
przez NF-Y (ryc. 5) [36].

Wyniki badan, w ktérych postuzono sie zsyntetyzo-
wanymi in vitro polipeptydami HNF-3a i § wykazaly,
ze bialka te sg rezydentami dwdch najbardziej ruchli-
wych komplekséw [102]. Biatka HNF nalezg do rodziny
czynnikéw z konserwowanym motywem winged helix/
forkhead. Sg odpowiedzialne za remodelowanie chro-
matyny, wczesne etapy rozwoju uktadu nerwowego
(HNF-3p) oraz funkcjonowanie gruczotu watrobowego
czlowieka [39]. Wigzana przez nie sekwencja znajduje sie
miedzy -94 a -73 nt obszaru promotorowego DDC (ryc.
5). Nakladanie sie elementdw cis rozpoznawanych przez
opisywane wyzej polipeptydy oraz te z rodziny Oct/N-
Oct powoduje formowanie dwéch typéw komplekséw
biatkowych. Pierwszy typ zawiera wytacznie polipep-
tydy HNF charakterystyczne dla komérek budujacych
tkanki obwodowe, drugi jest heteromerycznym kom-
pleksem tworzonym przez biatko HNF-3f oraz N-Oct-3
[14,102]. Wykazano ponadto, ze polipeptyd HNF-3f
wiaze sekwencje promotorowg z niewielkim powinowac-
twem i moze by¢ wypierany przez czynnik Oct-1 z miej-
sca swego wigzania (ryc. 5) [14].

Element regulatorowy polozony migdzy — 900 a — 872 nt
promotora DDC

Analiza dalszych odcinkéw neuronalnego promotora
genu DDC pozwolita na identyfikacje dodatkowego miej-
sca wigzania dla Oct-3 - elementu MORE (More Palin-
dromie Oct Factor Recognition Element), potozonego
miedzy - 900 a - 872 pz powyzej miejsca startu trans-
krypcji [37]. Biatko N-Oct-3 rozpoznawato docelowy
element cis w formie monomeru lub homodimeru.
Stwierdzono, ze do osiagniecia petnej aktywno$ci DDC
jest niezbedna obecno$é wszystkich kaset rozpoznawa-
nych przez monomeryczng N-Oct-3, homodimer, a takze
heterodimery tworzone z innymi czynnikami biatko-

wymi. Précz sekwencji MORE krytycznym dla tego pro-
cesu obszarem jest pierwszych 100 pz neuronalnego
promotora genu DDC cztowieka [37].

Regulacja przez inne czynniki biatkowe

Transkrypcja genu DDC jest regulowana czynnikami biat-
kowymi kontrolujacymi ekspresje pozostatych genéw
kodujacych enzymy szlaku syntezy amin katecholo-
wych. Ustalenia wymaga, czy czynniki te wiaza sekwen-
cje promotorowa DDC bezposrednio czy tez wplywaja na
jego aktywno$é w sposéb posredni. Biatko Nurrl (Nuc-
lear Receptor Related 1) nalezy do rodziny sierocych
receptoréw jadrowych i jest uwazane za gtéwny czynnik
decydujacy o powstawaniu i rozwoju neuronéw dopami-
nergicznych w mézgu. Uczestniczy w regulacji aktywno-
$ci wielu gendéw neuronalnych w tym TH, transportera
dopaminy (DAT), VMAT2 oraz DDC [32]. Mimo ze nie udato
sie zidentyfikowad miejsca rozpoznawanego przez Nurrl
w obrebie promotora mysiego genu DDC, do$wiadczenia
na mysiej neuronalnej linii komérkowej MN9D wykazaty
wzrost poziomu transkryptu DDC po transfekcji wektorem
niosacym cDNA Nurr1 [52]. W przypadku linii nieneuro-
nalnej transfekcja tego typu wektorem nie indukowata
ekspresji wymienionych genéw neuronalnych. Bada-
nia mysich zarodkéw pozbawionych jednego lub obu
alleli genu Nurrl wykazaty natomiast, ze jest to czynnik
niezbedny do ekspresji zaréwno DDC, jak i VMAT2 juz we
wezesnych stadiach rozwoju embrionalnego [52].

