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STRESZCZENIE

horoba Charcot-Marie-Tooth (CMT) to genetycznie uwarunkowana, nieuleczalna

choroba neurodegeneracyjna, w ktorej etiologie zaangazowane sa mutacje w prawie
stu réznych genach. Choroba dotyka nerwy obwodowe kontrolujace prace mieséni oraz
ich oslonki mielinowe, co w efekcie prowadzi do postepujacego zaniku miesni. Jednymi
z ciekawszych genow, ktérych mutacje sa powiazane z fenotypem CMT, sa geny kodujace
syntetazy aminoacylo-tRNA (aaRS). Bialka te sa enzymami, ktorych powszechna rola jest ka-
talizowanie reakcji przenoszenia poszczegdlnych aminokwas6w na czasteczki tRNA, a tym
samym udzial w thumaczeniu kodu genetycznego na jezyk biatek. aaRS w wyniku powsta-
jacych w toku ewolucji mutacji zaczely nabywaé nowych funkcji, ktére do dzis pozostaja
niezidentyfikowane, pomimo poznawania molekul wiazacych si¢ z aaRS. Jednakze bada-
nia molekularne przypadkéw mutacji u pacjentéw z CMT oraz organizméw modelowych,
przyblizaja naukowcéw do poznania nowych proceséw, w ktdre zaangazowane sa aaRS
i potencjalnie ttumaczylyby ich kluczowa role w patogenezie CMT.

CHOROBA CHARCOT-MARIE-TOOTH

28 lutego obchodzimy Miedzynarodowy Dzienn Choréb Rzadkich. Jedna z
czesciej wystepujacych choréb rzadkich na swiecie jest choroba Charcot-Marie-
-Tooth (w skrécie CMT), ktérej nazwa pochodzi od nazwisk lekarzy, ktérzy jako
pierwsi opisali ta jednostke chorobowa w XIX wieku. Choroba ma podioze neu-
rodegeneracyjne i wystepuje ze $rednia czestotliwoscia 1 na 2500 przypadkow
na calym $wiecie [10]. Jej objawy i przebieg sa bardzo zréznicowane, podobnie
jak etiologia [22]. Choroba moze dotyka¢ nerwy obwodowe zaréwno czuciowe
jak i ruchowe oraz ich ostonki mielinowe. W efekcie dochodzi do zaburzen czu-
cia, trudnosci w koordynacji ruchéw, probleméw z utrzymaniem réwnowagi,
ktére wynikaja z zaniku i oslabionej pracy mieéni [13]. Objawom moga miedzy
innymi towarzyszy¢ znieksztalcenia stép, utrata stuchu i chroniczny bél kon-
czyn (Ryc. 1). Obecnie nie istnieje zadna skuteczna terapia farmakologiczna
bezposrednio nakierowana na leczenie CMT, a wspomagajacym rozwigzaniem
pozostaje fizjoterapia. W oparciu o wyniki badan neuroelektrofizjologicznych,
ktoére badaja predkosé przewodzenia impulséw nerwowych, a tym samym po-
tencjalne zmiany wynikajace z uszkodzenia nerwéw i ostonek mielinowych, wy-
rézniono dwa gléwne rodzaje CMT: CMT1 oraz CMT2 [14]. Przypadki, u kto6-
rych odnotowano szybkos¢ przewodzenia impulséw powyzej 38 m/s wskazuja
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Rycina 1. Gléwne objawy towarzyszace chorobie Charcot-Marie-Tooth. Obserwowany fenotyp wynika z
neurodegeneracji nerwéw obwodowych, ktére gléwnie kontroluja prace migéni oraz ich ostonek mielino-
wych. W oparciu o [17].
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na deminielizacje nerwéw i klasyfikowane sa jako CMT1,
natomiast wartosci ponizej 38 m/s oznaczaja uszkodzenie
aksonéw i przypisuje sie takim przypadkom posta¢ CMT2
[10]. Warto zaznaczy¢, ze neuropatia w CMT nazywana jest
réwniez neuropatia klasyczng (ang. classical, pure), w celu
odréznienia jej od neuropatii wspotistniejacych z innymi
chorobami neurologicznymi, np. ataksjami lub paraplegia-
mi [10]. Do tej pory dzieki narzedziom biologii molekular-
nej wykryto okoto 100 genéw odpowiadajach za dziedzicze-
nie CMT, zaré6wno w spos6b recesywny jak i dominujacy,
co réwniez umozliwilo dalsza klasyfikacje CMT na kilka-
nascie podtypoéw [13,14]. Pomimo wykrycia czeéci mutacji
prowadzacych do CMT, dokladne powiazania z objawami
oraz mechanizmy choroby pozostaja niewyjasnione. Obec-
nie diagnostyka CMT opiera si¢ w znacznym stopniu na
sekwencjonowaniu DNA metodami nowej generacji (NGS,
ang. Next Generation Sequencing) [13]. Rosngca popularnosé
uzywania tych metod umozliwita wzrost wykrywalnosci
liczby przypadkow CMT. Jednakze zmutowane geny pro-
wadzace do CMT u co drugiego chorego pozostaja niewy-
kryte. Trudnoéci w znalezieniu etiologii choroby i postawie-
niu prawidlowej diagnozy, z ktérymi borykaja sie pacjenci
wielu chorob rzadkich, takich jak CMT, okreslane jest termi-
nem ,odysei diagnostycznej”. Pacjenci, podobnie do Odyse-
usza z greckiej epopei, ktérego podréz petna byla przygod
i trudnosci, mierza sie z czesto zmudnym i diugotrwalym
procesem poszukiwania konkretnej mutacji odpowiedzial-
nej za obserwowany fenotyp CMT. Proces diagnostyczny
czesto rozpoczyna sie od okre$lenia zmian w obrebie genu
PMP22, ktére prowadzg do najbardziej powszechnej formy
CMT - CMT1. Gen PMP22 koduje biatko PMP22 (ang. Peri-
pheral Myelin Protein 22) wchodzace w skiad ostonki mieli-
nowej. Zauwazono, ze duplikacje na chromosomie 17, ktére
obejmuja locus niniejszego genu, w efekcie prowadza do
podwyzszonej ekspresji kodowanego biatka PMP22 i zmian
w skladzie biatlkowym ostonki mielinowej [13]. Na szcze-
golng uwage zastuguja réwniez mutacje w genach koduja-
cych syntetazy tRNA, ktére wykrywane sa w przypadkach
CMT2 [17]. Do tej pory, mimo, ze syntetazy tRNA stano-
wia najwieksza rodzine bialek zaangazowanych w etiologie
CMT oraz ich kanoniczna funkcja jest dobrze poznana, nie-
prawidtowosci w molekularnych procesach powiazanych
z mutacjami w tych biatkach nie zostaly wyjasnione [19].
Nadal pozostaja one w kregu badari i debat wsréd badaczy.

