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Streszczenie

W coraz wickszym stopniu proteazy sa postrzegane jako
precyzyjne mechanizmy komdérkowe mogace regulowaé
procesy biologiczne u wszystkich organizmdw, a nie tyl-
ko jako niespecyficzne enzymy towarzyszace katabolizmo-
wi bialek. Z tego powodu niezwykle wazne sa nowe
podejicia eksperymentalne, ktére moga wyjasniac role pro-
teaz oraz regulacje ich aktywnosci na wszystkich etapach
ekspresji biatka, poczawszy od transkrypcji genu, na ha-
mowaniu aktywnosci poprzez endogenne inhibitory skon-
czywszy. W swoich badaniach autorzy niniejszej pracy
skupili si¢ na poszukiwaniu nowych elementéw reguluja-
cych transkrypcje genu mmp-9 (ang. matrix metalloproteina-
se 9 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomérkowej 9),
jak réwniez na znalezieniu substratéw dla tego enzymu
w mozgu. Dzigki metodzie footprinting autorzy zidentyfi-
kowali czynnik YY1, ktéry okazat si¢ represorem genu
mmp-9 w neuronach niepobudzonych, a takze aktywato-
rem w neuronach stymulowanych. Przy uzyciu immuno-
precypitacji chromatyny (ChIP) i immunoprecypitadji (IP),
a nastepnie dzieki analizie uzyskanych probek bialek za po-
moca spektrometrii mas, zidentyfikowano wiele potencjal-
nych partneréw wiazacych sie z YY1 7n vivo zar6wno
w neuronach niepobudzonych, jak i pobudzonych. Z ko-
lei badajac aktywnos¢ biatka MMP-9, autorzy wykazali
ciecie B-dystroglikanu (bialka blonowego wystepujacego
na synapsach neuronéw) przez MMP-9 wydzielone w wy-
niku pobudzenia neuronalnego, co ma potencjalne zna-
czenie w plastyczno$ci synaptycznej, procesach lezacych
prawdopodobnie u podstaw uczenia si¢ i pamieci. W dal-
szej czeSci pracy przedstawiono zrodzong niedawno kon-
cepcje ,proteodegradomiki” oraz zestawiono metody
mogace stuzy¢ do znajdywania potencjalnych substratéw
proteaz, jak réwniez do analizowania poziomu proteolizy
w réznych stanach komorki.

Stowa kluczowe: MMP-9, YY1, mézg, proteomika,
macierz zewnatrzkomérkowa, proteazy

Abstract

More and more proteases are viewed as precise cellular
mechanisms, which may regulate biological processes
in all organisms, and not only as unspecific enzymes
involved in catalysis of proteins. For this reason new
experimental approaches are needed, which may
explain the role of proteases and regulation of their
activity on all levels of protein expression, starting from
gene transcription, ending with inhibition of activity
by endogenous inhibitors. In our research, we focused
on finding new elements regulating transcription of
the mmp-9 (matrix metalloproteinase-9) gene and on
finding new substrates for this enzyme in the brain.
Thanks to the footprinting method we identified YY1
factor, which turned out to be an mmp-9 gene repressor
in non-stimulated and activator in stimulated neurons.
Using chromatin immunoprecipitation (ChIP) and
immunoprecipitation (IP) and analyzing resulting
samples by mass spectrometry, we identified many
potential partners binding to YY1 7z vive in non-
stimulated and stimulated neurons. Studying the
activity of MMP-9 protein, we have shown that
cleavage of B-dystroglycan (transmembrane protein
occurring on neuronal synapses) by MMP-9, released
as a result of neuronal excitation, is potentially
important in synaptic plasticity, a process which is
probably a base of learning and memory. In a later part
of this paper, we explain the new concept of
“proteodegradomics” and we set together methods
which are useful in finding new substrates for proteases
and analysing the level of proteolysis in various states
of the cell.

Key words: MMP-9, YY1, brain, proteomics, extracellular
matrix, proteases

* Niniejsza praca zostala wygloszona podczas XXIII Zimowej Szkoly Instytutu Farmakologii PAN w Mogilianach i opu-
blikowana: Michaluk P, Rylski M, Kaczmarek L. Proteomika proteaz na przykladzie mozliwej roli MMP-9 w plastycz-
nosci synaptycznej. W: Genomika i proteomika w biologii i medycynie. XXIII Zimowa Szkola Instytutu Farmakologii
PAN, Krakéw 2006. Przewlocka B. (red.). Krakéw 2006; 79-89.
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Wstep

Zrozumienie molekularnego podloza plastycz-
nosci synaptycznej jest wielkim wyzwaniem
wspoOlczesnej neurobiologii, jest ona bowiem po-
wszechnie akceptowana podstawg takich zjawisk,
jak: uczenie si¢ i pamie¢, reorganizacja polaczen
neuronalnych w toku rozwoju (m.in. okresy kry-
tyczne w rozwoju kory mézgowej) oraz czynno-
$ciowa regeneracja po uszkodzeniach mézgu. Jak
dotad znakomita wickszos$¢ badan plastyczno$ci
synaptycznej jest skoncentrowana na procesach
zachodzacych wewnatrz komérek nerwowych,
po obu (pre- i postsynaptycznej) stronach szcze-
liny synaptycznej. Ostatnio jednak zwraca si¢
takze uwage na zjawiska proteolizy zachodzace
w macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. extracel-
lular matrix — ECM) otaczajacej synapsy (Dity-
atev i Shachner 2003; Oray i wsp. 2004).
Wydaje si¢ bowiem, ze bez zrozumienia proce-
séw zachodzacych w ECM nie bedzie mozliwe
uzyskanie cato$ciowego obrazu biologii moleku-
larnej plastyczno$ci. Warto tez podkresli¢, ze
okreslenie waznych dla plastycznosci proceséw
odbywajacych si¢ w przestrzeni miedzy- i poza-
komoérkowej jest szczegdlnie atrakcyjne dla po-
tencjalnego opracowania nowych podejsé
terapeutycznych (prokognitywnych i sprzyjaja-
cych rehabilitacji po uszkodzeniach mézgu oraz
w chorobach neurodegeneracyjnych). Mamy tu
bowiem, z oczywistych wzgledéw, utatwiony do-
step do lekdw, ktdre nie musza penetrowad blo-
ny komorki nerwowe;.
W swoich badaniach autorzy niniejszej pracy
podjeli zagadnienie biologicznej roli zewnatrz-
komoérkowej proteolizy z udzialem metalopro-
teinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang.
matrix metalloproteinases — MMPs). Nasze zainte-
resowanie tym zagadnieniem w kontekscie pla-
styczno$ci neuronalnej, w tym uczenia si¢
i pamieci, wynika z poprzednich obserwacji,
wskazujacych na:
* kluczowa dla tych zjawisk role biatka c-Fos
i jego udzialu w czynniku transkrypcyjnym
AP-1 (Kaczmarek 1993; Kaczmarek
i Chaudhuri 1997; Kaczmarek 2002);

® udzial AP-1 w zaleznej od pobudzenia
neuronalnego kontroli ekspresji genu ko-
dujacego biatko tkankowego inhibitora
metaloproteinaz 1 (ang. tissue inhibitor of
metalloproteinases-1 — TIMP-1), ktére
z kolei reguluje aktywno$¢ biologiczna
niektérych MMP (zwlaszcza MMP-9) (Ja-
worski i wsp. 1999; Dzwonek i wsp.
2004).