Regulacja potranskrypcyjna DDC

Sekwencja kodujaca DDC cztowieka jest konserwowana
ewolucyjnie i niesie pojedynczy ORF oskrzydlony na
koticach 5’ oraz 3’ obszarami UTR o réznej dtugosci
[60,61,72] (ryc. 4). Obecno$é wielu postaci mRNA DDC,
z ktérych cze$é wykazuje specyfike tkankowsg, wiaze
sie z procesem alternatywnego splicingu zachodzacym
w sekwencji obu UTRSw i/lub czesci kodujacej sktada-
nych czasteczek [26,61,90,116]. Polimorfizm dtugosci
obwodowej oraz neuronalnej postaci mRNA DDC czto-
wieka, bedacych dwoma gtéwnymi typami transkryptu,
wynika z obecnosci w sekwencji 5’ UTR jednego z dwéch
swoistych tkankowo eksonéw - L1 lub N1 [61]. Sekwen-
cja eksonu L1 czlowieka wykazuje niski poziom homo-
logii do analogicznego obszaru znajdujacego sie w 5’
UTR mRNA DDC innych gatunkéw [15]. W najdtuzszych
wariantach obu transkryptéw miejsce startu transla-
cji, kodon stop oraz sygnat poliadenylacji zmapowano
odpowiednio w proksymalnej czesci eksonu 2, eksonie
14 oraz 15 [110]. Podobne potozenie opisanych elemen-
téw stwierdzono réwniez w czasteczkach transkryp-
téw DDC gryzoni [15]. Obecno$é w eksonie L1 czterech
sekwencji ATG niepowigzanych z procesem startu trans-
lacji ma przypuszczalny zwiazek z ich udziatem w two-
rzeniu drugorzedowych struktur w tym obszarze [61].
Powstawanie kolejnych izoform mRNA DDC warunkuje
alternatywny splicing eksonu 3 lub wycinanie sekwencji
eksonéw 10-15 [26,90,116] (ryc. 4). Skrécenie sekwencji
transkryptu o sze$¢ eksondw potozonych dystalnie taczy
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sie z obecnoscig alternatywnego eksonu 10 niosacego
kodon stop [116] (ryc. 4).

Badanie rozkladu mRNA DDC w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym oraz organach obwodowych cztowieka
ujawnito istnienie réznic w proporcjach poszczegdl-
nych transkryptéw [26,90,116]. Obserwowane w danym
typie tkanki stezenie mRNA DDC moze by¢ cechg uni-
wersalng w $wiecie zwierzat lub by¢ w petni swoiste
gatunkowo [4,5,15,26,90,116]. Wykazano jednocze$nie,
ze enzym DDC czlowieka kodowany na matrycy mRNA
pozbawionego eksonu 3 nie wykazuje wtasciwosci enzy-
matycznych, co ma przypuszczalnie zwigzek z delecja
reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za rozpozna-
nie substratu lub nadawanie trzeciorzedowej struktury
temu biatku [90].

W innych grupach ssakéw réwniez wykazano obec-
no$¢ dwéch typéw mRNA DDC kodujgcych neuronalng
i obwodowg postaé enzymu. Ostatni z wymienionych
rodzajéw transkryptéw charakteryzuje swoista gatun-
kowo budowa 5’ UTR [4,5,15,48,72,113]. Polimorfizm
5’sekwencji mRNA DDC wigzat sie z wykorzystywaniem
w procesie dojrzewania réznych miejsc akceptoro-
wych potozonych w proksymalnym regionie eksonu 11
(szczur) lub obecno$cia dodatkowego eksonu ($winia),
wystepujacego miedzy odpowiednikami eksonéw L1
i N1 czlowieka [4,5,15,48,72]. U zwierzat, podobnie jak
u czlowieka, wystepowanie wielu postaci mRNA DDC jest
spowodowane alternatywnym sktadaniem zachodza-
cym wewnatrz czasteczki transkryptu. Proces dotyczy
wycinania wytacznie sekwencji eksonu 5 lub w ztozeniu
z eksonem 6 u $wini [15].

