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ARTYKUŁY

Niektóre biochemiczne aspekty patogenezy „serca ogłu­
szonego”

Biochemical aspects of pathogenesis of the stunned myocardium

ANNA MOCZARSKA*

Spis treści:

I. Wstęp
II. Zmiany zachodzące w mięśniu po odwracalnym krótko­

trwałym niedokrwieniu
II-l. Produkcja i zużycie ATP
II-2. Generowanie wolnych rodników tlenowych 

w ogłuszonym sercu 
II-3. Zaburzenie homeostazy wapniowej 
II-4. Zmiany w aparacie skurczu wynikające z zabu­

rzeń homeostazy wapniowej
III. Złożoność patogenezy serca ogłuszonego

Wykaz stosowanych skrótów: cAMP-cykliczny monofosfo- 
ran adenozyny; Pi — fosforan nieorganiczny; PCr — fosfok- 
reatyna; CK — kinaza kreatynowa; O^ — anionorodnik 
ponadtlenkowy; OH — rodnik hydroksylowy; LC, — lekki 
łańcuch miozyny istotny; LC2 — lekki łańcuch miozyny 
regulujący; TN-I — podjednostka I troponiny; SOD — dys- 
mutaza ponadtlenkowa; NADH — dinukleotyd nikotynoa- 
midoadeninowy (postać zredukowana).

I. Wstęp

Określenie „ogłuszony mięsień sercowy” należy ro ­
zumieć jako  krótkotrw ałe, w pełni odw racalne upo­
śledzenie funkcji skurczowej serca, pojawiające się we 
wcześniej niedokrw ionym  jego obszarze. Nie w ystępu­
je przy tym uszkodzenie miocytów, a po przywróceniu 
przepływu wieńcowego funkcja skurczowa stopniowo 
pow raca do normy.

Zjawisko to, pierwszy opisał H e y n d r i c k x  
i w s p .  [1] na przykładzie serca psa poddanego 15 
min. niedokrwieniu (ischemii), przez podwiązanie tęt­
nicy wieńcowej i następującej po tym reperfuzji. K on­
sekwencje zmian jakie powstały w rezultacie takiego 
zabiegu zostały nazwane przez B r a u n w a l d a  
i K l o n e r a  s t u n n e d  m y o c a r d i u m ,  co w do-

* Mgr, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 
PAN, Zakład Biochemii Komórki. Pasteura 3, 02-093 War­
szawa
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słownym tłum aczeniu znaczy ogłuszone serce [2]. Jest 
to klasyczny i zarazem  najbardziej rozpowszechniony 
eksperym entalny model serca ogłuszonego.

C ałkow ita odbudow a upośledzonej kurczliwości 
serca po 15 minutowej okluzji wieńcowej wymaga 12 
do 24 godzin reperfuzji [1]. N iektórzy badacze zaob­
serwowali, że pow rót do prawidłowej funkcji po k ró t­
kim czasie ischemii wymagał 3-7 dni [3]. Po znacznie 
dłuższym niedokrwieniu, trwającym  1 godzinę i 2 go­
dziny, co zwykle powoduje trwałe uszkodzenie mięśnia 
sercowego, zaobserw ow ano także pewną regenerację 
jego funkcji, pojawiającą się po wielu tygodniach 
[4, 5]. Podobnie u pacjentów  poddanych chirurgicznej 
rewaskularyzacji tętnic wieńcowych obserwuje się sto­
pniow ą poprawę miejscowego zaburzenia kurczliwości 
po ponownym  unaczynieniu ischemicznego fragm entu 
serca [6],

Przedłużone zaburzenie funkcji skurczowej tow a­
rzyszy najczęściej niewydolności serca w chorobach 
sercowo-naczyniowych, obserwowane jest po angio- 
plastyce wieńcowej, podczas zawału serca z wczesną 
reperfuzją, a także po krótkich epizodach niedokrw ie­
nia (np. zawał zagrażający), gdzie ustępuje sam oistnie 
lub w wyniku zastosow ania środków inotropow o 
dodatn ich ' (dopam ina, dobutam ina, izoprenalina).

1 czynniki inotropowe (dodatnie lub ujemne) — związki 
chemiczne zmieniające kurczliwość mięśnia sercowego.
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D obutam ina np. podnosi przepływ krwi w reperfun- 
dowanym  obszarze, a także popraw ia zużycie i p rodu­
kcję energii, co wykazano na podstawie badania 
poziom u fosfokreatyny i ATP w reperfundowanych po 
15 min. niedokrw ienia sercach świni [7], Pow rót 
prawidłowej funkcji skurczowej jest wyraźnie uspraw ­
niony przez reperfuzję roztw oram i o niskim stężeniu 
C a2+ [8], Stym ulacja inotropow a, której końcowym 
rezultatem  jest popraw a kurczłiwości mięśnia sercowe­
go to działanie amin katecholowych. Związki te, łącząc 
się z receptoram i typu B, sarkolemmy, aktywują 
zlokalizow aną tam  cykłazę adenylową, k tó ra syn­
tetyzuje 3’5’adenozynom onofosforan (cAMP). Działa­
nie cA M P polega na aktywacji fosfokinaz. Do białek 
fosforylowanych przez zależne od cAM P kinazy należą 
m.in. białka strukturalne sarkolemm y wchodzące 
w skład wolnego kanału wapniowego, fosfolamban 
—  białko charakterystyczne dla siateczki śródbłon- 
kowej mięśnia sercowego, oraz ważne w procesie 
skurczu podjednostka I troponiny i białko C.

O głuszone serca pozostają wrażliwe na katechola- 
miny co podkreśla dynam iczną naturę osłabienia 
kurczłiwości. Histologiczne badania struktury oraz 
badania m etabolizm u tych serc, nie wykazały objawów 
nieodwracalnego ich uszkodzenia [8].

P aradoks długo trwającego zaburzenia w zdolnej do 
życia tkance stanowi zatem interesujące wyzwanie dla 
fizjologów, biochem ików i klinicystów. Pom im o roz­
licznych badań i hipotez nie wiadomo, k tóra z wielu 
obserwow anych w kom órce zmian jest bezpośrednią 
przyczyną zaburzenia funkcji skurczowej serca.

II. Zmiany zachodzące w mięśniu po odwra­
calnym krótkotrwałym niedokrwieniu

II-l. Produkcja i zużycie ATP

Biochemiczne i fizjologiczne cechy ogłuszenia nie są 
do końca scharakteryzow ane i mechanizm ich po­
w staw ania pozostaje wciąż nie wyjaśniony. Jako przy­
czynę zaburzenia funkcji serca sugerowano obniżenie 
zaw artości związków wysokoenergetycznych przez 
osłabienie ich wytwarzania lub uszkodzenie transpor­
tu u trudniające ich dostępność. K u s u o k a [8] ba­
dając wewnątrzkom órkow ą zaw artość fosforanu nie­
organicznego (Pi) i fosfokreatyny (PCr) oraz zmiany 
pH w sercu, obserwował gwałtowny wzrost poziomu 
Pi oraz spadek poziom u PC r podczas 15 minutowej 
ischemii, a następnie szybki ich pow rót do wartości 
wyjściowych rozpoczynający się już po 30 sekundach 
reperfuzji. Podobnie wartość pH obniżała się w czasie 
trw ania niedokrwienia i wracała do norm y w m om en­
cie przywrócenia przepływu wieńcowego. Jedynie stę­
żenie A TP po znacznym obniżeniu wzrastało powoli 
i nie osiągało pierwotnego poziomu nawet po przy­
wróceniu przepływu wieńcowego. Także inni badacze 
wykazali, że 15 m inutowe niedokrwienie powoduje 
obniżenie stężenia tkankow ego ATP, a jego powrót do