SYNTETAZY AMINOACYLO-TRNA

Syntetazy aminoacylo-tRNA (aaRS, ang. aminoacyl-tRNA
Synthases) to enzymy katalizujace reakcje przylaczania po-
szczegblnych aminokwaséw do czasteczek tRNA, umoz-
liwiajgc ich udzial w procesie translacji i tworzeniu fan-
cuchéw polipeptydowych budujacych biatka (Ryc. 2) [9].
Istnieje dwadziescia odrebnych typéw aaRS, w zaleznosci
od przytaczanego aminokwasu sposréd gamy dwudziestu
standardowo kodowanych (tzw. aminokwaséw proteino-
genicznych) w organizmie czlowieka. Dla przyktadu syn-
tetaza tRNA przenoszaca aminokwas alanine (Ala, A) jest
oznaczana skrétem AlaRS, natomiast GlyRS to syntetaza
przenoszaca glicyne (Gly, G). Dodatkowo mozna wyod-
rebni¢ dwa podtypy aaRS w zaleznosci od ich lokalizacji
subkomoérkowej. Numer 1 jest przypisany do koncéwki
nazwy aaRS, jesli enzym wystepuje w cytoplazmie, nato-
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A. Etap I: aktywacja aminokwasu

aminokwas + ATP <«— aminoacylo-AMP + PPi

B. Etap lI: transfer aminokwasu na tRNA

RS
aminoacylo-AMP + tRNA +H,0 + PPi ——— 5 aminoacylo-tRNA + ATP

Rycina 2. Etapy przenoszenia aminokwasu na czgsteczke tRNA. A. Aminokwas jest
aktywowany poprzez przylaczanie w pierwszym etapie czasteczki adenozynotri-
fosforanu (ATP) w wyniku czego powstaje aminoacylo-adenozynomonofosforan
(aminoacylo-AMP) przy réwnoczesnym uwolnieniu dwéch reszt fosforanowych
(PPi). B. Aktywowany aminokwas zostaje przylaczony do czasteczki tRNA w re-
akgji katalizowanej przez enzym syntetazy aminoacylo-tRNA (aaRS).