REGULACIA EPIGENETYCZNA — PIETNOWANIE RODZICIELSKIE GENU DDC

W czasie badan dotyczacych korelacji miedzy mutacjami
w obrebie sekwencji genu DDC a podatno$cia na zacho-
rowanie na chorobe afektywng dwubiegunowg (BPAD)
stwierdzono, ze jeden z typédw mutacji jest dziedziczony
ojcowsko [19]. Podobny zwiazek miedzy typem allelu
i sposobem jego przekazywania obserwowano w przy-
padku innego zaburzenia psychicznego - zespotu nadpo-
budliwo$ci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD)
[51]. Ekspresja zmutowanej postaci allelu jest skutkiem
mechanizmu pietnowania rodzicielskiego - inaktywa-
cji poprawnego allelu pochodzacego od matki. Tak jak
i wiele innych pietnowanych sekwencji, DDC znajduje
sie w bliskim sgsiedztwie innego pietnowanego genu -
Grb10, kodujacego biatko adapterowe receptora czynnika
wzrostu [19]. Jednak wyniki badan Hitchinsa i wsp. [54],
w ktérych postuzono sie tkankami ludzkimi oraz pocho-
dzagcymi z mysich ptodéw, nie potwierdzity hipotezy
o przynalezno$ci DDC do grupy gendéw pietnowanych
[54]. Odmiennych wnioskéw dostarczyty do§wiadczenia
Menheniott i wsp. [81], w ktérych wskazano przej$ciowa,
ojcowska ekspresje neuronalnej DDC w kardiomiocytach
mysich ptodéw i noworodkéw [81]. Jak dotad nie udato
sie jednoznacznie wyjasni¢ przyczyn tego zjawiska oraz
jego znaczenia w procesie ontogenezy [99].

Rota DDC w ETIOLOGII PROCESU NOWOTWORZENIA, ZABURZEN
PSYCHICZNYCH ORAZ DYSFUNKCJI UKLADU NERWOWEGO

DDC jako potencjalny biomarker procesu

nowotworzenia

Molekularna charakterystyka 432 typdéw nowotworéw
neuroendokrynnych, endokrynnych i nieendokryn-
nych wykazata, ze DDC moze by¢ uznawana za biomarker
ludzkich nowotworéw neuroendokrynnych. Ponad 82%
nowotwordw tego typu charakteryzuje wzmozona eks-
presja tego enzymu [40]. W komérkach rakowiakéw ptuc
z nadmiernym wytwarzaniem serotoniny réwniez obser-
wuje sie wyzsze stezenie i zwiekszong aktywno$é DDC
w poréwnaniu do tkanek niezmienionych nowotworowo
[43]. Nie potwierdzono, by wraz ze wzrostem zréznicowa-
nia komérek jednego z nowotworéw neuroendokrynnych
- raka rdzeniastego tarczycy, co sugerujg wczesniejsze
obserwacje [10], spadat poziom dekarboksylazy [10,40].
Dlatego tez enzym DDC wydaje sie dobrym markerem
w diagnostyce nowotworéw typu neuroendokrynnego.

Rola DDC w nowotworach gruczotu krokowego

Jednym z najcze$ciej wystepujacych nowotwordéw
u mezczyzn jest gruczolakorak stercza. Badania doty-
czace neuroendokrynnej postaci tej zmiany nowotworo-
wej wskazuja na znaczny wzrost zaréwno poziomu mRNA
jak i aktywnosci enzymatycznej DDC [56]. Oba czynniki
mozna uznaé za biomarkery obecnosci samego nowo-
tworu, jak i stopnia jego zréznicowania. Wysoki poziom
ekspresji dekarboksylazy koreluje ze wzmozong ekspresja
dwdch regulatoréw transkrypcyjnych genu DDC - HNF3f3
i N-Oct-3. Jednak nie stwierdzono, by duza aktywno$¢ DDC
wigzata sie z obecno$cia koticowych produktéw, jakimi
sg serotonina i DA. Brak DA jest przypuszczalnie wyni-
kiem wyciszenia genu TH [56]. Do§wiadczenia zespotu
Wafa wykazaty, ze DDC moze pelnié¢ role biatka koregu-
latorowego dla receptora androgenowego (AR) - czyn-
nika transkrypcyjnego nalezacego do rodziny jadrowych
receptoréw hormondw steroidowych, ktérego aktywnosé
w komdrkach raka neuroendokrynnego stercza pozostaje
na wysokim poziomie [120]. Bezpo$rednie oddziatywa-
nia miedzy C-koricowg domena DDC a AR sg niezalezne
od ligandéw. W obecnosci ligandéw i DDC dochodzi do
wzmocnienia wlasciwo$ci AR jako aktywatora trans-
krypcyjnego [120]. Skutek aktywacji obserwowano takze
w przypadku receptoréw glukokortykoidéw i w mniej-
szym stopniu receptoréw estrogenéw [120]. Wydaje sie
wiec, ze DDC poza katalizowaniem reakcji dekarboksy-
lacji moze petni¢ réwniez inne istotne funkcje zwiazane
z przezywalno$cig komdrek.