Proteomika chromatyny genu MMP-9

W swoich ostatnich badaniach autorzy ni-
niejszej pracy stwierdzili, ze zgodnie z oczeki-
waniami AP-1 odgrywa role w kontroli ekspresji
genu mmp-9 (Rylski i Kaczmarek 2004), jak
rowniez odkryli, ze niezidentyfikowany dotych-
czas w moézgu czynnik transkrypcyjny YY1
(Thomas i Seto 1999) takze kontroluje ten gen.
Zaobserwowano, ze mRNA dla MMP-9 ulega
indukcji w szczurzym hipokampie po 2 godz.
od aktywacji neuronalnej wywotanej dootrzew-
nowym podaniem pentylenetetrazolu (PTZ).
W celu sprawdzenia, jakie biatka regulujg trans-
krypcje MMP-9, zastosowano metode footprin-
ting. Fragment promotora mmp-9 inkubowano
z ekstraktami bialek jadrowych z hipokampéw
szczuréw stymulowanych za pomoca PTZ, a na-
stepnie traktowano probki DNaza I, co powo-
duje, ze regiony DNA niechronione przez
zwiazane z nimi biatka ulegaja degradacji. Moz-
na wiec okresli¢ sekwencje DNA, do ktérych
zwiazaly si¢ czynniki transkrypeyjne, co w przy-
padku doswiadczen autordéw ujawnito sekwen-
cje konsensusowe wiazania AP-1i1YY1.

W celu potwierdzenia wigzania si¢ bialek hipo-
kampalnych do obu regionéw zidentyfikowa-
nych podczas footprintingu, wykonano analizy
metoda EMSA (ang. electromobility shift assay)
(Cutts i wsp. 1997), w ktérej inkubuje si¢ liza-
ty bialkowe ze znakowanym radioaktywnie
fragmentem DNA i rozdziela prébki na zelu
poliakrylamidowym. Migracja sondy, do ktorej
zwiazalo si¢ bialko, ulega opdznieniu w stosun-
ku do sondy niezwiazanej z powodu wigkszych
rozmiaréw takiego kompleksu, co mozna ob-
serwowa¢ na autoradiogramie. Analiza metoda
EMSA z wykorzystaniem sondy o sekwencji
konsensusowej dla AP-1 lub YY1 wykazala, ze
wigzanie biatek jadrowych hipokampa do miej-
sca YY1 jest znacznie silniejsze w probkach po-
chodzacych od szczuréw niepobudzonych
neuronalnie niz bedacych 2 godz. po drgawkach
wywotanych PTZ, podczas gdy wiazanie biatek
do miejsca AP-1 zachowuje si¢ odwrotnie.
W celu identyfikacji bialek wiazacych sie
do omawianych fragmentéw promotora mmp-9
autorzy poshuzyli sie metodg supershift EMSA,
w ktérej do mieszaniny inkubacyjnej dodaje si¢
dodatkowo przeciwcialo skierowane przeciwko
specyficznemu biatku (w tym przypadku AP-1
lub YY1). Jesli do sondy wiaze si¢ biatko, kto-
re wykrywa dodane przeciwcialo, to taki ,,po-
tréjny” kompleks migruje jeszcze wolniej w zelu
poliakrylamidowym. Badania metoda supershift
EMSA potwierdzily, ze biatkiem hipokampal-
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nym wiazacym si¢ do potencjalnego miejsca
AP-1 jest czynnik AP-1, a do miejsca YY1 jest
Yin Yang 1.

Odkryte przez nas interakcje zachodzg réw-
niez in vivo, co wykazaly analizy z wykorzysta-
niem immunoprecypitacji chromatyny (ChIP)
(Das i wsp. 2004). Metoda ta polega na fagod-
nym utrwalaniu za pomoca 1-procentowego for-
maldehydu komérek hipokampa w warunkach
powodujacych zwigzanie sie kowalencyjne kom-
plekséw biatkowych chromatyny do DNA. Na-
stepnie z hipokampa sg izolowane esktrakty
tkankowe, w ktérych za pomoca ultradzwickéw
fragmentuje si¢ chromatyne na kawalki o dtu-
gosci ok. 500-1000 par zasad. Kolejnym kro-
kiem jest dodanie do prébek przeciwciata
skierowanego przeciwko interesujacemu nas bial-
ku chromatyny oraz kuleczek agarozowych po-
krytych biatkiem G, ktére ma immobilizowa¢
kompleks przeciwcialo-biatko. Po odwirowaniu
probki fragmenty chromatyny zawierajace inte-
resujace nas biatko pozostaja w osadzie, a super-
natant jest odrzucany. W wyniku kilku ptukan
kulek agarozowych w warunkach zwigkszajacej
sie restrykeyjnosci, niespecyficznie zwigzane bial-
ka sg odrzucane. Wtasciwe fragmenty chroma-
tyny, odplukane z kuleczek za pomoca buforu
o duzym stezeniu dodecylosiarczanu sodu (SDS),
inkubuje si¢ w roztworze o duzym stezeniu
chlorku sodu, co powoduje rozerwanie wigzan
pomiedzy biatkami chromatyny a DNA, wytwo-
rzonych w trakcie utrwalania tkanki.

Jak wspomniano, w hipokampie szczuréw
niepobudzonych, YY1 jest znajdowane w znacz-
nej ilosci na chromatynie promotora mmp-9,

de-crosslinking
immunoprecypitowa-
nych fragmentéw

podczas gdy w 2 godz. po pobudzeniu neuronal-
nym jego obecno$¢ ulega wyraznej redukcji.
Potwierdzono to, stosujac barwienia immuno-
cytochemiczne lokalizujace biatko YY1 wraz
z hybrydyzacjg 7 situ wskazujaca umiejscowie-
nie mRNA dla MMP-9. Zmniejszanie si¢ zawar-
to$ci biatka YY1 na chromatynie proksymalnego
promotora mmp-9 po aktywacji neuronalne;j
koreluje z jednoczesna aktywacja tego genu, co
sugeruje, ze YY1 funkcjonuje jako represor
transkrypcji mmp-9. Teze te potwierdzaja bada-
nia przeprowadzone na pierwotnych hodowlach
neuronalnych z uzyciem genu reporterowego po-
kazujace, ze aktywnos$¢ lucyferazy rosnie wielo-
krotnie w neuronach niepobudzonych, gdy
wprowadzimy do nich gen lucyferazy znajduja-
¢y sie pod kontrola promotora mmp-9 ze zmuto-
wanym miejscem wigzania YY 1 w poréwnaniu
z ekspresjg lucyferazy bedacej pod kontrola ,,dzi-
kiego” promotora mmp-9. Dodatkowo badania
tego typu wykazaly, ze oprécz hamowania eks-
presji MMP-9 w neuronach niepobudzonych,
YY1 wspétuczestniczy w aktywacji genu mmp-9
po pobudzeniu neuronalnym. Autorzy przypusz-
czaja, ze za aktywacje transkrypcji genu mmp-9
przez YY1 oprécz odlaczania si¢ tego biatka
od promotora odpowiadaja rowniez partnerzy
YY1, ktérych ,$ciaga” on do chromatyny tego
promotora, a nastepnie si¢ od niej odtacza.