norm y następuje dopiero po trzech dniach, równolegle 
z regeneracją funkcji skurczowej [9], W edług nie­
których autorów , obniżenie poziom u nukleotydów 
adeninowych i uszkodzenie m echanizmu odbudow y 
ATP po reperfuzji jest krytycznym czynnikiem, zapo­
czątkowującym  nieodwracalność zaburzenia hem ody­
namicznej funkcji serca [10]. Badania produkcji fos­
foranu kreatyny wykazały, że jego poziom wzrasta 
bardzo szybko po reperfuzji. Ponieważ fosforan krea­
tyny może powstawać tylko w procesie fosforylacji 
kreatyny przez ATP z udziałem kinazy kreatynowej 
(CK), (ATP kreatyno N-fosfotransferaza EC 2.7.3.2.) 
m ożna przypuszczać, że wytwarzanie ATP rozpoczyna 
się natychm iast po reperfuzji [11, 12]. Zatem  zaburze­
nia produkcji związków wysokoenergetycznych, nie 
mogą być głównym elementem w patogenezie ogłusze­
nia. Istotnym  czynnikiem w procesie przekształcania 
energii w miofibryllach jest związany z nimi izoenzym 
kinazy kreatynowej (CK) [13]. Izoenzym ten funkc­
jonalnie połączony z A TPazą m iozynową jest ważnym 
m iofibryllarnym składnikiem  układu regenerującego 
A TP w obecności substratów  A D P i fosforanu kreaty­
ny. Obniżenie aktywności tego enzymu lub stężenia 
substratu  może zaburzyć produkcję ATP i następnie 
zmienić funkcję miocytu. G r e e n f i e l d  i S w a i n  
[14] w badaniach miofibrylli izolowanych po 15 min. 
niedokrwienia wykazały mały 17% spadek aktywności 
CK. Analogiczny spadek aktywności kinazy kreatyno­
wej, po podobnym  czasie ischemii, obserwowano wcze­
śniej w m itochondriach [15, 16]. Zdaniem  tych au to ­
rek, potencjalnym  mechanizmem po ischemicznej dys­
funkcji, może być obniżona możliwość utylizacji ATP. 
Jednak pytanie, których wew nątrzkom órkow ych p ro ­
cesów ono dotyczy, pozostaje na razie bez odpowiedzi 
[17, 18],

M echnizm zmian, które poprzez krótkotrw ałe nie­
dokrwienie prow adzą do przedłużonego upośledzenia 
kurczłiwości mięśnia sercowego, nie jest dokładnie 
poznany. Do tej pory zaproponow ano wiele różnych 
hipotez. O to  niektóre z nich:

II-2. Generowanie wolnych rodników w ogłuszo­
nym sercu

Od kilku lat dużo uwagi poświęca się wolnym 
rodnikom , sugerując, że reaktywne metabolity tlenowe 
takie jak  anion ponadtlenkow y ( O j ), nadtlenek w odo­
ru ( H ,0 2) i rodnik hydroksylowy ( O H - ) odgrywają 
decydującą rolę w patogenezie serca ogłuszonego. 
W olne rodniki to atom y lub cząsteczki z więcej niż 
jednym  niesparowanym  elektronem. Nieparzysta licz­
ba elektronów  sprawia, że są one bardzo aktywne 
chemicznie, nietrwałe (okres półtrw ania wynosi 10-6- 
10~9 sekundy) i szybko reagują z innymi rodnikam i lub 
cząsteczkami, przez co trudne są do wykrycia i iloś­
ciowego oznaczenia [19].

Rodniki m ogą atakow ać praktycznie wszystkie skła­
dniki kom órkow e, denaturow ać białka, inaktywować
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enzymy. U szkadzając białka aparatu  kurczliwego m o­
gą przyczynić się do zmiany ich wrażliwości na wapń, 
a inicjując peroksydację wielonienasyconych kwasów 
tłuszczowych wchodzących w skład błon kom órko­
wych, uszkadzać ich selektywną przepuszczalność. 
Praktycznie każde zaburzenie obserwowane w ogłu­
szonym sercu może być przypisane działaniu ro d ­
ników tlenowych.

P raw dopodobnym i źródłam i wolnych rodników 
tlenowych w niedokrw ionych tkankach są reakcje 
utleniania zachodzące podczas zaburzenia wewnątrz- 
m itochondrialnego transportu  elektronów, aktyw o­
wanie wapniem  fosfolipazy, k tó ra  pobudza m etaboli­
czny szlak kw asu arachidonow ego do produkcji ro d ­
ników tlenowych, działanie oksydazy ksantynowej, 
autoutlenianie katecholam in oraz procesy utleniania 
zachodzące podczas reakcji wywołanych przez pobu­
dzone w niedokrwionym  obszarze granulocyty [20,21].

B adania in vitro wykazały, że wytwarzanie wolnych 
rodników  w niedokrw ionym  mięśniu sercowym rozpo­
czyna się już w trakcie upośledzenia przepływu, a naj­
większe jest po 2-4 m inutach reperfuzji. Następnie ich 
produkcja spada, i utrzym uje się na niskich poziom ach 
przez około 3 godziny od m om entu przywrócenia 
przepływu wieńcowego [22],

W ykazano, że dysm utaza ponadtlenkow a (SOD), 
k tó ra jest enzymem  katalizującym  dysm utację 0 2_ do 
0 2 i H 20 2 oraz katalaza —  enzym, który redukuje 
H 20 2 do 0 2 i H 20  podane jednocześnie istotnie 
zmniejszają stopień uszkodzeń obserwowanych w nie­
dokrwieniu i reperfuzji, ponieważ przeciwdziałają 
pow stawaniu rodników  hydroksylowych [23]. Także 
podaw anie chela tora desferrioksam iny lub M PG  (N-2 
m erkaptopropionylo  glicyna, silny zmiatacz rodników 
•OH) przed niedokrwieniem  lub na m inutę przed 
reperfuzją efektywnie ham uje rozwój ogłuszenia [24, 
25]. Obserwacje te m ają bardzo istotne znaczenie 
terapeutyczne bowiem wskazują, że rozpoczęta przed 
reperfuzją terap ia antyutleniaczam i może chronić ser­
ce przed ogłuszeniem. Zatem  czasowa niewydolność 
skurczowa serca może być wynikiem indukowanych 
reperfuzją uszkodzeń, w pow staw aniu których, wolne 
rodniki tlenowe odgryw ają decydującą rolę. O ile ich 
rola i chemiczny mechanizm działania nie budzą w ąt­
pliwości, to szczegóły dotyczące sposobu w jaki przy­
czyniają się do  czasowej niewydolności skurczowej 
serca pozostają na razie nie wyjaśnione i dyskusyjne.

Szczególnie intrygująca wydaje się możliwość dzia­
łania wolnych rodników  poprzez zaburzenie hom eo­
stazy wapniowej.

II-3. Zaburzenie homeostazy wapniowej

Jak już w spom niano, opinie na tem at m echanizmu 
stunned są bardzo  zróżnicowane. Wielu badaczy tego 
zjawiska łączy ze sobą procesy generowania rodników  
tlenowych w ogłuszonym  sercu z zaburzeniem  hom eo­
stazy wapniowej.

Badanie izolowanych serc poddanych całkowitej 
ischemii wykazało, że stężenie jonów  w apnia w zrasta 
pomiędzy 10 a 20 m inutą trw ania niedokrw ienia 
i pow raca do wartości wyjściowych w kilka m inut po 
przywróceniu przepływu wieńcowego [26]. K ró tk o ­
trwałe przeciążenie wapniem  izolowanych serc przy 
braku niedokrw ienia (serca kontrolne) wywołuje m e­
chaniczne i m etaboliczne zaburzenia podobne do tych 
obserwowanych w sercu ogłuszonym [27].

Istnieje hipoteza zakładająca, że rodniki tlenowe 
pow odują upośledzenie funkcji siateczki sarkoplaz- 
matycznej (w ogłuszonym sercu wykazuje ona ob­
niżoną zdolność transportu  C a2 + ), wzrost przepływu 
C a2+ przez sarkolem m ę na skutek utraty  jej selektyw­
nej przepuszczalności i ostatecznie przeciążenie ko­
m órki wapniem oraz rozchwianie systemu pobudze- 
niowo-skurczowego [28].