miast numer 2 wskazuje na lokalizacje mitochondrialng, a
tym samym uczestnictwo w translacji odrebnego genomu
mitochondrialnego. Kazde bialko aaRS jest kodowane przez
oddzielny gen, ktérego nazwa jest réwniez zalezna od przy-
taczanego aminokwasu. Zatem gen kodujacy AlaRS1 ozna-
czany jest skréotem AARSI, a mitochondrialng syntetaze
tRNA przylaczajaca tryptofan koduje gen WARS2. Do tej
pory wykryto, iz mutacje w genach kodujacych aaRS, za-
réwno cytoplazmatycznyh jak i mitochondrialnych, tacznie
prowadza do ponad 50 dziedzicznych choréb genetycznych
zaréwno o charakterze autosomalnym recesywnym jak i
dominujacym. Wiekszg czeé¢ tych choréb stanowig choroby
o podlozu neurologicznym, w tym opisana powyzej choro-
ba CMT [17].

Interesujacym faktem dotyczacym syntetaz tRNA jest
wysoka zachowawczo$¢ (ang. conservation) ich sekwengji
nukleotydéw jak i aminokwaséw, obserwowana miedzy
gatunkami. Na przyklad odlegla ewolucyjnie bakteria pa-
teczki okreznicy - Escherichia coli wykazuje w sekwencji
AARS] oraz aaRS ponad 40% identycznosci z ludzkimi se-
kwencjami tego genu i bialka. Najbardziej zachowawczymi
domenami w poszczegélnych aaRS sa domena katalityczna
oraz domena wigzaca antykodony tRNA [19], czyli dome-
ny umozliwiajace pelnienie funkcji kanonicznej. Jednak w
toku ewolugji geny syntetaz tRNA zaczely mutowadé, glow-
nie duplikowaé swoje fragmenty, prowadzac do powstania
nowych domen i motywéw, co wskazywaloby na réwno-
czesne nabywanie nowych funkcji przez biatka. Wéréd
pacjentow z CMT obserwuje sie najczesciej mutacje typu
punktowego, ktére prowadza do zamiany aminokwasu.
Co ciekawe, mutacje te w domenie katalitycznej aaRS moga
prowadzi¢ do utraty funkcji biatka (ang. loss-of-function), ale
sa na ogodl niewystarczajace zeby doprowazi¢ do objawow
CMT. Z kolei w wielu zmutowanych organizmach modelo-
wych (np. muszkach, drozdzach, myszach) zaobserwowa-
no, ze mutacje w miejscach niezaangazowanych w funkcje
katalityczne sa czesto zwigzane z wystepowaniem fenotypu
CMT i sugeruja pelnienie nowych funkcji przez aaRkS (ang.
gain-of-function), gdyz préby naekspresji biatka typu dzikie-
go (ang. wild type) w mutantach nie prowadza do odwro-
cenia fenotypu CMT [23]. Mozna tutaj przytoczy¢ btysko-
tliwe poréwnanie nabywania nowych funkcji przez aaRS
do przemiany gasienicy w motyla, uzyte przez prof. Paula
Schimmel’a (badacza funkcji aaRS) [15], w ktoérej przenosni
nowouksztalttowany motyl nabywa zdolnosci do latania,
podobnie jak zmutowane aaRS (Ryc. 3). Obecnie prowa-
dzone sa badania nad funkcjami poszczegdlnych domen
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Rycina 3. Ilustracja motyla jako przeno$nia nabywania nowych funkcji przez
syntetazy aminoacylo-tRNA. Motyl po przemianie z gasienicy nabywa zdolno-
Sci do latania. Podobnie syntetazy aminoacylo-tRNA w toku ewolucji nabywaja
nowych mutagji, ktére w rezultacie prowadza do petnienia innych, niekanonicz-
nych funcji poprzez interakcje z molekutami zaangazowanymi, np. w $ciezki sy-
gnalowe w obrebie ukladu nerwowego oraz w procesy odpowiedzi immunolo-
gicznej. Autorka ilustracji: Zuzanna Suchon.

biatek wyksztalconych podczas ewolucji oraz znaczenia ich
mutacji. Na przyklad, prawie wszystkie cytoplazmatyczne
aaRS posiadaja nowe domeny lub wydluzone sekwencje na
konicach C- lub N- zachowawczej domeny katalitycznej. Do-
mniemuje sig, ze nie pelnia one funkcji zwiazanych z aktyw-
noscig enzymatyczng, natomiast umozliwiaja odpowiednie
umiejscowienie aaRS w komoércee [20,21].