Rora DDC w zABURZENIACH PSYCHICZNYCH

Jedna z przyczyn zaburzen o podiozu psychotycz-
nym (np. schizofrenia) oraz afektywnym (np. BPAD)
jest niepoprawna regulacja mezolimbicznego uktadu
dopaminergicznego [33,85]. Stanom tym towarzyszy
nadaktywno$¢ neuronéw dopaminergicznych powo-

1433



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 1424-1440

dujgca nadmierne wytwarzanie DA i hiperstymulacje
receptoréw D1 [33]. Juz w 1994 r. badania Reitha i wsp.
wykazaly istnienie zwiazku miedzy zwiekszonym meta-
bolizmem DA a wzrostem aktywno$ci DDC w prazkowiu
0s6b cierpigcych na psychozy, w tym na schizofre-
nie [103]. Berglum i wsp. przeanalizowali polimorfizm
sekwencji kodujacej oraz promotora neuronalnego
DDC z predyspozycja zachorowania na schizofrenie lub
BPAD [17,18,19]. Analiza haplotypéw wykazata obecnosé
dwéch delegji:

«1 pz zlokalizowanej w regionie promotorowym,
w potencjalnym miejscu wigzania neuronalnych czyn-
nikéw transkrypcyjnych z rodziny NGFI-A oraz

* 4 pz zmapowanej w proksymalnej cze$ci powtdrzenia
(GA), w obrebie sekwencji UTR genu DDC.

Poniewaz ostatni z wymienionych elementéw jest
przypuszczalnie miejscem wiazania biatek rozpoznaja-
cych powtdrzenia GA (GAF), opisana 4 pz mutacja moze
spowodowa¢ zanik interakcji swoistych czynnikéw
trans z docelowa sekwencja cis [17]. Wykazano istnie-
nie korelacji w przypadku punktowej delecji a zacho-
rowaniem na BPAD [17]. Badania dotyczgce segregacji
opisanych wariantéw haplotypéw z przypadkami schi-
zofrenii dokumentuja modulujacy wplyw mutacji
sekwencji promotorowej DDC na przebieg oraz wysta-
pienie pierwszych objawéw choroby [18]. Stwierdzono,
ze obecno$¢ przynajmniej jednego allelu z 1 pz delecja
powoduje pdzniejsze wystapienie objawdw schizofrenii
u mezczyzn [18]. Wcigz jednak brak dowoddéw potwier-
dzajacych istotna role DDC w etiologii zaburzeni psycho-
tycznych. W dalszych badaniach réwniez nie udato sie
jednoznacznie skorelowaé wykrytych delecji z wystapie-
niem BPAD [19].

Rora DDC w cHOROBACH 0 POD£0ZU NEUROLOGICZNYM

Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona (PD) jest przewleka, postepujaca
chorobg neurodegeneracyjna o mato poznanej etiolo-
gii. Podczas jej trwania dochodzi do wybidrczego zaniku
neurondéw o fenotypie dopaminergicznym prowadza-
cego do powstawania zaburzeri motorycznych, auto-
nomicznych oraz neurobehawioralnych u cztowieka.
Standardowa terapia PD polega na podawaniu L-DOPA,
ktéra po przeniknieciu bariery krew-mdzg zostaje prze-
ksztatcona do DA w neuronach DDC* [100]. Skuteczno$é
terapii opartej na prekursorze DA pozostaje w $cistym
zwiazku z osiggnieciem odpowiedniego stezenia pre-
paratu w neuronach z zaburzona ekspresja DDC i/lub
TH. Dlatego tak waznym zagadnieniem w czasie terapii
jest hamowanie przez swoiste blokery aktywnosci DDC
metabolizujgcej lek w tkankach obwodowych [33,45].
Podczas leczenia pacjentom podaje sie L-DOPA z inhibi-
torami DDC - karbidopa lub benserazydem, co pozwala
na dostarczenie wiekszej dawki prekursora do ludz-
kiego mézgu [45,100]. Diugotrwate stosowanie L-DOPA

wiaze sie z obnizeniem jej skutecznosci i pojawianiem
sie komplikacji motorycznych, spowodowanych efektem
wyczerpywania - chory wymaga coraz wiekszych i cze-
$ciej podawanych dawek leku w celu utrzymania dziata-
nia terapeutycznego [45,100].