N iektórzy badacze twierdzą, że wzrost poziom u 
C a2+ może odbywać się za pośrednictwem  wymiany 
N a +— C a2+ jako  konsekwencja w ew nątrzkom órko­
wego wzrostu N a + obserwowanego podczas n iedo­
krwienia, a spow odow anego inhibicją sarkolem m alnej 
N a +K + ATPazy. M oże to doprow adzić do przeciąże­
nia kom órki jonam i sodu i w rezultacie do aktywnej 
wymiany N a +— C a2+ [29]. Inną możliwość wzrostu 
poziom u w apnia stw arza przejściowe zakwaszenie 
kom órki. Najnowsze badania wykazały, że ostre prze­
ciążenie kom órek wapniem i wynikające z tego zabu­
rzenie funkcji skurczowej serca może być konsekw en­
cją szybkiej korekty zakwaszenia [30]. Jak  już wcześ­
niej wspom niano, podczas krótkiego niedokrw ienia 
wartość pH spada. Reperfuzją powoduje gwałtowny 
jego wzrost i pow rót do stanu wyjściowego. Szybkie 
przywrócenie wartości pH związane jest z aktyw acją 
wymiany N a +— H +, co z kolei prowadzi do wzrostu 
w ew nątrzkom órkowego poziom u jonów  sodu i ak ­
tywacji wymiany N a +— C a2+. K ońcowym  tego rezul­
tatem  będzie przejściowe przeciążenie kom órek w ap­
niem. Potwierdzeniem tego jest fakt, że zablokow anie 
na okres 3 m inut wymiany N a +— H + chroni kom órkę 
przed wzrostem w ew nątrzkom órkow ego C a2+. Także 
zew nątrzkom órkow e zwiększenie stężenia jonów  w o­
dorowych podczas reperfuzji może zabezpieczyć serce 
przed ogłuszeniem w wyniku osłabienia wymiany 
N a +— H +, co uchroni kom órkę przed wzrostem  N a + 
i aktywacją wymiany N a +— C a2+.

Zaburzenie funkcji siateczki sarkoplazm atycznej 
(SR) podczas niedokrwienia i reperfuzji może spow o­
dować utratę regulacji w ew nątrzkom órkow ego pozio­
mu wapnia. Sugeruje się, że zmniejszenie ilości C a2 + 
przechowywanych w SR jest wynikiem redukcji aktyw ­
ności pom py wapniowej (Ca2 + M g2+ATPazy) i w k o n ­
sekwencji obniżonej zdolności transportu  C a2+, co 
może mieć wpływ na zmniejszenie aktywacji białek 
kurczliwych przez zaham ow anie uw alniania w apnia 
podczas skurczu.

W celu sprawdzenia możliwości uszkodzenia tran s­
portu  wapnia w SR, dokonano pom iaru wychwytu
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C a2+ oraz aktywności ATPazy w pęcherzykach siate­
czki sarkoplazm atycznej, wyizolowanych z serca psa 
poddanego krótkiem u miejscowemu niedokrw ieniu 
[31]. M aksym alny transport jonów  wapnia był zredu­
kow any do 17% przy jednoczesnym  spadku m ak­
symalnej aktywności C a2+M g2+ATPazy. W ykazano 
także spadek uw alniania C a2+ [32]. K r a u s e  [33] 
badając to zjawisko stwierdził, że obniżenie szybkości 
uw alniania C a2+ spowodowane jest wzrostem przepu­
szczalności błony siateczki sarkoplazm atycznej na 
skutek jej uszkodzenia. Niewielkie, ale istotne, zabu­
rzenia wychwytu C a2+ obserwowano także w siateczce 
sarkoplazm atycznej serca szczura. Badania przepro­
w adzone na sercu świni nie potwierdziły jednak uzys­
kanych wcześniej wyników. Poziom fosforylacji fos- 
folam banu (fosforylacja ta odbywa się za pośrednict­
wem kinazy zależnej od jonów  wapnia i kalm oduliny 
i pow oduje aktywację ATPazy transportującej C a2+ 
do wnętrza struk tu r siateczki) nie był zmieniony, 
a wychwyt jonów  w apnia podwyższony o 17% w sto­
sunku do regionu kontrolnego [34]. Co może być 
przyczyną uzyskania tak odm iennych wyników? 
L a m m e r s  i ws p .  sugerują, że powodem  m ogą być 
różnice gatunkowe, a także czas trw ania niedokrw ie­
nia i reperfuzji.

P rzeprow adzone przez F  r a s s i w s p. [35] bada­
nia poziom u m RNA dla białek wiążących C a2+, zwią­
zanych z siateczką sarkoplazm atyczną, wykazały isto t­
ny wzrost poziom u m RNA C a2+ ATPazy, fosfolam- 
banu i kalsekwestryny po 90 i 180 min. reperfuzji. 
Świadczyć to może o procesach naprawy tych białek, 
uszkodzonych podczas krótkiego niedokrw ienia i jed ­
noznacznie wskazuje na ich udział w patogenezie 
stunned. Jednocześnie poziomy m RNA kalm oduliny 
oraz a  i P ciężkich łańcuchów miozyny pozostaw ały nie 
zmienione.

O bserw ow any spadek szybkości wychwytu C a2+, 
może prowadzić do wzrostu jego poziom u w cytoplaz- 
mie, obniżenia uw alniania C a2+ podczas skurczu, 
i w rezultacie do upośledzenia jego transportu . N asu ­
wa się więc pytanie czy czułość m iofilamentu na 
obecność jonów  wapnia może być zredukow ana?

II-4. Zmiany w aparacie skurczu wynikające z za­
burzenia homeostazy wapniowej

O dpow iedź funkcjonalna m iofilam entu na wolne 
jony  wapnia zależy od czynników regulujących jego 
wrażliwość na C a2+. W rażliwość ta określa granice 
stężenia jonów  w apnia aktywujących skurcz. M ożna 
przypuszczać, że zaburzenie hom eostazy wapniowej 
indukuje zmianę właściwości aparatu  kurczliwego 
zw iązaną z wrażliwością na wapń interakcji filamen- 
tów aktynowych z miozynowymi. Pojawiające się 
upośledzenie funkcji skurczowej serca może wynikać 
ze zm iany wrażliwości na w apń białek kurczliwych.

W izolowanych, pracujących sercach królika, bada­
no właściwości miofibrylli przy jednoczesnej kontroli

funkcji hemodynamicznej serca oraz wpływ izoprenali- 
ny (lek adrenergiczny), pobudzający receptory [31 
w mięśniu sercowym) i chlorku w apnia w ischemicz- 
nych i nie ischemicznych w arunkach. Podanie izo- 
prenaliny istotnie podnosiło szybkość pracy zdrowego 
serca do 132% wartości kontrolnych, +  d P /d t =  
=  142%, —  d P /d t =  115% '. Po ischemii funkcja serca 
była istotnie obniżona, a wydajność jego pracy spadła 
do 69% kontrolnych wartości przed ischemicznych. 
Podanie 5 mM  C aC l2 odwracało zaburzenie funkcji, 
natom iast izoprenalina podnosiła szybkość pracy ser­
ca do 113%, a więc powyżej norm alnie obserwowanej. 
Aktywność miofibryllarnej ATPazy przy m aksym al­
nym stężeniu jonów  wapnia była podwyższona, a jej 
czułość na obecność wolnych jonów  w apnia zreduko­
wana [36]. H e s s  [37] natom iast w analogicznym  
doświadczeniu stwierdził spadek m aksym alnej aktyw ­
ności miofibryllarnej ATPazy oznaczanej w obecności 
wapnia i zmianę jej czułości na C a2+. K r a u s e  [38] 
nie wykazał zm ian tych param etrów  po 15 min. 
niedokrwienia poprzedzającego reperfuzję.

Pojawia się pytanie czy i jak  uzyskane wyniki 
pokryw ają się z obserwowanym  zaburzeniem  funkcji 
serca? Zm iana aktywności miofibryllarnej ATPazy nie 
zawsze jest związana z funkcjonalnym i param etram i 
skurczu serca. Wcześniejsze badania równoległego 
pom iaru siły skurczu i aktywności miofibryllarnej 
ATPazy na pozbawionych błony w łóknach mięśnia 
szkieletowego wykazały, że wzrost napięcia w skurczu 
izometrycznym pojawia się przy wyższym stężeniu 
jonów  C a2+ niż m a to miejsce w przypadku aktywacji 
aktom iozynowej ATPazy [39]. Interesującym  jest tak ­
że fakt, że rozbieżności pomiędzy siłą skurczu i aktyw ­
nością ATPazy stają się większe przy wyższych stęże­
niach jonów  magnezu, co jest o tyle ważne, że w is­
chemicznych i następnie reperfundow anych sercach 
stężenie M g2+ jest podwyższone [40].