W celu rozwiniecia tych wynikéw podjeto
ostatnio proby identyfikacji bialek, ktére
w chromatynie mézgu moga oddziatywaé
z YY1 (ryc. 1.). Do tego celu wykorzystano
m.in. metody proteomiki, gléwnie spektrome-
tri¢ mas (ang. mass spectrometry — MS) (Steen
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+ wyciecie prazka
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Ryc. 1. Proteomika chromatyny
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i Mann 2004). Przed wprowadzeniem prébek
do spektrometru masowego autorzy poddawa-
li je trawieniu trypsyna, ktéra powoduje rozpad
bialek na fragmenty majace na C-kornicu proto-
nowane aminokwasy. Peptydy o takiej struktu-
rze sa szczegblnie tatwe do sekwencjonowania.
Mieszanina peptydéw pochodzacych z trawie-
nia trypsyna jest wprowadzana do kapilarnej
kolumny chromatograficznej, wyplywajacy
z niej przesgcz jest przeksztalcany w aerozol
sktadajacy sie z silnie zjonizowanych peptydéw
i wprowadzany po odparowaniu do spektrome-
tru masowego. Wykorzystywany przez autoréw
do badan spektrometr masowy byl wyposazo-
ny w analizator typu pulapki jonowej, zatem
umozliwial pomiar widm MS/MS. Od razu
po wejsciu wielokrotnie uprotonowanych pep-
tydéw do urzadzenia oblicza ono widma mas
poszczegdlnych jonéw peptydowych. Widma te
zwane sa normalnymi lub MS. Dla $cistosci na-
lezy zaznaczy¢, ze spektrometr nie mierzy mas
czastek jako takich, ale stosunek ich masy do ta-
dunku (wspélczynnik m/z). Poniewaz jony pep-
tydowe wchodzace do spektrometru niosa
na sobie wiele tadunkéw, zatem obserwowa-
na w stosunku m/z wartos$¢ ,,z” musi by¢ po-
mnozona przez liczbe obecnych na czasteczce
protondéw po to, by obliczy¢ masy poszczegdl-
nych peptydéw. Na podstawie tych danych
komputer generuje spriorytetyzowana liste pep-
tydéw znajdujacych sie w spektrometrze. Pierw-
szy peptyd z utworzonej komputerowo listy jest
poddawany dalszej fragmentacji w wyniku ko-
lizji energetycznej z gazem i aparat mierzy
widma mas powstajacych z niego mniejszych
fragmentéw. Widma te nazywane sg tandemo-
wymi lub MS/MS. Spektra MS i MS/MS sa przez
aparat zapamietywane 1 generowane w postaci
zbiorczego pliku danych, ktéry otrzymuje
badacz jako dane wyjsciowe ze spektrometru
bedace informacjami o sekwencjach zidentyfi-
kowanych papetydéw. Dane te nastepnie wpro-
wadza sie do programu komputerowego
(na przyktad Mascot), ktéry wykryte sekwencje
poréwnuje z sekwencjami biatek obecnymi w ba-
zach danych, co umozliwia ich identyfikacje.
Przeprowadzono immunoprecypitacje chro-
matyny (metoda ChIP) zwiazanej z YY1 w ko-
moérkach hipokampa szczuréw niepobudzonych
neuronalnie. Za kontrole doswiadczen postuzy-
ty autorom immunoprecypitaty chromatyny
uzyskane z uzyciem przeciwciala izotypowego
do immunoglobuliny anty-YY1. Po odlaczeniu
i oddzieleniu komplekséw chromatyny od ku-
leczek agarozowych pokrytych biatkiem G oraz
od przeciwcial i po dekroslinkowaniu, zanalizo-

wano je za pomocg spektrometrii mas. Anali-
za tak przygotowanych preparatéw powiodta
sie, cho¢ zbyt duze stezenie SDS w buforze odla-
czajgcym kompleksy chromatyny od kuleczek
i przeciwcial zniszczylo kolumne chromatogra-
ficzna wprowadzajaca prébki do spektrometru
masowego. Zidentyfikowano jednak 7z vivo
w chromatynie niepobudzonych komérek szczu-
rzego hipokampa nastepujacych potencjalnych
partneréw biatkowych YY 1: arrophin-1-inter-
acting protein 1, Van Gogh-like 1 (strabismus 2,
Vang-like protein 1), jouberin, tyrosyl-DNA
phosphodiesterase 1, bifunctional 3’-phosphoadenosine
S’-phosphosulfate synthetase 1, transcription inter-
mediary factor 1-B, similar to AAA-ATPase
TOB3, hypothetical protein FLJ11193 i hypotheti-
cal protein FL]35826.

Wobec niekorzystnego wplywu SDS na ko-
lumng chromatograficzng autorzy niniejszej pra-
cy zmodyfikowali podejscie badawcze. Po
immunoprecypitacji chromatyny z komérek
szczurzego hipokampa przeciwcialem skierowa-
nym przeciw YY1 lub przeciwcialem izotypo-
wym jej kompleksy nie byly odlgczane od
kuleczek i przeciwcial, tylko poddawane anali-
zie MS bezposrednio w kompleksie. To podej-
$cie nie przyniosto oczekiwanego rezultatu.
Wszechobecne w prébkach biatko G oraz im-
munoglobuliny byly jedynymi wykrytymi przez
analize MS sktadnikami probek badanych przez
autorOw niniejszej pracy.

Sekwencje aminokwasowe obecne w wyni-
kach uzyskanych z analiz MS prébek po ChIP
byly identyfikowane przy uzyciu programu
Mascot (http://www.matrixscience.com/se-
arch_form_select.html). Nastepnie poréwny-
wano wyniki uzyskane za pomocg przeciwciala
skierowanego przeciwko YY1 z wynikami
otrzymanymi z przeciwcialem izotypowym.
Za istotne uznawano tylko te biatka, ktére wy-
stepowaly w immunoprecypitatach YY1, ale
nie wystepowaly w probkach kontrolnych. Kaz-
da zidentyfikowana sekwencje o kompletnym,
jasno zdefiniowanym widmie spektrometrycz-
nym uznawano za istotna. Poniewaz anali-
za za pomoca spektrometrii mas nie jest metoda
ilosciowa, biatko uznawano za zidentyfikowane
nawet wtedy, gdy tylko jeden fragment jego se-
kwengji byl obecny w analizowanej prébce.