CMT zostalo powiazane po raz pierwszy z mutacjami
aaRS w 2003 toku. Wtedy pierwsza patogenna mutacja zo-
stala wykryta w genie GARS kodujacym cytoplazmatyczna
glicylo-syntetaze tRNA (GlyRS) [1]. Z czasem, u pacjentéw
z CMT wykryto réwniez mutacje w innych genach kodu-
jacych cytoplazmatyczne aaRS: YARSI, AARS1, MARSI,
HARS1 oraz WARSI1 [19]. Mutacje we wszystkich powyz-
szych enzymach wykazuja dominujacy sposéb dziedzi-
czenia CMT. Zauwazono rowniez, ze wsrdéd aaRS, ktore
podlegaja mutacjom prowadzacym do CMT, zdecydowana
wiekszos¢ stanowi dimery i (z wyjatkiem TyrAS i AlaRS)
posiadaja tzw. domene WHEP [5]. Badania wykazaly, ze
domena WHEP posredniczy w interakcjach z kwasami nu-
kleinowymi, a takze biatkami, dzieki czemu moze wplywaé
na odpowiedZ immunologiczng lub blokowanie tworzenia
naczyn krwionosnych u ludzi cierpigcych na rzadka choro-
be zapalenia miesni (ang. myositis) [8,12,18]. Jednak doklad-
na funkcja domeny WHEP i mechanizm jej dzialania w od-
niesieniu do CMT pozostajg niewyjasnione. Jedyna poszla-
ke stanowia badania z uzyciem modelu muszki owocéwki
(Drosophila melanogaster) wykazujace, ze usuniecie domeny
WHEP niweluje toksyczno$¢ spowodowana mutacja w
GIlyRS [4]. Naukowcy zaréwno w badaniach in vitro jak i in
vivo wykluczyli takze mozliwosci tworzenia agregatéw lub
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nieprawidlowego faldowania zmutowanych bialek aaRS
jako rzekomych mechanizméw prowadzacych do choroby.
Zatem, najbardziej wiarygodna hipoteza, ktéra laczylaby
wystepowanie mutacji w genach aaRS z fenotypem CMT,
zdaje sie by¢ indukowanie mutacji rzutujacych na struktu-
ry przestrzenne bialek aaRS, a co za tym idzie nabywanie
przez nie zdolnosci do przytaczania dodatkowych molekut,
jak nadmieniono juz wczesniej. Powyzsza hipoteze potwier-
dzito dotychczas kilka badan skupionych na réznych mu-
tantach GlyRS (mutGlyRS), ktére przylaczaja bardzo istotne
biologicznie biatka. Do jednych z przylaczanych przez zmu-
towany GlyRS biatek nalezy neuropilina (ang. neuropilin,
Nrp). Jest to biatko receptorowe obecne miedzy innymi w
neuronach ruchowych oraz komérkach érédblonka, gdzie
pelni funkcje regulatorowe przylaczajac si¢ do semaforyn
oraz czynnika wzrostu naczyrn VEGF (ang. Vascular Endo-
thelial Growth Factor). Efekty blokowania wigzania Nrp do
semaforyn przez mutGlyRS nie zostaly jeszcze wyjasnione
molekularnie, jednak wskazano, ze przylaczenie si¢ zmu-
towanego GlyRS wyklucza jednoczesne wigzanie Nrp do
VEGEF, co skutkuje degeneracja neuronéw ruchowych. Po-
wyzsza obserwacje poczyniono w komérkach limfocytéw
pochodzacych od pacjenta z CMT2D, a nastepnie potwier-
dzono ja w tkance nerwowej pochodzaca z heterozygotycz-
nego modelu mysiego CMT2D [6]. Ponadto wykazano, ze
mutGlyRS przylaczajac sie¢ do deacetylazy HDAC6 sa w
stanie podwyzszac jej aktywnoé¢ enzymatyczng. Prowadzi
to do obnizonego poziomu acetylacji a-tubuliny, ktéra z ko-
lei jest istotna dla przylaczania sie biatek motorycznych do
mikrotubul - filamentéw tworzacych éciezki transportu dla
czynnikéw niezbednych do prawidtowego funkcjonowania
komoérek nerwowych [11]. Dobrze poznana jest réwniez
deaktywacja enzymu kinazy receptora tropomiozynowego
(ang. Tropomysoin receptor kinase, Trk), zachodzaca w wyni-
ku jej wigzania z mutGlyRS. Trk to enzym uczestniczacy w
szlaku nowotworzenia i réznicowania neuronéw czucio-
wych, zatem zahamowanie jego aktywnosci prowadzi do
ograniczenia powyzszych proceséw [16]. Z kolei niedaw-
ne badania nad proteomem pacjentéow z mutacja w AlaRS
wykazaly znaczne podwyzszenie ilosci bialek aktywnych
podczas odpowiedzi immunologicznej na chroniczne stany
zapalene, miedzy innymi kaspazy 8 (ang. caspase-8, CASPS8)
i biatka C3 (ang. complement component C3) oraz, co ciekawe,
biatek mitochondrialnych bioracych udziat w cyklu Kreb-
sa [7]. Jednakze w badaniach tych brakuje wykazania bez-
posredniej roli wymienionych bialek w patogenezie CMT.
Odchodzac juz od badar nad aaRS w kontekscie CMT, war-
to nadmieni¢ niedawne doniesienia o roli aaRS w infekcji
SARS-CoV-2. Wykazano, ze mitochondrialne aaRS faczg sie
podczas infekcji z biatkami wirusa i ulegaja fosforylacji, co
wskazywaloby na ich zaangazowanie w odpowiedz immu-
nologiczna [2]. Obserwacja, ktéra potwierdzataby udziat
aaRS w regulacji odpowiedzi immunologicznej to produk-
cja swoistych przeciwcial skierowanych na aaRS, ktére
prowadza do tzw. zespolu anty-syntetaz (ang. anti-synthe-
tase syndrome, ASSD) objawiajacego sie gtéwnie zapaleniem
skérno-mieéniowym [3].