W badanych sercach królika poddanych 20 min. 
niedokrwieniu, podaw anie CaC l2 lub izoprenaliny 
odbudowuje funkcję hem odynam iczną, ale aktywność 
ATPazy ciągle pozostaje podwyższona, tak  jak  w pre­
paratach nie ischemicznych traktow anych w ten sam 
sposób. O bserwowane przesunięcie krzywej zależności 
aktywności miofibryllarnej ATPazy od stężenia jonów  
wapnia w kierunku wyższych stężeń, interpretow ane 
jako  obniżenie czułości na C a2+, zgodne jest z przypu­
szczeniem, że spadek czułości m iofilam entu na wapń 
jest jednym  z czynników wywołujących zaburzenie 
skurczu [8], D odatkow e potwierdzenie stanow i obser­
wacja, że C aC l2 i izoprenalina podaw ane po ischemii 
zdolne są podwyższyć czułość na wapń miofibryllarnej 
ATPazy i przywrócić w tym samym czasie prawidłow ą 
funkcję serca [36]. Jaki jest m echanizm  tego zjawiska 
nie wiadom o, ale pewną rolę odgrywać tu może 
fosforylacja białek kurczliwych. Znaczenie fosforylacji

1 d P /d t —  szybkość narastan ia ciśnienia w fazie skurczu 
serca, proporcjonalna do szybkości narastan ia  siły.
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lekkich łańcuchów miozyny serca nie jest dobrze 
poznane. Z niektórych jednak badań wynika, że fos­
forylacja i defosforylacja LC2 moduluje skurcz mięśnia 
i jego czułość na wolne jony wapnia [41]. O fosforylacji 
troponiny I wiadomo, że powoduje zmniejszenie w raż­
liwości na wapń ATPazy miofibrylli [42], natom iast 
fosforylacja białka C skraca czas relaksacji skurczu, 
oraz —  jak  wykazano in vitro —  obniża aktywność 
ATPazy aktom iozynowej [43, 44]. W przeprow adzo­
nych eksperym entach, fosforylacja podjednostki I tro ­
poniny nie była istotnie zm ieniona (preparaty m iofib­
rylli z ischemicznych i kontrolnych serc nie wykazywa­
ły wyraźnych różnic w zawartości ufosforylowanej 
TN-I). Zauw ażalny jednak wzrost poziom u fosforyla­
cji T N -I obserwowano w preparatach serc ogłuszo­
nych poddanych działaniu 5 mM C aC l2 lub izo- 
prenaliny. W przypadku lekkich łańcuchów miozyny, 
poziom  ich fosforylacji nie różnił się, podobnie jak  
w przypadku TN-I, od miofibrylli serc kontrolnych. 
Podaw anie C aC l2 powodow ało wzrost poziom u fos­
forylacji lekkich łańcuchów miozyny, podczas gdy 
izoprenalina wywoływała tu efekt odwrotny. N a obec­
nym etapie badań trudno  wykazać bezpośrednią zależ­
ność pom iędzy obserwowanym i poziom am i fosforyla­
cji TN -I i LC 2, a zm ianam i miofibryllarnej ATPazy. 
Zwiększone stężenie C a2+ może zatem przyczyniać się 
do obserwowanych ischemicznych zmian czułości na 
C a2+ i m aksymalnej siły skurczu, poprzez aktywację 
kinaz białkowych i fosforylację jednego lub wielu 
białek kurczliwych.

Innym  ważnym następstwem zaburzenia hom eo­
stazy C a2+ w ogłuszeniu, może okazać się częściowa 
degradacja niektórych białek kurczliwych. W testach 
klinicznych surowicy krwi pacjentów z niedokrw ie­
niem mięśnia sercowego, wykazano np. wzrost pozio­
mu lekkich łańcuchów (LC,) miozyny, utrzym ujący się 
do 4 dnia od m om entu przywrócenia przepływu wień­
cowego [45], co wskazuje na możliwość degradacji 
lekkich łańcuchów i/lub filamentów miozynowych.

Kolejnym  praw dopodobnym  skutkiem  zaburzenia 
hom eostazy wapniowej w ogłuszonym sercu, jest ob ­
serwowane po 1 godzinie reperfuzji uszkodzenie mi- 
k ro tubularnego systemu, przy czym krótkie niedo­
krwienie (15 min.) nie wywołuje żadnych uszkodzeń 
tych struk tu r [46]. O dbudow a rozerwanej sieci m ikro- 
tubul w reperfundow anym  sercu trw a 1 do 3 dni, a więc 
pokryw a się z czasem potrzebnym  dla odbudow y 
upośledzonej czynności skurczowej. M ikrotubule wy­
stępują m.in. w cytoplazmie stanowiąc szkielet kom ó­
rek i decydując o ich kształcie. Biorą też udział 
w systemie m ikrokrążenia kom órkowego. Za ich po­
średnictwem  ulegają przemieszczeniu niektóre o rga­
nelle kom órkow e np. wakuole, rybosomy, a także 
ziarenka pigmentu. Uszkodzenie tych struk tu r może 
spowodować dysfunkcję i dyslokację organelli wpły­
wając w ten sposób na funkcję miocytu. M ikrotubule 
nie są trwałe i w wielu kom órkach rozpadają się 
w tem peraturze O C  lub znikają po podaniu  kol-

chicyny (np. m ikrotubule we wrzecionach miotycznych 
i w szkielecie komórkowym). Zwiększone stężenie jo ­
nów wapnia także powoduje rozpad tych struktur. N a 
przykład C a2+ przyspiesza depolaryzację m ikrotubul 
co wykazano w badaniach in vitro [47], Fosforylacja 
tubuliny i/lub białek związanych z m ikrotubulam i 
przez kinazę białkową zależną od C a2+ i kalm oduliny, 
może ham ować polimeryzację tubuliny [48]. W ykaza­
no, że podaw anie przez 10 min. C aC l2 sercom nie 
ischemicznym pow oduje niszczenie m ikrotubularnej 
sieci [46]. Indukow ane wapniem rozerwanie m ikro­
tubul obserwowano też w kom órkach nerki m ałpy 
[49] oraz w fibroblastach [50] po m ikroinjekcji C a2+.

W przypadku krótkotrw ałego niedokrwienia, 
wzrost stężenia C a2+ może aktywow ać neutralne pro- 
teazy i przyczyniać się do częściowej degradacji m ik ro ­
tubul i białek kurczliwych. Jeżeli taka degradacja 
rzeczywiście zachodzi, to otrzym alibyśm y odpowiedź 
na pytanie dlaczego stunning ulega odwróceniu niekie­
dy dopiero po upływie kilku dni, a więc w okresie czasu 
odpowiadającym  szybkości rekonstrukcji uszkodzo­
nych białek.

III. Złożoność patogenezy serca ogłuszonego

Obserwowane podczas niedokrwienia mięśnia ser­
cowego i jego reperfuzji zjawiska wydają się być 
konsekwencją całej kaskady zdarzeń takich jak  o b ­
niżenie pH, wzrost liczby wolnych rodników, zaburze­
nie hom eostazy wapniowej, prowadzących ostatecznie 
do upośledzenia funkcji skurczowej serca. Także czyn­
niki takie jak  katecholam iny, endotelina, trom bok- 
sany1 i różne katabolity m ają swój udział w po­
wstawaniu skutków  niedokrw ienia mięśnia sercowego 
[51]. Sugerowano np., że katecholam iny ulegając 
sam outlenieniu mogą dostarczać elektronów  dla for­
m owania się wolnych rodników  i przyczyniać w ten 
sposób do uszkodzenia serca. Nowsze badania w yka­
zały jednak, że proces utleniania katecholam in przy 
pH odpowiadającym  w arunkom  fizjologicznym prze­
biega bardzo wolno, a zatem ich rola w powstawaniu 
rodników w stanach patologicznych nie jest raczej 
duża.