Nastepnym krokiem w kierunku identyfi-
kagji partneréw YY1 byla immunoprecypitacja
(IP) ekstraktéw Dbialek hipokampalnych
przy uzyciu przeciwciala skierowanego przeciw-
ko YY1 oraz jako kontroli za pomocg odpo-
wiedniego dla niego przeciwciala izotypowego
w materiale pochodzacym z komérek hipokam-
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pa szczurdw niepobudzonych neuronalnie oraz
w 2 godz. po pobudzeniu neuronalnym. Immu-
noprecypitacja jest metoda podobng do ChIP,
jednak podczas IP komoérki nie sa utrwalane
i nie ma potrzeby fragmentacji chromatyny oraz
wymywania komplekséw z kuleczek agarozo-
wych, a takze ich dekroslinkowania (Williams
2000). W konsekwencji ChIP bada interakcje
biatkowe 7z vivo, a IP in vitro. Po IP probki wla-
sciwe i kontrolne byly rozdzielane koto siebie
na zelu SDS-PAGE lub na dwéch réznych ze-
lach jednoczesnie za pomocy elektroforezy dwu-
kierunkowej. Po elektroforezie zele barwiono
solami srebra. Na zelach po elektroforezie jed-
nokierunkowej poszukiwano prazkéw obecnych
w linii elektroforetycznej nalezacej do prébki
wlasciwej, ale niewystepujacych w linii naleza-
cej do probki kontrolnej. Na zelach po elektro-
forezie dwukierunkowej poszukiwano plamek,
ktére bytyby obecne na zelach po immunopre-
cypitacji z przeciwcialem przeciwko YY1,
a ktoére nie wystgpowalyby na odpowiednich
zelach z rozdzielonymi immunoprecypitatami
kontrolnymi. Po identyfikacji takie réznico-
we prazki lub plamki byly wycinane z zelu
pod laminarem do hodowli komérkowych, od-
srebrzane i analizowane za pomoca MS. Wy-
niki analiz MS byly analizowane w programie
Mascot. Kazda zidentyfikowana sekwencje
o kompletnym, jasno zdefiniowanym widmie
spektrometrycznym uznawano za istotng.

W rezultacie analiz IP rozdzielanych za po-
mocg elektroforezy jednokierunkowej zidenty-
fikowano metodg MS jako potencjalnych
partneréw YY1 w hipokampie szczurzym na-
stepujace biatka:

* u szczuréw niepobudzonych neuronalnie:
huntingtin (Huntington’s disease protein homo-
log), B2-chimerin, similar to Zinc finger HIT
domain containing 2 protein, hypothetical
protein FLJ44290, hypothetical ~protein
LOC366671, IcaG9-related protein,y-gluta-
myl transferase 6, 14-3-3 protezn epsilon, FGA
protein,

® uszczuréw w 2 godz. po pobudzeniu neu-
ronalnym: desmoplakin 1, clathrin heavy cha-
in 1, huntingtin, sodium/potassinm-transporting
ATPase o-1 chain, vigilin, Unc-13 homolog A,
major vault protein, Ras-interacting protein 1,
multidyug resistance-associated protein O, inte-
grin alpha-D precursor, dynamin-1,

* dodatkowo w prébkach IP pochodzacych
ze szczurzych hipokampéw w 2 godz.
po pobudzeniu neuronalnym i rozdzielo-
nych za pomocg elektroforezy dwukierun-
kowej zidentyfikowano metoda MS jako

potencjalnych partneréw YY1 w hipokam-
pie szczurzym: melanoma-associated antigen
MG50, hornerin, nebulin, calgranulin B, si-
milar to Wolf-Hirschhorn protein i syndrome
candidate 1 protein.

Biologiczna rola biatek z rodziny MMP

Biatka MMP tworza rodzing ponad 20 enzy-
moéw bedacych zewnatrzkomérkowymi (najcze-
Sciej wystepujacymi okotokomérkowo, ale czgsé
jest zwiazana z blona) endopeptydazami wyma-
gajacymi jonu Zn** do swej aktywnosci. Wiek-
sz0$¢ biatek wchodzacych w sktad rodziny MMP
sktada sie z trzech podstawowych domen: pro-
peptydu na N-koficu, domeny katalitycznej i do-
meny podobnej do hemopeksyny na C-kosicu.
Usuniecie propeptydu na skutek proteolityczne-
go ciecia powoduje aktywacje zymogenu (wszyst-
kie bialka rodziny MMP powstaja bowiem
w formie proenzymu) (Masova i wsp. 1998; Wo-
essner i Nagase 2000). Domena podobna do
hemopeksyny jest dobrze zachowana w toku
ewolucji i odgrywa role w wigzaniu substratéw
oraz w oddzialywaniach z endogennymi inhibi-
torami MMP — biatkami TIMP (Gomis-Ruth
i wsp. 1997). Biatka MMP maja wielkie znacze-
nie w degradacji nie tylko sktadnikow ECM, ale
takze biatek wystepujacych na powierzchni ko-
morki, jak réwniez innych znajdujacych si¢ po-
za komorka. Sa przez to zaangazowane w wiele
procesow fizjologicznych (rozwdj tkanek i narza-
d6éw, naprawa uszkodzen) oraz patologicznych
(stan zapalny, przerzuty nowotworowe) (Woes-
sner i Nagase 2000; Sternlicht i Werb 2001).
Macierz zewnatrzkomérkowa w znacznym stop-
niu wplywa na zachowanie komoérek poprzez od-
dziatywanie z czasteczkami sygnalizacyjnymi,
czynnikami wzrostu i wiazacymi je biatkami.
Dziala takze jako ligand dla receptoréw adhezji
komorek, takich jak integryny, ktére przekazu-
ja sygnal do wnetrza komérki. Proteolityczne tra-
wienie macierzy zewnatrzkomérkowej powoduje
takze uwolnienie czasteczek majacych aktywnos¢
biologiczna (Giannelli i wsp. 1997).

Takze trawienie bialek nienalezacych do ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej przez enzymy z ro-
dziny MMP moze powodowaé uwolnienie
czasteczek o aktywnosci biologicznej. Przykla-
dem takiej sytuacji jest ciecie plazminogenu
przez MMP-2, -7, -9 i -12, wskutek czego po-
wstaje inhibitor angiogenezy — angiostaty-
na (Patterson i Sang 1997; O’Reilly i wsp.
1999). Wykazano réwniez, ze MMP-3 aktywu-
je poprzez mechanizm proteolityczny kinaze re-
gulowang przez sygnal zewnatrzkomérkowy
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(ang. extracellular signal-regulated kinase — ERK)
(Kim i wsp. 2005).