Projektowane lub stosowane blokery musza spetniaé
wiele warunkéw, z ktérych brak toksycznosci, stabilno$é
oraz wybiérczo$é dziatania wobec oDDC sa podstawo-
wymi kryteriami ich wyboru. Do$wiadczalny przeglad
potencjalnych inhibitoréw enzymu pozwolit na wyto-
nienie czasteczki Amb2470350, bedacej swoistym inhi-
bitorem kompetycyjnym DDC. Dziatanie Amb2470350
jest odwracalne, a sama czasteczka nie przenika przez
bariere krew-mézg, blokujac tym samym tylko obwo-
dowg posta¢ DDC [12,31]. Do niezwykle obiecujacych
czasteczek terapeutycznych nalezg endogenne blokery
hamujace oDDC u ssakéw:

« sktadniki surowicy u matp [101],

« biatka globularne o masie 25,5-32,5 kDa wystepujace
w gruczotach podzuchwowych szczuréw [50],

« hydrofobowe biatko z ludzkiej surowicy o masie 25 kDa
[118],

« 35 kDa biatko blonowe oczyszczone z ludzkiego tozyska,
zidentyfikowane jako aneksyna V - inhibitor kaskady
krzepniecia krwi [117] oraz

« analogi strukturalne DA wyizolowane z ekstraktéw sil-
nie trujacej trzmieliny gtadkiej (Euonymus glabra Roxb),
wystepujacej na terenie Chin [104].

Nieposor DDC

Niedobér DDC jest neurometaboliczng, wrodzong cho-
roba genetyczna, dziedziczong autosomalnie rece-
sywnie. W 1990 r. Hyland i Clayton opisali pierwszy
przypadek tej choroby u bliZniat jednojajowych [58].
Objawy, do ktérych nalezg opdznienie rozwoju, dys-
toniczne odchylanie gatek ocznych, hipotonia, zabu-
rzenia snu i funkcji motorycznych, a takze dysfunkcje
uktadu autonomicznego, pojawiaja sie w okresie wcze-
snego dzieciristwa [114]. Opisane zaburzenia wynikaja ze
znacznego obnizenia stezenia amin biogennych oraz ich
metabolitéw spowodowanego niskim stezeniem i pozio-
mem aktywnoéci DDC [114]. Zmiany kinetyki enzymu nie
dotycza w tym samym stopniu wszystkich tkanek DDC*
- obserwowanemu spadkowi poziomu metabolitéw DA
w plynie mézgowo-rdzeniowym i osoczu nie towarzy-
szyly zmiany stezenia DA w moczu oséb chorych, co
sugeruje wlasciwg ekspresje i aktywnos¢ dekarboksylazy
w nerkach [1,59]. Do 2013 r. opisano prawie 100 przy-
padkéw niedoboru DDC na $wiecie. Wiekszo$¢ muta-
cji pojawia sie de novo, jednak czestsze zachorowania
w potudniowych Chinach sg najprawdopodobniej spo-
wodowane efektem zatozyciela i przekazywang mutacja
miejsca splicingowego intronu 6 (IVS6+4A>T) [114]. Ana-
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liza genotypu 49 pacjentéw wykazala istnienie 24 muta-
cji punktowych dotyczacych miejsca splicingowego lub
skutkujacych zamiang aminokwasu w sekwencji poli-
peptydu [20]. Poréwnanie wiasciwos$ci biochemicznych
niezmutowanej postaci DDC z 4 wariantami niosagcymi
mutacje konserwowanych reszt aa G102S, F309, S147R
i A275T, zaangazowanych w wigzanie PLP, wykazato spa-
dek aktywnosci katalitycznej lub zmniejszenie powino-
wactwa enzymu do kofaktora czy substratu [83].