Interesujące są obserwacje prow adzone nad en- 
doteliną —  peptydem zwężającym naczynia. W ystępu­
je on m.in. w zdrowej tkance serca oraz we krwi. 
Niedokrwienie mięśnia sercowego indukuje wzrost 
stężenia endoteliny, co z kolei przyczynia się do 
zwiększenia obszaru tkanki objętej zawałem. Sugeruje 
się, że działanie tego peptydu polega na stymulacji 
napływu C a2+ do kom órek ze środow iska zewnętrz­
nego, jak  i uwalnianiu jego zapasów z w ew nątrz­
kom órkowych m agazynów [52], N a przykładzie mięś­
nia sercowego szczura, w którym  sztucznie wywołano 
zawał przez podwiązanie na okres 1 godziny lewej

1 trom boksany — pochodne 20 węglowych wielonienasy-
conych kwasów tłuszczowych.
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tętnicy wieńcowej i następnie 24 godzinną reperfuzję, 
w ykazano, że stężenie endoteliny w osoczu krwi i tkan ­
ce serca wzrosło 4-7 razy w porów naniu z preparatam i 
kontrolnym i. N eutralizacja endoteliny przeciwciałami, 
zredukow ała w sposób istotny rozległość zawału (43% 
redukcja obszaru tkanki objętego zawałem) [53].

Badacze, zajmujący się od wielu lat problem em  
krótkotrw ałego niedokrw ienia mięśnia sercowego wo­
bec dużej liczby hipotez dotyczących tego zjawiska, 
p róbują określić jeden zwarty mechanizm przyczyno­
wy obserwow anych przez siebie zaburzeń w ischemicz- 
nej kom órce. Poznanie takiego mechanizmu um oż­
liwiłoby opracow anie odpowiednich działań farm ako­
logicznych zmierzających do szybkiego przywrócenia 
sprawności mięśnia sercowego po okresie jego niedo­
krwienia.

Z ebrane w przedstawionym  schemacie (Ryc. 1), 
obserw ow ane w sercu po ischemii i reperfuzji zaburze­
nia, k tóre zdaniem  B o 11 i e g o mogą prowadzić do 
mechanicznej dysfunkcji serca, wskazują na złożoność 
problem u. Jak wynika z przedstawionego schematu, 
hipoteza rodnikow a i w apniow a nie wykluczają się 
wzajemnie. O statnie badania wykazały bowiem, że 
pow staw anie wolnych rodników  prowadzi do przeła­
dow ania kom órki wapniem, choć nie wiadom o jeszcze 
w jak i sposób [28].

Z w rócono także uwagę na proces glikolizy przebie­
gający bez zaburzeń w ciągu pierwszych m inut is­
chemii, k tóry jednak ham ują postępujący wzrost za­
kwaszenia tkankow ego, akum ulacja N A D H , cytrynia­
nu i m leczanu [54, 55]. Ograniczony dostęp tlenu nie 
jest wystarczający dla utrzym ania fosforylacji oksyda­
cyjnej, a pirogronian zam iast wejść do cyklu Krebsa, 
przekształcany jest do kwasu mlekowego. Beztlenowa

produkcja A TP nie może sprostać wym aganiom  tk an ­
kowym. Zatem  przedłużające się niedokrwienie pow o­
duje, że poziom  ATP spada, co zapoczątkow uje serię 
szkodliwych dla kom órki zdarzeń. Glikoliza odgrywa 
ważną rolę w utrzym aniu transbłonow ego gradientu 
jonów  [56-58], Jej zaburzenie może spow odow ać 
wzrost w ew nątrzkom órkow ego poziomu C a2+, co 
może być przyczyną późniejszego zaburzenia hom eo­
stazy wapniowej. W olne jony wapnia są łatw o wy­
chwytywane przez m itochondria, które przeciążone 
nim nie są zdolne do produkcji A TP i w krańcow ych 
przypadkach mogą ulegać lizie [59]. Ischem ia i póź­
niejsza reperfuzja prowadzi także do wzrostu p ro d u k ­
cji wolnych rodników  w m itochondriach. W apń jest 
aktyw atorem  wielu kom órkowych proteaz i fosfolipaz. 
Zatem  kolejną szkodliwą konsekwencją jego podw yż­
szonego poziom u jest aktywacja tych enzymów. Fos- 
folipazy uszkadzają błony kom órkowe uwalniając 
lizofosfolipidy i wolne kwasy tłuszczowe, k tóre z kolei 
m ogą inicjować metabolizm  kwasu arachidonow ego, 
skutkiem  czego wzrasta produkcja wolnych rodników  
hydroksylowych [60]. W olne rodniki inaktyw ują k lu­
czowy enzym glikolityczny dehydrogenazę aldehydu-
3-fosforowego [61]. C o  r e t  t i [62] wykazał, że h a ­
m owanie glikolizy pojawia się równolegle ze wzrostem  
stężenia C a2 + . W ysunął on zatem hipotezę, że wolne 
rodniki ham ują glikolizę, co prowadzi do zaburzenia 
hom eostazy wapniowej, przeciążenia kom órki w ap­
niem i ostatecznie dysfunkcji mięśnia sercowego.

Ogłuszenie mięśnia sercowego jest procesem obej­
mującym cały szereg zaburzeń kom órkow ych, między 
którym i występują wzajemne oddziaływania. P ozna­
nie tego zjawiska jest jednak dotąd tylko fragm en­
taryczne, żadna bowiem z dotychczas przedstawio-
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Ryc. 1 Schemat patogenezy poischemicznej dysfunkcji mięśnia sercowego zaproponowany przez Roberto Bolliego [28],
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nych hipotez nie wyjaśnia go całkowicie. Ponieważ 
hipotezy te nie wykluczają się wzajemnie, m ożna 
sądzić, że odnoszą się one do różnych elementów tego 
samego procesu, prowadzącego ostatecznie do upo­
śledzenia funkcji skurczowej serca.

A rtykuł otrzymano 6 kwietnia 1995 r. 
Zaakceptowano do druku 20 kwietnia 1995 r.
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Cytoszkielet komórek mięśniowych 

The cytoskeleton of muscle cells
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I. Wprowadzenie

Obecność w kom órkach mięśniowych aparatu  skur­
czu, złożonego z dwóch białek podstawowych —  ak­
tyny i miozyny, oraz szeregu białek regulatorowych, 
umożliwia zachodzenie wszelkich związanych z ru ­
chem procesów, od przemieszczania się całych organiz­
mów, do przebiegu różnych procesów fizjologicznych, 
takich jak  regulacja ciśnienia i szybkości przepływu 
krwi, perystaltyka jelit czy skurcze macicy [1]. Spraw­
ne działanie aparatu  skurczu uzależnione jest od 
właściwego ułożenia i integracji białek domeny kurcz­
liwej oraz utrzym ania ciągłości i spójności kom órki 
mięśniowej w trakcie wykonywanej pracy. P row adzo­
ne od lat badania wykazały, że funkcje te spełnia 
złożona, dynam iczna, struk tu ra  białkowa cytoszkiele­
tu. Celem niniejszego artykułu jest przedstawienie 
organizacji przestrzennej cytoszkieletu kom órek mięś­
niowych kręgowców, oraz jego białkowych składni­
ków i roli jak ą  spełniają.

K om órki dwóch różnych typów tkanki mięśniowej, 
mięśni poprzecznie prążkow anych (mięśni szkieleto­
wych i mięśnia sercowego) i mięśni gładkich, znacznie 
różnią się między sobą zarów no pod względem or­
ganizacji, jak  i składu białkowego cytoszkieletu [2-4]. 
W ysoko zorganizowana, stabilna struk tura aparatu  
skurczu kom órek mięśni poprzecznie prążkowanych 
utrzym yw ana jest przez podporow y cytoszkielet we-

1 Prof. d r hab., Zakład Biochemii Mięśni, Insty tu t Biologii
D oświadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, ul. Pasteura 3, 
02-093 W arszawa, 2 mgr, Zakład Biologii M olekularnej, 
Insty tu t Biochemii i Biofizyki, ul. Pawińskiego 5A, 02-106 
W arszaw a

Contents:
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II-l. Intra- and inter-contractile apparatus cytotoskeleton 
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II-2. Subsarcolemmal cytoskeleton 
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III. Concluding remarks

wnętrzny, złożony z elastycznych filamentów tytyno- 
wych (mięśnie szkieletowe, mięsień sercowy) i filamen­
tów nebulinowych (mięśnie szkieletowe) oraz cyto­
szkieletu zewnętrznego (na zewnątrz aparatu  skurczu) 
złożonego z filamentów pośrednich. Mniej uporząd­
kowany aparat skurczu kom órek mięśni gładkich nie 
zawiera białek podporowych, a jego architekturę 
utrzym uje cytoszkielet zewnętrzny utworzony przez 
filamenty pośrednie i cytoszkieletowe filamenty ak ­
tynowe oraz białka z nimi związane. W obydwu typach 
mięśni cytoszkieletowe filamenty łączą się z dyskami 
Z zwanymi również liniami lub prążkam i Z, lub 
odpow iadającym i im ciałkami gęstymi, i z cytoszkiele- 
tem podbłonowym  co zapewnia integralność m echani­
czną kom órek mięśniowych.