Pomimo intensywnych badan nad MMP
i TIMP w réznych dziedzinach biologii, rola tych
bialek w mézgu pozostaje w duzej mierze nie-
znana. Wiadomo, ze w o§rodkowym uktadzie
nerwowym MMP s uwalniane przez leukocyty
infiltrujace tkanki, a w sytuacji patologicznej,
takiej jak zniszczenie bariery krew-mézg, przez
rezydujace komoérki (Mun-Bryce i Rosenberg
1998). Wykazano takze ich zaangazowanie m.in.
w odnajdywaniu drogi przez wzrastajacy akson
(Hehr i wsp. 2005). Sposrdd biatek wchodzacych
w sktad rodziny MMP, rola MMP-9 w mébzgu
wydaje sie by¢ szczegdlnie interesujgca, gdyz en-
zym ten jest zaangazowany m.in. w $mier¢ neu-
ronéw (Gu i wsp. 2002; Saillant i wsp. 2003)
oraz w plastyczno$¢ neuronalng (Kaczmarek
i wsp. 2002). W szczegdlnosci autorzy niniejszej
pracy wykazali, ze zaréwno poziom mRNA, bial-
ka, jak i aktywno$¢ enzymatyczna MMP-9 wzra-
staja 6-24 godz. po drgawkach wywotanych
kainianem, gléwnie w hipokampie i korze méz-
gowej (Szklarczyk i wsp. 2002). Wzrost ekspre-
sji MMP-9 jest obserwowany przede wszystkim
w cialach neuronéw i w dendrytach. W hipo-
kampie ten wzrost jest ograniczony do zakretu
z¢batego, ktéry przechodzi znaczne zmiany
strukturalne (plastyczne) w modelu kainiano-
wym (Szklarczyk i wsp. 2002). Co szczegdlnie
istotne, ostatnio wykazano, ze MMP-9 jest bial-
kiem synaptycznym, ktérego ekspresja i aktyw-
no$¢ enzymatyczna w synapsach hipokampa
wzrastajg pod wplywem stymulacji kainianem
(Konopacki i wsp. 2007; Wilczynski i wsp.
2008).

Wspdlnie ze wspdtpracownikami ze Stanéw
Zjednoczonych autorzy niniejszej pracy stwier-
dzili réwniez, ze MMP-9 reguluje p6zna faze
dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego
(ang. long term potentiation — LTP), ktére jest
uznanym modelem plastyczno$ci neuronalne;
(Nagy i wsp. 2006). W tym kontekscie moz-
na postawi¢ hipoteze, ze pozakomérkowa ak-
tywnos¢ proteolityczna zachodzaca z udzialem
MMP-9 umozliwia takie zmiany w strukurze
ECM, ktére pozwalaja na reorganizacj¢ polaczen
synaptycznych (zmiany wielkosci i liczby synaps).
Co wiecej, uzasadniona wydaje si¢ takze i taka
hipoteza, ze MMP-9 moze by¢ zaangazowa-
na w przekazywanie sygnaléw w synapsach, np.
poprzez proteolize bialek zwiazanych z blona czy
tez przez ciecie biatek uwalniajacych czasteczki
sygnalowe (Kaczmarek i wsp. 2002; Oray i wsp.
2004; Van den Steen i wsp. 2000). Do weryfi-
kagji obu tych hipotez niezbedna jest znajomo$¢

bialek, na ktére dziala MMP-9 w warunkach fi-
zjologicznych. Nadal jednak niewiele wiadomo
o substratach iz vivo dla MMP-9 w mézgu, kt6-
re mialyby wplyw na plastyczno$¢ synaptyczna.
Atrakcyjnym kandydatem jest B-dystroglikan,
ktéry, jak wykazano, jest ciety przez MMP z wy-
dzieleniem peptydu o masie ok. 30 kDa (pelnej
dhugosci B-dystroglikan ma ok. 43 kDa) (Yama-
da i wsp. 2001).

B-dystroglikan jako substrat MMP-9

Dystroglikan zostal po raz pierwszy opisany
jako sktadnik kompleksu dystrofinowego (Erva-
sti i wsp. 1990), ktéry wystepuje w mieSniach
szkieletowych, jak réwniez w innych tkankach,
w tym w mézgu. Gen dystroglikanu koduje
a- i B-dystroglikan jako pojedynczy transkrypt
i biatko, ktére jest ciete w wyniku modyfikacji
potranslacyjnych (Holt i wsp. 2000). A-dystro-
glikan jest zewnatrzkomérkowym biatkiem
podlegajacym glikozylacji poprzez wiazania
O-glikozylowe (Ervasi i Campbell 1991). Mie-
dzy innymi dzigki tym resztom cukrowym biat-
ko to oddzialuje na powierzchni komérki
z lamining, agryna, perlekanem, a w mézgu
z neureksyna (Henry i Campbell 1999; Suita
i wsp. 2001). A-dystroglikan jest niekowalen-
cyjnie zwiazany z fB-dystroglikanem, ktéry
bedac biatkiem transblonowym, kotwiczy o.-dys-
troglikan w blonie, a jego cze$¢ cytoplazmatycz-
na wiaze rozne czasteczki, takie jak dystrofing,
utrofing czy rapsyne (Jung i wsp. 1995; Henry
i Campbell 1999; Culligan i Ohlendieck 2002).

W osrodkowym ukladzie nerwowym dystro-
glikan ulega ekspresji w sktadnikach bariery
krew-mézg ($rédblonek, glej) oraz w synapsach,
w blonie postsynaptycznej (Zaccaria i wsp.
2001; Culligan i Ohlendieck 2002; Levi i wsp.
2002). Warto w tym kontekscie wspomnie¢, ze
poprzednio pokazano selektywne zmiany eks-
presji gtéwnych partneréw dystroglikanu na sy-
napsie, neureksyny II a oraz dystrofiny Dp71,
w zakrecie zebatym hipokampa w odpowiedzi
na traktowanie szczuréw kwasem kainowym,
co interpretowano jako wskazéwke, ze czastecz-
ki te moga mie¢ znaczenie w plastycznosci sy-
naptycznej (Gorecki i wsp. 1998; Gorecki i wsp.
1999).

Bezposredni udzial dystroglikanu w funk-
cjonowaniu synaps ujawnily obserwacje myszy
bedacych mézgowo-selektywnymi nokautami
dla dystroglikanu. Zwierzeta te (podobnie jak
myszy bez MMP-9) maja zablokowana p6zna
faze LTP (Moore i wsp. 2002). Szczegély mo-
lekularne synaptycznej funkeji dystroglikanu
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nie sa znane, chociaz mozna przypuszczaé, ze
biatko to odgrywa role w kaskadach przekazu-
jacych sygnaly. Na przyktad, przy uzyciu
immunoprecypitacji odkryto bezposrednie
interakcje dystroglikanu z adaptorowym bial-
kiem Grb2 oraz z kinaza FAK (ang. foca/
adbesive kinase). Oba biatka sa elementami kla-
sycznych szlakéw przekazywania sygnatéw
od receptorowych kinaz tyrozynowych (Grb)
oraz od integryn i niektérych receptoréw neu-
rotransmiteréw (FAK) (Siciliano i wsp. 1996;
Cavaldesi i wsp. 1999). Pojawia sie takze coraz
wiecej dowod6w na to, ze w procesach przeka-
zywania sygnatéw dystroglikan oddziatuje bez-
posrednio lub posrednio z kinazg ERK, ktéra
jest niezwykle istotna dla proceséw uczenia sie
i pamieci (Golin i Segal 2003; Sweatt 2004).
W szczegdlnosci wykazano, ze B-dystroglikan
jest biatkiem kotwiczacym dla ufosforylowane;
kinazy ERK-1 i kinazy MEK-1 (Spence i wsp.
2004). Zwiazek funkcjonalny dystroglikanu
z kinazami ERK zachodzi w procesach przeka-
zywania sygnatéw od integryn (Ferletta i wsp.
2003), a takze w mechanotransdukcji w ko-
mérkach nabtonkowych pecherzykéw ptucnych
(Jones i wsp. 2005).