Ze wzgledu na duze zréznicowanie wykrywanych muta-
cji oraz stosunkowo matg grupe pacjentéw nie opraco-
wano dotychczas skutecznej metody leczenia niedoboru
DDC. Chorym podaje sie witamine B6, agonistéw recep-
toréw dopaminergicznych oraz inhibitory monoami-
nooksydazy, hamujace rozktad dopaminy [7,97]. Dalsze
szczegStowe badania nad molekularnym podtozem nie-
doboru DDC mogg pozwolié na tworzenie skutecznej
terapii dopasowanej do mutacji wystepujacej u chorego.
Obecnie trwajg do$wiadczenia majace umozliwié dostar-
czenie do komdrek pacjenta prawidtowej kopii genu DDC
i wywolanie stabilnej ekspresji funkcjonalnego enzymu.
Podobne prace z wykorzystaniem wektoréw wirusowych
dotycza leczenia choroby Parkinsona. Wykazano, ze eks-
presja ludzkiej DDC miata korzystny wplyw na stan zdro-
wia zwierzat poddanych terapii [7].

PERSPEKTYWICZNE METODY LECZENIA

Terapia genowa z wykorzystaniem sekwencji genu DDC

Ze wzgledu na skuteczno$¢ chirurgiczne lub farmako-
logiczne zwalczanie objawéw PD oraz niedoboru DDC
jest postrzegane jako niewystarczajaca postaé terapii.
Dlatego tez istotnym zagadnieniem stato sie znalezie-
nie nowych sposobéw leczenia, w tym metod opartych
na terapii genowej. W zalozeniu technika ta polega na
wprowadzaniu genéw o charakterze terapeutycznym
do komérek wykazujacych zaburzenia ekspresji danej
jednostki transkrypcyjnej lub zdolnych przejaé funkcje
komérek ulegajacych degeneracji. W tym celu stosuje sie
wektory molekularne wykazujace ograniczony tropizm
komdrkowy (takze wobec komérek postmitotycznych),
przenoszace diugie sekwencje transgendw, charaktery-
zujace sie niskim poziomem immunogenno$ci oraz nie-
zdolne do replikacji w organizmie pacjenta [121]. Do
najcze$ciej wykorzystywanych typéw noénikéw stoso-
wanych w terapii choréb neurodegeneracyjnych naleza
lentiwektory lub wektory oparte na wirusach zaleznych
od adenowiruséw (AAV). Pierwsze z wymienionych cha-
rakteryzuje naturalna zdolnos$é do czystego wbudo-
wywania sie do genomu komérki. Drugi typ wektoréw
o duzym tropizmie neuronalnym pozostaje w postaci
episoméw wykazujac stabilng ekspresje transgenu [121].
Modyfikacje genomu komérek z uzyciem egzogennych
sekwencji przeprowadza sie in vivo lub pozaustrojowo
[121]. Ostatni z wymienionych sposobéw wymusza
ponowne wprowadzenie komdrek z transgenem do orga-
nizmu pacjenta.

Obecnie testowanych jest kilka sposobéw leczenia PD.
Polegaja na dostarczaniu nowych, prawidtowych kopii
gendw kodujacych mRNA enzymdw niezbednych do:

« konwersji egzogennej L-DOPA w dopamine,
« ektopowej syntezy dopaminy,
« ektopowej syntezy L-DOPA

oraz gendw, ktérych produkty zastapia nieprawidtowe
biatka w dziedzicznych postaciach PD [30].

W pierwszym przypadku wektor AAV dostarcza sekwen-
cje genu DDC do degenerujgcych neuronéw prazkowia.
Synteza dopaminy jest mozliwa po podaniu pacjentowi
egzogennego prekursora [100]. Do$wiadczenia z iniek-
cja takiego konstruktu przeszly juz etap badat przed-
klinicznych. Wyniki I fazy badan klinicznych wydaja sie
obiecujace ze wzgledu na zwiekszona aktywno$é DDC
w badaniach neuroobrazowych, brak powaznych dziatan
niepozadanych i umiarkowana poprawe stanu pacjentéw
[30,84]. Druga strategia wykorzystuje lentiwektor niosacy
sekwencje trzech genéw - DDC, skréconej postaci TH oraz
genu cyklohydrolazy-GTP (GCH1) bioracej udzial w syntezie
kofaktora enzymu TH, jakim jest tetrahydrobiopteryna.
Opracowany przez OxfordBioMedica preparat, znany jako
ProSavin, przeszedt pomy$lnie faze badan przedklinicz-
nych, a obecnie publikowane sg prace opisujace pierwsze
skutki podawania leku osobom chorym na PD w 1/11 fazie
klinicznej [30,92]. W ciagu roku od podania leku odnoto-
wano poprawe funkcji motorycznych przy obnizonych
dawkach podawanej L-DOPA i stosunkowo tagodnych
dziataniach niepozadanych (dyskinezy i efekt on-off). Ze
wzgledu na poziom dziatania terapeutycznego oraz nie-
liczna grupe pacjentéw poddanych zabiegowi badania te
wymagajg kontynuacji [92]. Trzeci rodzaj terapii opiera
sie na aktywno$ci endogennej DDC w $rednich neuronach
kolczastych (Medium Spiny Neurons, MSN), do ktérych
wprowadza si¢ konstrukty z egzogennymi kopiami genéw
TH i GCH1 [30]. Jak dotad, badania nie weszly w faze kli-
niczna. Ostatni sposdb terapii genowej PD dotyczy wpro-
wadzania do neuronéw sekwencji genéw innych niz DDC,
np. GDNF, SNCA czy parkiny [30]. Niestety, wcigz powaznym
problemem jest ustalenie skutecznej dawki preparatu,
szeroki zakres komérek infekowanych przez wektory
wirusowe oraz brak precyzyjnej kontroli poziomu ekspre-
sji transgendw. Ostatnie z wymienionych zagadnien jest
niezwykle istotnym ze wzgledu na hamowanie zwrotne
enzymu TH przez dopamine czy toksyczny wptyw nad-
miaru czasteczek DA na wytwarzajace ja neurony.