II. Organizacja cytoszkieletu różnego typu 
mięśni

II-l. Cytoszkielet wewnętrzny i zewnętrzny 
aparatu skurczu

II-l.l. Mięśnie poprzecznie-prążkowane

W ewnętrzny cytoszkielet podporow y filamentów 
miozynowych i aktynowych aparatu  skurczu mięśni 
poprzecznie prążkow anych tworzą filamentowe struk ­
tury nierozpuszczalnych, wysokocząsteczkowych bia­
łek tytyny (konektyny) i nebuliny [5, 6].

Tytyna tworzy tzw. filamenty elastyczne, które, 
zakotw iczone w dysku Z (praw dopodobnie poprzez 
a-aktyninę), przebiegają przez połowę sarkom eru 
wzdłuż prążka I i A, i łączą się z liną M (praw dopodob­
nie poprzez białko 190 kD a i miomezynę) [7-12]
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in teg ryna

fila m e n ty  pośredn ie

Ryc. 1 Schemat sarkomeru mięśni poprzecznie prążkowanych pokazujący w sposób uproszczony organizację struktur komórkowych  
cytoszkieletu i aparatu skurczu, a także białek związanych z dyskiem Z (wg V i g o r e a u x  [61]). Z i M obszary sarkomeru o większej 
gęstości optycznej zwane odpowiednio dyskiem Z i linią M. A, prążek anizotropowy; I, prążek izotropowy; SR, sarkoplazmatyczne 
retikulum; T, kanalik systemu poprzecznego.

(Ryc. 1). Filamenty tytynowe wiążą się z pałeczkowatą 
częścią cząsteczek miozynowych na całej długości fila- 
m entu miozynowego, a także z białkami C i 86 kDa, 
które są związane z filamentami miozynowymi [13, 14]. 
Stąd tylko odcinek tytynowego filamentu w prążku 
I wykazuje dużą elastyczność [15, 16]. Tytyna pojawia 
się we wczesnym etapie miofibrylogenezy i bierze w niej 
czynny udział określając długość filamentów miozyno­
wych i ich organizację [17-19]. W mięśniach dojrzałych 
odpowiada za naprężenie włókien w stanie spoczynku, 
a także stabilność rozmieszczenia filamentów miozyno­
wych podczas skurczu mięśni [20-22].

Tytyna stanowi 8-12% białek mięśni szkieletowych 
i serca [23], m a formę wydłużonej pałeczki (o długości 
900 nm i średnicy 3-4 nm) [11], a jej m asa cząstecz­
kowa wynosi 2500 kD a [24]. Częściowa sekwencja 
am inokw asow a tytyny z mięśni szkieletowych królika 
ujawniła, że cząsteczka tego białka zbudow ana jest 
z dwóch rodzajów dom en z których każda składa się ze 
100 reszt aminokwasowych pow tarzających się na 
całej długości białka [25, 26]. Pierwsza z dom en 
wykazuje podobieństwo do dom eny typu III fibronek- 
tyny, druga, do regionów C-2 im munoglobuliny. O by­
dwie te dom eny ułożone są w pow tarzającą się 11- 
dom enow ą sekwencję, k tó ra  jest odbiciem pow tarzają­
cych się regionów helikalnych w filamentach m iozyno­

wych [26]. Głównym  elementem struktury  1 Urzędo­
wej tytyny jest struk tu ra (3 [27, 28].

Białka o analogicznej do tytyny strukturze i funkcji 
znaleziono także w mięśniach szkieletowych szeregu 
bezkręgowców. Jednym z nich jest twiczyna, białko 
o masie 670 kD a występujące u przedstawiciela nicienia 
Caenorhabditis elegans. Podobnie jak  tytyna, twiczyna 
zawiera ułożone w sposób powtarzalny domeny biał­
kowe zbliżone składem aminokwasowym do domen 
immunoglobulin i fibronektyny [29, 30]. Ze względu na 
mniejszą długość cząsteczki (w porównaniu z tytyną), 
twiczyna łączy dysk Z z końcem filamentów m iozyno­
wych, nie wchodząc w obszar prążka A [31, 32]. 
Przypuszcza się, że podobnie jak tytyna, odgrywa ona 
rolę w regulacji aktywności miozyny [29, 33].

Innym białkiem, które odgrywa zbliżoną do tytyny 
rolę u organizm ów bezkręgowych jest projektyna [31, 
34], zwana również m ini-tytyną [28, 32] o masie 
600-700 kDa, występująca w mięśniach szkieletowych 
latających owadów.

Nebulina tworzy filamenty nierozciągliwe, które 
zakotw iczone są w dysku Z i przebiegają wzdłuż 
filamentów aktynowych [7, 8, 10, 35] (Ryc. 1). Ich 
występowanie ograniczone jest do mięśni szkieleto­
wych [36, 37], N ebulina ma masę 600-900 kD a i jest 
najdłuższym (około 1 pm) z poznanych do tąd  białek
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wiążących aktynę [35, 37]. Jej główną funkcją jest 
stabilizacja i regulacja długości filamentów ak tyno­
wych, o czym świadczy ścisła współzależność długości 
filamentów aktynowych i filamentów nebulinowych 
[38, 39],

Cząsteczka nebuliny składa się z dwustopniowo 
ułożonych powtarzających się domen [40,41]. Pierwszy 
35-aminokwasowy motyw powtarza się więcej niż 200 
razy wzdłuż cząsteczki, drugi występuje wewnątrz tych 
powtórzeń w odstępach 245 reszt aminokwasowych co 
odpow iada siedm iokrotnem u powtórzeniu jednostki 
35-aminokwasowej [39, 42]. Przypuszcza się, że te 
jednostki sekwencji tworzą wiele (100-200) miejsc wiąza­
nia aktyny wzdłuż cząsteczki nebuliny [38, 39], W ten 
sposób powstaje podobny do zamka błyskawicznego 
filament aktynowo-nebulinowy [43]. Przy założeniu, że 
nebulina przyjmuje strukturę helikalną i 35-amino- 
kwasowa jednostka wiąże 1 m onom er aktyny, zapropo­
nowano hipotetyczny model budowy kompleksu F-ak- 
tyna-nebulina in vivo. W skazuje on, że dwa filamenty 
nebuliny usytuowane są w rowkach podwójnej spirali 
filamentu aktynowego [44]. Badania sklonowanych 
fragmentów nebuliny ludzkiej wykazały jednak, że 
białko to in vitro łatwiej wytwarza struktury (3 niż 
strukturę helikalną [45]. Nie m ożna jednak wykluczyć 
konformacyjnych zmian w cząsteczce nebuliny pod 
wpływem wiązanie filamentów aktynowych.

O statn ie badania wskazują, że nebulina w mięśniach 
szkieletowych, podobnie jak  kaldesm on w mięśniach 
gładkich [46], może odgrywać rolę w zależnej od C a2 + 
regulacji skurczu. Przemawia za tym ham owanie ak­
tywności ATPazy aktom iozynowej i ruchu filamentów 
aktynow ych wobec immobilizowanych cząsteczek 
m iozyny przez fragm ent końca N  nebuliny. Fragm ent 
ten wykazuje silne powinowactwo nie tylko wobec 
aktyny ale i wobec miozyny i usytuow any jest w sar- 
kom erze dystalnie w stosunku do dysku Z, tj w miejscu 
oddziaływ ania filamentów aktynowych z miozynowy- 
mi [47]. H am ow anie tych procesów w obecności C a2 + 
jest znoszone przez kalm odulinę.