W kontekscie powyzszych informacji auto-
rzy niniejszej pracy chcieli ustali¢, czy B-dystro-
glikan jest rzeczywidcie trawiony przez MMP-9
na synapsie w trakcie pobudzenia neuronalne-
go. Wiadomo, ze trawienie B-dystroglikanu jest
zalezne od MMP, ale brak jest jednoznacznych
danych, ze to wlasnie MMP-9 jest zaangazowa-
na w ten proces (Yamada i wsp. 2001). Poka-
zano uprzednio, ze trawienie B-dystroglikanu
w hipokampie szczura koreluje ze wzrostem ak-
tywno$ci MMP-9 po drgawkach wywotanych
podaniem kwasu kainowego (Kaczmarek i wsp.
2002), oraz uzyskano wstepne dane, ze proces
ten jest zaburzony u myszy nokautowych bez
aktywnej MMP-9 (Dzwonek 2004). Obserwa-
¢je te wymagaly jednak weryfikacji za pomoca
innych metod.

W pierwszym etapie autorzy niniejszej pracy
uzyskali rekombinowana forme autoaktywujg-
cego si¢ MMP-9 (aaMMP-9), korzystajac
z cDNA pochodzacego z laboratoriéw firmy
Pfizer, USA (Fisher i wsp. 2002). Tak uzyska-
ne MMP-9 dodawano do ekstraktéw bialek hi-
pokampa szczura, po czym poddano analizie
Western-blot z przeciwcialem rozpoznajacym
B-dystroglikan. Dodanie do mieszaniny rekom-
binowanego aaMMP-9 spowodowalo nagroma-
dzenie si¢ cietej formy B-dystroglikanu, ale
w obecnosci fenantroliny (niespecyficznego in-
hibitora MMP) cigcie B-dystroglikanu jest cal-

kowicie wstrzymane (Dzwonek 2004; Micha-
luk i wsp. 2007). Swiadczy to o tym, ze MMP-9
jest zaangazowane w trawienie B-dystroglika-
nu. By¢ moze zjawisko to zachodzi bezposred-
nio, cho¢ mozliwe jest, ze MMP-9 aktywuje
inne proteazy, ktére trawig B-dystroglikan.
Fenantrolina bedgca chelatorem jonéw Zn**,
ktére sa kofaktorem wszystkich MMP, jest zbyt
nieselektywna, by stwierdzi¢, czy to wlasnie
MMP-9 trawi bezposrednio B-dystroglikan,
pozwala jednak na wykazanie, ze cigcie to jest
zalezne od proteazy metalozaleznej.

W celu dalszej analizy hipotezy o cieciu
B-dystroglikanu przez MMP-9 stymulowano
pierwotna hodowle korowsg (Xia i wsp. 1996;
Jaworski i wsp. 2003) 10-mikromolowym
glutaminianem sodu. Nastepnie izolowano z ko-
mérek ekstrakty biatkowe, ktére analizowano
za pomoca metody Western-blot z przeciwcialem
skierowanym przeciw B-dystroglikanowi. W re-
zultacie obserwowano ciecie B-dystroglikanu juz
po 10 min od stymulacji (Michaluk i wsp.
2007). Aby pokazaé, czy ciecie to jest zalezne
od MMP-9, zastosowano wektor adenowiruso-
wy niosacy cDNA kodujace TIMP-1 (endogen-
ny inhibitor MMP, a zwlaszcza MMP-9). Jako
kontroli uzyto wektora niosacego gen B-galak-
tozydazy. Hodowle infekowano wirusami na
24 godz. przed eksperymentem (Jaworski i wsp.
2003), a nastepnie pobudzano komoérki gluta-
minianem. W prébkach pochodzacych z komé-
rek zainfekowanych adenowirusem niosacym
TIMP-1 ciecie B-dystroglikanu jest wyraznie
zredukowane, co sugeruje, ze MMP-9 jest
zaangazowana w jego degradacje. Adenowek-
tor z genem B-galaktozydazy nie ma zadnego
wplywu na ciecie.

Postanowiono réwniez sprawdzi¢ wplyw egzo-
gennej MMP-9 na proteolize B-dystroglikanu
w hodowli neuronalnej. Komérki inkubowano
z rekombinowanym MMP-9, po czym stymulo-
wano je glutaminianem. W prébkach pochodza-
cych z komérek inkubowanych z MMP-9 ciecie
B-dystroglikanu bylo wyraznie wigksze, co
$wiadczy o tym, ze MMP-9 jest zaangazowa-
na w jego degradacje. Ponadto zastymulowanie
komorek nie spowodowalo zwickszenia degra-
dacji B-dystroglikanu, co moze $wiadczy¢ o tym,
ze populacja tego biatka, strawiona w wyniku
inkubacji z rekombinowanym MMP-9, jest tq sa-
ma, jaka jest cieta w wyniku stymulacji. Wyka-
zano tym samym, ze stymulacja neuronéw
prowadzi do wzrostu aktywnosci proteolitycz-
nej w macierzy zewnatrzkomérkowej, co
objawia sie w tym przypadku trawieniem B-dys-
troglikanu (Michaluk i wsp. 2007).

Neuropsychiatria i Neuropsychologia 2008

101



Piotr Michaluk, Marcin Rylski, Leszek Kaczmarek

Poszukiwanie nowych substratow
MMP-9 w mézgu

Poniewaz wiadomo, ze po stymulacji szczu-
ra kainianem nastepuje wzrost aktywnosci pro-
teolitycznej MMP-9 na synapsie w hipokampie
(Szklarczyk i wsp. 2002; Konopacki i wsp.
2007; Wilczynski i wsp. 2008) i ze proteaza ta
jest zaangazowana w plastyczno$¢ synaptyczng
(Nagy i wsp. 2006), dobrze bytoby sprawdzic,
jakie biatka na synapsie sa trawione przez
MMP-9. Ich identyfikacja moze przyczynié sie
do uzyskania caloSciowego obrazu zjawisk skla-
dajacych sie na proces plastycznosci synaptycz-
nej, otwierajac zarazem nowe perspektywy
badawcze.