Mimo znaczacych postepéw w poznaniu biologii genu
DDC wcigz nie udaje sie rozwigzaé wszystkich proble-
méw zwigzanych z dysfunkcja tej jednostki transkryp-
cyjnej w chorobie zwigzanej z niedoborem DDC. Wynika
to m.in. z powodu:

« braku dogodnych modeli zwierzecych tej choroby
z powodu letalno$ci mutacji typu knock-out genu DDC,
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* nie w petni scharakteryzowanego tropizmu wektoréw
wirusowych dostarczajacych prawidlowa kopie genu
DDC,

« obszaru dziatania preparatu terapeutycznego ograni-
czonego do miejsca jego podania oraz

* nieprzewidywalnej reakcji organizmu na nagte przy-
wrécenie funkcjonalnego stezenia monoamin [7].

Podobnie jak w PD, terapia genowa 0séb cierpiacych na
niedobdr DDC polega na dostarczeniu do ich komdrek
prawidtowej kopii genu DDC i wywotaniu stabilnej eks-
presji funkcjonalnego enzymu. Wyniki Hwu i wsp. [57]
z 1 fazy badan klinicznych u czworga pacjentéw wska-
zujg, ze iniekcja wektora AAV zawierajacego ludzka
sekwencje DDC do skorupy, mimo przejéciowych dys-
kinezji wystepujacych miesigc po podaniu leku, znacz-
nie poprawia funkcje ruchowe [57]. Jest to pierwsze
tak zaawansowane badanie z wykorzystaniem tera-
pii genowej w leczeniu niedoboru DDC. Potwierdza tez
bezpieczenstwo §rédmdézgowych iniekcji wektorédw
wirusowych, co budzi nadzieje zwigzane z procesem
efektywnego leczenia tej i innych choréb za pomocg opi-
sanej techniki.

Terapia z wykorzystaniem komérek macierzystych

Terapia z uzyciem komdrek macierzystych moze sie staé
sposobem leczenia chorych z dysfunkcjg DDC. Wykorzy-
stanie w medycynie regeneracyjnej komérek zdolnych
do réznicowania w wiele réznych typéw, pozwolitoby na
odbudowanie populacji neuronéw ulegajacych neurode-
generacji lub wprowadzenie ich do tkanek wykazujacych
nieprawidtowy wzorzec ekspresji [7,49,76,88,105,109].
W zwiazku z tym niezwykle wazna jest mozliwo$¢ pozy-
skania indukowanych pluripotencjalnych komdrek
macierzystych (iPS) o cechach pierwotnych komdrek
zarodkowych za pomocg zwiazkéw drobnoczasteczko-
wych [69]. iPS wyprowadzone ze zdrowych komdrek
tkanki pacjenta pozwalaja na ominiecie probleméw
zwigzanych z niezgodno$cia tkankowg oraz stosowaniem
wektoréw wirusowych jako no$nikéw prawidtowych
kopii gendw [111]. Jak dotad, skuteczno$¢ tego typu
terapii udokumentowano na przyktadzie zwierzecych
modeli, w tym szczurzego modelu PD [6,49,76,105,123].