Jednym  z głównych elementów włóknistych cyto- 
szkieletu zewnętrznego wszystkich typów mięśni jest 
białko zwane desm iną [48] (lub szkieletyną [2, 49]) 
tworzące sieć filamentów pośrednich o średnicy około 
10 nm [50]. M asa cząsteczkowa desminy z różnych 
kom órek mięśniowych waha się od 52 do 55 kD a [2, 
48]. Wszystkie jej izoformy są w wysokim stopniu 
homologiczne: niewielkie jedynie różnice w składzie 
am inokwasow ym  sprawiają, że np. desmina pochodzą­
ca z kom órek mięśni ssaków ma charakter silniej 
kwasowy niż desm ina wyizolowana z kom órek mięśni 
ptaków  [51]. Desmina, podobnie jak  inne białka 
tworzące filamenty pośrednie, składa się z centralnej, 
konserwatywnej dom eny helikalnej (47 nm), k tóra 
dzięki powtarzalności siedmiu hydrofobowych reszt 
am inokwasowych wytwarza dwuniciowe superhelikal- 
ne segmenty, i dwu dom en końcowych [52]. Różnice 
w sekwencji dom eny końca N determ inują występowa­

nie izoform desminy. W ykazano, że trzon filamentów 
pośrednich o średnicy 8-9 nm stanow ią superhelikalne 
segmenty, a domeny końcowe wysunięte są na zewnątrz 
zwiększając w ten sposób średnicę filamentów [53].

Główną funkcją filamentów desminowych jest 
utrzymywanie przestrzennej organizacji składników 
kom órkowych podczas cyklu skurczowo-rozkurczo- 
wego mięśni, ale jako  elementy elastyczne odpow ia­
dają, podobnie jak  filamenty tytynowe, za naprężenie 
spoczynkowe mięśni [54]. Ścisłe upakow anie miofib- 
ryli sprawia, że w mięśniach poprzecznie prążkow a­
nych dorosłych zwierząt filamenty desminowe są p ra ­
wie niewidoczne [55], W trakcie miogenezy mięśni 
poprzecznie prążkow anych m ożna obserwować zm ia­
ny w ich organizacji i strukturze. Początkow o są 
rozproszone w cytoplazmie i dobrze widoczne, w trak ­
cie dalszego rozwoju kom órki mięśniowej następuje 
ich kondensacja w obrębie nowopowstałych dysków 
Z i na koniec wytwarzają sieć filamentów biegnącą 
w poprzek w łókna mięśniowego łączącą dyski Z kolej­
nych sarkom erów  wzdłuż miofibryli [56]. F ilam enty 
desminowe łączą także dyski Z z błoną plazm atyczną 
oraz innymi błonowymi strukturam i kom órki poprzez 
wysokocząsteczkowe białka: syneminę (230 kDa) [57], 
paranem inę (280 kDa) [58] i plektynę (300 kDa) 
(Ryc. 1) [59],

O rganizacja struk turalna dysków Z, a także ich 
skład białkowy w mięśniach poprzecznie prążkow a­
nych jest różny w zależności od rodzaju włókien 
mięśniowych oraz od gatunku zwierząt [60, 61]. We 
wszystkich mięśniach poprzecznie prążkowanych dys­
ki Z bogate są w a-aktyninę i penetrowane przez 
filamenty aktynow e pochodzące z sąsiednich sarkom e­
rów, sieciowane na poziomie dysków Z przez a- 
aktyninę [60], O bok a-aktyniny w dyskach Z mięśni 
szkieletowych kręgowców występuje także wiele in­
nych białek, takich jak  Z-nina [62], białko 220 kD a
[63], białko Z [64], am orfina [65], zeugm atyna [66], 
E u-aktynina [67], białko 32 kD a [68] oraz Cap Z, 
białko składające się z dwóch podjednostek (32 i 36 
kDa), które blokuje wzrastające końce filamentów 
aktynowych [69]. W dysku Z poprzecznie prążkow a­
nych mięśni bezkręgowców występują specyficzne biał­
ka: ketyna [70] oraz białka Z (400/600) [71], Z(210) 
[72] i Z(175) [73]. C harakterystykę m olekularną wy­
mienionych białek i ich występowanie podano w tabeli
1. D okładnego rozmieszczenia poszczególnych białek 
w dysku Z jeszcze nie poznano, ale wiadomo, że jedne 
tworzą trudne do ekstrakcji struktury  filamentowe, 
a inne łatwo rozpuszczalną am orficzną m atriks wypeł­
niającą przestrzeń między filamentami [74]. W yniki 
badań mechanicznych pokazują, że dysk Z nie ulega 
deformacji podczas biernego rozciągania mięśni, n a to ­
miast podlega struturalnym  zm ianom  w odpowiedzi 
na aktywne naprężenie. Wyniki te sugerują, że dysk 
Z zbudow any jest z dwu dom en [75]. Jedna z dom en 
działa jako  składnik aparatu  skurczu, a druga, sztyw­
niejsza jako  składnik cytoszkieletu.
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T abela 1.
Strukturalne białka dysku Z.

Białko
Masa cząsteczkowa (kDa)

W ystępowanie Piśmiennictwo
Podjednostka Natywne białko

Aktyna 42 filament wszystkie typy mięśni [60, 61]
a-aktynina 94-103 homodimer wszystkie typy mięśni [60, 89]
Amorfina 85 85 mięśnie szkieletowe [65]
CapZ 32 (a) 

36 (ß)
aß-heterodimer mięśnie szkieletowe i sercowy [69]

Eu-aktynina 42 homodimer (?) mięśnie szkieletowe i sercowy [67]
Ketyna 500

700
? mięśnie skrzydeł i nóg owadów [70]

220000 220 220 (?) mięśnie szkieletowe [63]
32 kD a 32 32 (?) mięśnie szkieletowe [68]
Zeugmatyna 500-1000 2x500-1000 wszystkie typy mięśni [66]
Z(210) 210 ? mięśnie skrzydeł Drosophila [72]
Z(400/600) 400

600
? wszytkie mięśnie owadów [71]

Z( 175) 175
158

? mięśnie skrzydeł pszczoły [73]

Z-nina 300-400 ? mięśnie szkieletowe [62]
Białko Z 55 4 x 5 5 mięśnie szkieletowe [64]

II-1.2. Mięśnie gładkie

W przeciwieństwie do mięśni poprzecznie prążko­
wanych, których ap a ra t skurczu m a bardzo regularną, 
sarkom eryczną budowę, precyzyjna organizacja fila- 
m entów  m iozynowych i aktynowych aparatu  skurczu 
mięśni gładkich nie została jeszcze wyjaśniona [76-78]. 
Badania u ltrastruk tu ra lne pozwoliły w kom órce mię­
śni gładkich rozróżnić tzw. dom enę kurczliwą i dom e­
nę cytoszkieletową [78, 79] (Ryc. 2). W ew nątrz dom e­
ny kurczliwej nie zidentyfikowano dotychczas ani 
filamentów elastycznych tytyny, ani nebuliny, co pozo­
staje w zgodzie ze znacznie mniej regularną organiza­
cją ap ara tu  skurczu mięśni gładkich. Dom enę cyto­
szkieletową tworzy sieć filamentów pośrednich bieg­
nąca wzdłuż długiej osi kom órki łącząca elektronow o 
gęste struktury  cytoplazm atyczne (ciałka gęste) i b ło­
nowe (płytki gęste) oraz cytoszkieletowe filamenty 
aktynow e [80, 81].