W celu zidentyfikowania substratéw MMP-9
w synapsie po stymulacji neuronalnej, autorzy
niniejszej pracy chca wykorzysta¢ tzw. podejscie
»proteodegradomiki” (Lopez-Otin i Overall
2002; Descamps i wsp. 2004). Koncepcja ta
polega na inkubacji ekstraktéw biatkowych
z tkanki z rekombinowang proteza, analizie zde-
gradowanych bialek za pomocag elektroforezy
w zelu poliakrylamidowym (ewentualnie dwu-
wymiarowej elektroforezy) i ich identyfikacji
za pomoca MS. Autorzy w swoich badaniach za-
mierzaja wykorzystaé blonowa frakcje synap-
tyczna i rekombinowane aktywne MMP-9
do identyfikacji substratéw tej proteazy wyste-
pujacych na synapsie. Tego rodzaju metode wy-
korzystano juz do identyfikacji substratow
MMP-9 w oku myszy (Descamps i wsp. 2004).
Ekstrakt bialek oka inkubowano z rekombino-
wanym, aktywnym MMP-9, a nastgpnie wraz
z ekstraktem kontrolnym rozdzielano w zelu po-
liakrylamidowym. Zaobserwowano degradacje
prazka o masie 31 kDa i za pomoca MS ziden-
tyfikowano to biatko jako krystaling BB-1. Dzie-
ki analizie produktu trawienia za pomoca
degradacji Edmana poznano miejsce cigcia przez
MMP-9. W badaniach tych wykorzystano réw-
niez interesujace podejscie z zastosowaniem my-
szy typu nokaut. Poniewaz chemokina GCP-2
stymuluje wydzielanie MMP-9, wstrzyknieto ja
in vivo do tylnej komory oka myszy pozbawio-
nych biatka MMP-9 oraz myszy typu dzikiego.
Nastepnie ekstrakty biatkowe analizowano
za pomoca dwuwymiarowej elektroforezy, gdzie
obserwowano pojawianie si¢ produktu degrada-
qji krystaliny pB-1. W przypadku badan auto-
réw jako induktor wydzielania MMP-9
zastosowano wywolujacy drgawki pentylenete-
trazol (PTZ). Stosujac podejscie ,,proteodegra-
domiki”, Hwang i wsp. (2004) zidentyfikowali
15 substratéw MMP-14 w osoczu krwi, anali-

zujac ok. 40 plamek na obrazie dwukierunko-
wej elektroforezy.

Do identyfikacji substratéw proteaz na duza
skale mozna réwniez zastosowa¢ dobrze znany
system dwuhybrydowy w drozdzach. W swej
klasycznej postaci wykorzystuje on domenowg
budowe czynnikéw transkrypcyjnych i polega
na rekonstytugji czynnika transkrypcyjnego wia-
zacego sie do promotora genu reporterowego,
umozliwiajacego wzrost drozdzy na selektyw-
nej pozywce badz ekspresje genu LacZ umozli-
wiajaca identyfikacje pozytywnych kolonii.
W przypadku poszukiwania substratéw dla pro-
teaz jako ,przynete” mozna zastosowaé dome-
ne¢ proteazy, keéra bierze udzial w wiazaniu
substratu. Po raz pierwszy uzyto tego systemu
w celu znalezienia nowych substratéw MMP-2.
Wzigto pod uwage, ze kolagen bedacy substra-
tem MMP-2 wiaze si¢ do jej domeny hemopek-
synowej i wykorzystano ja jako ,przynete”
w systemie dwuhybrydowym (McQuibban
i wsp. 2000). Jednak nie zawsze biatka oddzia-
tujace z domenami proteazy muszg by¢ jej
substratami, dlatego Overall i wsp. (2004)
zastosowali jako ,przynete” w systemie dwuhy-
brydowym zmutowang w miejscu aktywnym
domene katalityczng MT1-MMP. Podejscie to
opiera si¢ na zalozeniu, ze substrat proteazy
zwiaze si¢ do domeny katalitycznej enzymu, ale
ze wzgledu na zmutowanie reszty aminokwa-
sowej istotnej dla katalizy nie nastapi jego cie-
cie, a w efekcie takze uwolnienie z miejsca
aktywnego.

Oczywistymi ograniczeniami systemu dwu-
hybrydowego sa trudnosci z prawidtowa eks-
presja biatek. Nie mozna oczekiwal, ze
wszystkie substraty beda ulegaly ekspresji w ja-
drze (w przypadku klasycznego systemu dwu-
hybrydowego), szczegdlnie jesli modyfikacje
posttranslacyjne sg istotne dla rozpoznania sub-
stratu. Poza tym nie wiadomo, czy faldowanie
si¢ biatek przebiegnie prawidlowo, szczegélnie
bialek wydzielanych na zewnatrz komérki ma-
jacych mostki disiarczkowe. Autorzy w swoich
badaniach chcg poszukaé w bibliotece cDNA
szczura po treningu behawioralnym substratow
dla MMP-9, uzywajac zmutowanej w miejscu
aktywnym domeny katalitycznej MMP-9 w sys-
temie rekrutacji biatka SOS (SRS), bedacego od-
miana systemu dwuhybrydowego (Detka i wsp.
20006). System ten opiera si¢ na obserwacji, ze
ssaczy czynnik wymieniajacy nukleotyd guany-
lowy (ang. GDP-GTP exchange factor) — hSos,
moze aktywowal biatko Ras tylko wtedy, gdy
jest zlokalizowany przy blonie komérkowe;.
W komorkach ssaczych zjawisko takie wyste-
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puje podczas rekrutacji takiego czynnika do cze-
$ci cytoplazmatycznej aktywowanego recepto-
ra wzrostu. Drozdze piekarskie wymagaja
aktywacji szlaku sygnalowego Ras do wzrostu
w wyzszej temperaturze. Specjalny szczep droz-
dzy pozbawionych czynnika wymieniajacego
nukleotyd guanylowy dla Ras nie jest w stanie
rosnaé w wyzszej temperaturze, ale ekspresja
biatka hSos skierowanego do blony komoérko-
wej w sposob sztuczny przez sygnal mirystyla-
¢ji pozwala na wzrost. Biatko bedace przyneta
jest w fuzji z hSos, a bialka ekspresjonowane
na bazie przeszukiwanej biblioteki cDNA sa
w fuzji z sygnalem kierujacym do blony.

Kolejng metoda, ktéra mozna zastosowaé
do identyfikacji substratéw proteaz, moze by¢
phage display. Polega ona na stworzeniu biblio-
teki 6-aminokwasowych peptydéw ekspresjo-
nowanych na kapsydzie faga M13 w fuzji
z epitopem FLAG. Biblioteka fagéw jest na-
stepnie inkubowana z rekombinowana prote-
aza, po czym fagi trawione sg oddzielane
od nietrawionych dzieki precypitacji tych dru-
gich przeciwcialami anty-FLAG. Fagi trawio-
ne pozostale w supernatancie sa namnazane
w komorkach Escherichia coli i z powrotem za-
wracane do selekgji. Po 3—5 cyklach selekc;ji fa-
gi moga by¢ analizowane pod wzgledem
kodowanej sekwencji. Na tej podstawie wiado-
mo, jakie peptydy sa trawione przez proteaze,
i korzystajac z baz danych, mozna zidentyfiko-
wac( biatka, w sklad ktérych wchodza znalezio-
ne przez autorOw niniejszej pracy peptydy.
Metoda ta pozwala rowniez na okreslenie se-
kwencji konsensusowej trawionej przez intere-
sujaca nas proteaze. Dzieki zastosowaniu tej
techniki okres$lono sekwencje konsensusowa
i znaleziono potencjalne substraty dla MMP-9
(Kridl i wsp. 2001).