PODSUMOWANIE

Pomimo powigzania fenotypu CMT z mutacjami w aaRS
juz dwie dekady temu, dokladne mechanizmy molekularne,
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ktore thumaczylyby przyczyny wystepowania tej dziedzicz-
nej polineuropatii, nie sa bardzo dobrze poznane. Stad tez
brak mozliwosci leczenia przyczynowego CMT, ktory do-
tyczy réwniez patogennych mutacji w pozostatych genach.
Jest ono istotne, poniewaz neurodegeneracyjne podloze
choroby znacznie wptywa na pogarszanie si¢ jakosci zycia
pacjentow wraz z uplywem czasu. Niestety, CMT jako cho-
roba rzadka nie stanowi obecnie atrakcyjnego celu badan
klinicznych. Aktualnie na §wiecie zarejestrowanych, aktyw-
nych badan klinicznych zwigzanych z CMT jest 19, a zadna
z nich nie jest oparta na terapiach celowanych w aaRS [24].
Jednakze spektakularne postepy w technikach biologii mo-
lekularnej oraz w tworzeniu narzedzi bioinformatycznych,
ktore przedwiduja struktury przestrzenne molekul i miejsce
ich wigzan, a takze prace nad bezpiecznymi terapiami geno-
wymi niosa ze soba nadzieje na ,zlapanie” i, ujarzmienie”
do tej pory nieuchwytnego, kolorowego motyla, jakim sa
weciaz zagadkowe, niekanoniczne funkcje aaRS.
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ABSTRACT

Charcot-Marie-Tooth (CMT) is a genetic, incurable neurodegenerative disease which etiology is linked to mutations in almost hundred dif-
ferent genes. The disease affects peripheral nerves which control muscle work and their myelin sheath resulting in progressive muscular
dystrophy. The most remarkable genes which mutations are associated with CMT phenotype, are genes encoding aminoacyl-tRNA synthases
(aaRS). These proteins are enzymes which common role is to catalyze the reaction of amino acids transfer into tRNA molecules and thereby,
to participate in translation of genetic code into the language of proteins. aaRS have been gaining new functions resulting from the mutations
acquired in the course of evolution. These functions remain unidentified, despite unraveling the binding partners of aaRS. However, the on-
going molecular studies, which focus on mutations carried by CMT patients and model organisms, bring the researchers closer to unravel the
novel functions of aaRS and their potential key role in CMT pathogenesis.
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