PobsumowaNiE

Oméwiony przeglad doniesiert dotyczacych regulacji
aktywnosci genu DDC oraz jego produktu wskazuje na
istnienie wielu mechanizméw determinujacych ten pro-
ces. Wykazano, ze za odpowiedni wzorzec transkrypcji
odpowiadaja sekwencje promotora obwodowego lub
neuronalnego aktywowanego w komérkach o fenoty-
pie DA. Mimo znacznych wysitkéw wielu grup badaw-
czych, ujawnienia wymagaja kolejne czynniki trans oraz
wiazane przez nie elementy cis odpowiadajace za swo-
ista rozwojowo/tkankowo/komérkowo ekspresje DDC.
Waznym zagadnieniem jest epigenetyczna regulacja

DDC i powigzanie niektérych proceséw chorobowych
z mechanizmem pietnowania rodzicielskiego. Uzupet-
nienie wiedzy w tym zakresie moze pozwoli¢ na uspraw-
nienie procesu projektowania wektoréw o znaczeniu
terapeutycznym, co umozliwi opracowanie lekéw akty-
wujacych odpowiednie szlaki przesytania sygnatéw
wplywajgcych na transkrypcje DDC. Proces poznawczy
nie pozostanie bez wpltywu na dalszy rozwdj terapii,
w tym wykorzystujacych wlasciwosci komérek iPs.

Analiza oddziatywan DDC z innymi polipeptydami wska-
zuje na zdolno$¢ tego enzymu do tworzenia wielosktad-
nikowego kompleksu biatkowego. Jak wykazano, biatko
to pozostajac w interakcjach z TH i VMAT,, w zalezno-
$ci od stanu fizjologicznego neuronéw DDC*, kotwiczy
polipeptydy o charakterze regulatorowym - ASN oraz
DJ-1. Na tej podstawie mozna spekulowad, ze rekrutacja
ASN do kompleksu moze wptywaé hamujaco na aktyw-
noé¢ enzymatyczng TH i/lub DDC. Zmiana partnera
biatkowego z ASN na DJ-1 spowodowataby zapewne
zwiekszenie stezenia produktéw syntetyzowanych
przez wymienione enzymy. Jednoczesnie ilo§¢ DOPA
zsyntetyzowanej przez TH determinowalby stezenie
substratu dostepnego dla DDC. Wiadomo natomiast, ze
produkt DDC jakim jest dopamina, hamuje enzym TH
tworzgc petle sprzezenia zwrotnego ujemnego. W funk-
cjonalnym kompleksie zachodzitaby wiec $cista kontrola
poszczegSlnych etapéw procesu syntezy neuroprzekaz-
nikéw oraz ich skoordynowany transport do wnetrza
pecherzykéw synaptycznych. Zdolno$¢ DJ-1 do regulo-
wania wlasciwos$ci ASN oraz po$redni wpltyw na poziom
ekspresji genéw wlaczonych w synteze amin katecho-
lowych, tworzy dodatkowy poziom kontroli aktywno$ci
catego kompleksu. Przedstawiony poglad wymaga jed-
nak dalszych badar.

Pelne zrozumienie biologii DDC wymaga wcigz znale-
zienia odpowiedzi na wiele pytar. Waznym zagadnie-
niem jest potencjalna obecno$¢ w kompleksie innych
niz wymienione biatek o charakterze regulatorowym,
np. 14-3-3 i PP2A. Czy wigza one wybidrczo poszczegdl-
nych partneréw biatkowych, czy tez sg zdolne do regu-
lacji obu enzyméw jednocze$nie? Jaki wpltyw na poziom
aktywno$ci DDC ma mechanizm fosforylacji tego biatka?
Czy dysfunkcja jednego z biatek regulatorowych wptywa
na interakcje poszczegdlnych rezydentéw kompleksu?
Czy obserwowany mechanizm regulacji jest uniwersalny
dla wszystkich kregowcéw? W jaki sposéb projektowad
terapie poszczegdlnych choréb neurodegeneracyjnych,
w ktérych dochodzi do dysfunkcji TH jak i DDC, majac
do czynienia z wielosktadnikowym kompleksem o wta-
$ciwosciach enzymatycznych? Jaka role petnia poszcze-
g6lne izoformy DDC, w tym te niewykazujace aktywnosci
enzymatycznej?
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