Nalezy jednak pamietal, ze proteazy nie dzia-
faja w odosobnieniu, ale jako komponenty
ogromnego systemu proteolitycznego komoérki
sktadajacego si¢ nie tylko z pokrewnych prote-
az, ale takze z ich inhibitoréw, substratéw, re-
ceptordw i biatek wiazacych te proteazy. Czesto
jedna proteaza tnie wiele substratéw lub na od-
wrét, wiele proteaz moze trawi¢ jedno biatko.
Ponadto enzymy proteolityczne moga aktywo-
wad inne elementy calych kaskad proteaz, czy
tez ulega¢ autolizie i degradowa¢ innych czlon-
kéw systemu. Hierarchia elementéw takiego
systemu bedzie zalezna od poziomu ekspresji
proteaz, ich rozmieszczenia w przestrzeni
i w czasie, aktywacji oraz inhibicji. Poznanie
tych zagadnien jest kluczowe, szczegélnie
w opracowywaniu nowych lekéw, gdyz tatwo

sobie wyobrazi¢ sytuacje, ze kilka proteaz mo-
ze trawi¢ ten sam substrat 7z vitro, ale w sytua-
Cji 7n vivo trawienie substratu moze zachodzi¢
tylko dzieki jednej z nich. Wida¢ wiec, ze na-
wet dla dos¢ dobrze poznanych proteaz catoscio-
wy obraz degradomu jest daleki od zrozumienia.

Sposréd narastajacej liczby metod dogodnych
do analizowania proteaz, wymieni¢ nalezy mi-
kromacierze DNA, ktére w przypadku analizy
proteaz zawieralyby sondy specyficzne nie tylko
dla poszczegdlnych proteaz z danego gatunku,
ale rowniez ich inhibitoréw. Macierze takie by-
tyby dogodne do obserwowania ogélnego obra-
zu transkrybowanych proteaz i inhibitoréw
w réznych stanach komérki. Jednak poziom
mRNA tych biatek nie méwitby nam wiele o ich
poziomie ekspresji, nie wspominajac juz
o aktywnosci enzymdw proteolitycznych. Z te-
go powodu informacje uzyskane za pomoca mi-
kromacierzy DNA powinny by¢ uzupelniane
informacjami z macierzy biatkowych specyficz-
nych dla proteaz (ryc. 2.). Macierz taka mogta-
by si¢ sktada¢ z immobilizowanych przeciwciat
moggacym wylapywa¢ konkretne proteazy ze zlo-
zonych mieszanin bialek. Na macierzach moz-
na by tez zastosowac immobilizowane czasteczki
chemiczne specyficznie oddzialujace z proteza-
mi. Biatka po zwigzaniu z macierza moglyby by¢
trawione trypsyna #z situ i analizowane za po-
mocg MS. Metoda ta moze by¢ tatwo zastoso-
wana do analizy proteaz, ktore sq zaangazowane
w procesy kataboliczne i ich ekspresja zachodzi
na wysokim poziomie, wéwczas czuto§¢ MS jest
wystarczajaca. Jednak w stosunku do proteaz,
keore sa czescia kaskad przekazujacych sygnaly
wewnatrzkomoérkowe i ktérych ekspresja jest
pod $cista kontrola, wymagane bedzie zastoso-
wanie chromatografii cieczowej w celu zagesz-
czenia probek, aby nadawaly si¢ do analizy
za pomocg MS. Innym waznym ograniczeniem
tej metody jest fakt, ze skupia si¢ ona raczej
na réznicach w ekspresji biatek niz na réznicach
w aktywnoS$ci enzymatycznej. Ograniczenia te
sg szczegOlnie istotne, gdy chce sie badac prote-
azy, ktére podlegaja wielu mechanizmom regu-
lacji posttranslacyjnej, takim jak chocby
aktywacja zymogenu, autokatalityczne odcina-
nie domen wiazacych inhibitor itp.

Aby rozr6zni¢ aktywny enzym od jego formy
prekursorowej, niezbedne sa testy na aktywnosé
proteolityczna. W przypadku proteaz seryno-
wych i cysteinowych, ktérych mechanizm kata-
lityczny polega na stworzeniu kowalencyjnie
zwiazanego z enzymem kompleksu przejsciowe-
go zawierajacego grupe acylowa, mozna okresli¢
aktywno$¢ enzymu za pomoca sondy znakowa-
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badanie poziomu
transkrypcji

mikromacierze DNA

(sondy dla proteaz
i inhibitorow) chromatografia
cieczowa

znalezienie biatek
oddziatujacych z domenga
katalityczna

znalezienie sekwencji
cietej przez proteaze

poszukiwanie sub-
stratow proteaz

Ryc. 2. Metody badania degradomu

nej fluorescencyjnie, ktéra zwigze sie z seryna
badz cysteina w centrum katalitycznym. Dzig-
ki temu bedzie mozna zidentyfikowa¢ aktywne
formy enzyméw poprzez réznice masy, jak i po-
przez znacznik fluorescencyjny. Mozliwe jest tez
inne podej$cie pozwalajace na rozréznienie for-
my aktywnej od latentnej, polegajace na sekwen-
cjonowaniu aktywnych proteaz wytapanych
z roztworu przez immobilizowany na kolumnie
chromatograficznej inhibitor. Po elucji zwiaza-
nych z kolumng proteaz mozna by je analizowaé
za pomocg MS.

Metoda, za pomoca ktérej mozna by rozrdz-
ni¢ ilo§¢ aktywnego enzymu w dwéch réznych
prébkach, jest znakowanie kodowanymi izo-
topem metkami powinowactwa (ang. isotope co-
ded affinity tags — ICAT). Metoda ta polega
na inkubacji metki powinowactwa znakowa-
nej o§mioma deuterami badz o§mioma wodo-
rami i majacymi metke biotynylowa, ktéra ma

badanie poziomu
ekspresji biatka

badanie poziomu
aktywnosci proteaz

analiza prébki za

pomoca dwukierunkowej

elektroforezy

zwigzad sie ze zredukowanymi resztami cyste-
inowymi, m.in. tymi, ktére znajduja sie¢
w miejscu aktywnym proteazy cysteinowej.
Takie same bialka moga by¢ wiec wyznakowa-
ne ilo§ciowo i poréwnane dzieki réznicom
w masie pomiedzy probkami z ciezkim (,,deu-
terowym”) znacznikiem i lekkim (,,wodoro-
wym”) znacznikiem. Prébki sg nastepnie
mieszane, trawione razem przez trypsyne, a na-
stepnie analizowane za pomocg MS. Dzieki
przesunieciom w widmie masowym mozliwe
jest iloSciowe poréwnanie wystepowania ak-
tywnych form tego samego enzymu w dwéch
réznych prébkach.

Na koniec warto tez wspomnie¢ o mikroma-
cierzach biatkowych, gdzie sondami sg substra-
ty proteaz, a raczej peptydy wyznakowane
fluorescencyjnie, ktére moga by¢ potencjalnie
trawione przez dane enzymy proteolityczne.
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