G łów nym  składnikiem  filamentów pośrednich 
w większości kom órek mięśni gładkich (mięśnie żołąd­
ków ptaków  [49, 82], mięśnie macicy i żołądków 
ssaków [49, 51]), podobnie jak  mięśni poprzecznie 
prążkow anych, jest desmina. Jednakże, w innych mięś­
niach gładkich (mięśnie ścian naczyń krwionośnych 
organizm ów  wyższych, w tym także człowieka) za­
m iast desminy filamenty pośrednie tworzy wim entyna 
[83, 84]. To białko o masie 52 kD a m a strukturę 
podobną do desminy [85-87] i może z nią wytwarzać 
kopolim erowe filamenty pośrednie [88]. Miejscem 
odpowiedzialnym  za bezpośrednie połączenie filamen­
tów pośrednich z dom eną kurczliwą są cytoplazm aty­
czne owalne ciałka gęste regularnie rozmieszczone 
w cytoplazmie, będące odpow iednikam i dysków 
Z w mięśniach poprzecznie prążkow anych [78]. Są one 
bogate w a-aktyninę (110 kDa), k tó ra  dzięki tworzeniu 
dim erów łączy filamenty aktynow e w wiązki i przym o­

cowuje je do ciałek gęstych [89]. W ykazano, że miejsce 
w iązania aktyny znajduje się w końcu N  cząsteczki 
a-aktyniny, podczas gdy region C-końcowy jest od­
powiedzialny za jej zdolność do tw orzenia dim erów 
[90]. Innym i zidentyfikowanym i dotychczas sk ład­
nikam i białkowymi odpowiedzialnym i za organizację 
struktury  ciałek gęstych są kalponina [91] i zeug- 
m atyna [66].

M imo ścisłego połączenia z ciałkami gęstymi, fila­
m enty pośrednie nie decydują o ich przestrzennym  
rozmieszczeniu w kom órce. W kom órce skróconej 
obserwuje się in vitro regularnie ułożone szeregi ciałek 
gęstych mimo zaburzenia organizacji filamentów po ­
średnich [78], co wskazuje, że pozycja ciałek gęstych 
jest wym uszona przez ap ara t skurczu. Z filam entam i 
pośrednim i zbudow anym i zarów no z desminy, wimen- 
tyny jak  i z obu tych białek związane są: wysokocząs- 
teczkowe białko synem ina (230 kDa) [57] i epinem ina 
(44 kDa) [92]. Funkcja tych białek nie została jeszcze 
poznana.

O prócz filam entów pośrednich cytoszkielet mięśni 
gładkich tw orzą filamenty aktynowe, które różnią 
się of filamentów aktynow ych aparatu  skurczu tym, 
że tworzy je cytoplazm atyczna izoforma P-aktyny, 
a nie izoformy a  i y, charakterystyczne dla filamentów 
aktynow ych dom eny kurczliwej [93]. Z cytoszkie- 
letowymi filam entam i aktynow ym i związane są dwa 
białka wiążące aktynę i sieciujące filamenty aktynowe, 
wysokocząsteczkowa filamina (250 kD a) [78, 94] i ni- 
skocząsteczkowa kalponina (32 kDa) [91, 95]. Ta 
sieć filamentów aktynow ych wypełnia przestrzeń mię­
dzy filamentami pośrednim i, a także występuje w re­
jonach  połączeń typu adhezyjnego (adherens junction) 
(Ryc. 2). Miejscem zakotw iczenia filam inowo-kalpo- 
ninowo-aktynow ej sieci, podobnie jak  sieci filamentów 
pośrednich, są ciałka gęste i płytki gęste [91, 94]. 
W ten sposób cytoszkielet kom órkow y połączony
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błona podstawna
połączenie
adhezyjne

filament
miozynowy
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aktynowy
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D O M E N A  K U R C Z L I W A D O M E N A  sieć filaminowo-
C Y T O S Z K I E L E T O W A  kalponinowo-aktynowa

Ryc. 2 Schematyczna ilustracja organizacji cytoszkieletu i aparatu skurczu mięsni gładkich (wg S m a l  I ' a i inn. [4]).

jest z aparatem  skurczu i powierzchnią kom órki. T aka 
organizacja przeciwdziała nadm iernem u rozciąganiu 
i skracaniu  dom eny kurczliwej mięśni gładkich. D ow o­
dem na to  jest zwiększenie liczby filamentów pośred­
nich i filaminy w odpowiedzi na eksperym entalnie 
indukow ane zwężenie jelita [96] lub rozszerzenie na­
czyń krw ionośnych [97] czy pęcherza moczowego 
[98].

III. Cytoszkielet podbłonowy komórek 
mięśniowych

III-l.l. Mięśnie szkieletowe

W błonie plazmatycznej kom órek mięśniowych m o­
żna wyróżnić dwa rodzaje na przem ian występujących 
obszarów; tylko w jednym  z nich znajdują się miejsca 
zakotw iczenia filamentów pośrednich i filamentów 
aktynow ych [99]. W przypadku mięśni poprzecznie 
prążkow anych ten region stanowią połączenia mięśni 
ze ścięgnami (mięśnie szkieletowe) oraz połączenia 
sąsiadujących ze sobą kom órek (wstawki) (intercalated 
disks) (mięsień sercowy) [4] (Ryc. 3). Białka cyto­
szkieletu podbłonow ego biorą ponadto  udział w wy­
tw arzaniu synaps nerwowo-mięśniowych, a także po­
łączeń między miofibrylami i sarkolemmą.

Powiązanie miofibryli z sarkolem m ą mięśni szkie­
letowych poprzez filamenty pośrednie i filamenty 
aktynow e przebiega na poziomie peryferyjnych dy­
sków Z [100]. W skład tych podbłonow ych połączeń, 
o charakterze połączeń adhezyjnych, wchodzą białka:

talina [101], w inuklina [100, 102], spektryna [102- 
104], ankiryna [105] i acykulina [106] (Tab. 2). 
Białka te są bądź skum ulow ane w regularnych o d ­
stępach w postaci poprzecznych linii wzdłuż błony, 
bądź tworzą kostam ery [100]. Przypuszcza się, że 
istnieje również połączenie podbłonow ego cytoszkie­
letu z linią M peryferyjnych miofibryli [107], chociaż 
składników  struk tu r łączących jeszcze nie zidenty­
fikowano.

Powszechnie występującym składnikiem  cytoszkie­
letu podbłonowego mięśni jest dystrofina, białko o m a­
sie 400 kD a stanowiące około 5% puli białek cyto­
szkieletu podbłonow ego mięśni szkieletowych, które 
nadaje sprężystość błonie kom órkowej podczas cyklu 
skurczow o-rozkurczow ego [108]. Cząsteczka dystro- 
finy o długości 125 nm [109] składa się z czterech 
domen: dom eny N -końca wiążącej aktynę (hom o­
logicznej do konserwatywnych miejsc wiążących ak ­
tynę a-aktyniny i spektryny [110]), długiej dom eny 
helikalnej (o powtarzalności reszt am inokwasow ych 
podobnej jak  w spektrynie), bogatej w cysteinę dom eny 
wiążącej jony wapnia i dom eny C-końcowej [111]. 
Kom pleks dystrofin-aktyna uczestniczy w tworzeniu 
podbłonow ego cytoszkieletu i jest praw dopodobnie 
odpowiedzialny za utrzym anie stabilności błony k o ­
m órkowej [112]. D ystrofina wiąże się również z biał­
kam i błonowymi i w ten sposób wytwarza połączenie 
między wewnątrzkom órkow ym i filamentami ak tyno­
wymi i zew nątrzkom órkow ą m atriks w obszarach 
błony kom órkowej, w których brak jest połączeń typu 
adhezyjnego [113].
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Ryc. 3 Podbłonowy cytoszkielet komórek mięśni różnego typu (wg S m a 11 ’ a i inn. [4]). Z — połączenie z dyskiem Z, M — połączenie z linią M.

Powiązanie w łókno mięśniowe-ścięgno następuje 
poprzez filamenty aktynowe, wychodzące z końcow e­
go dysku Z miofibryli [114,115] (Ryc. 3). W połączeniu 
ich ze ścięgnem biorą udział dwa białka cytoszkieletu 
podbłonow ego talina i w inkulina [91, 116], oraz 
ulokow ane w poprzek błony plazmatycznej —  integ- 
ryny, które zapew niają połączenie z białkam i m atriks 
błony podstawnej: lam ininą i proteoglikanam i [117]. 
Połączenie w łókno mięśniowe-ścięgno wzmacnia dys- 
trofina, k tó ra  skum ulow ana jest w fałdach sarkolem- 
my i bierze praw dopodobnie udział w przekazywaniu 
naprężenia z filam entów aktynowych poprzez błonę 
kom órkow ą do ścięgna [116]. O statn io  udow odnione 
oddziaływanie dystrofiny z taliną może służyć d o d a t­
kowem u połączeniu cytoszkieletu podbłonow ego (po­
przez integryny) z białkam i zew nątrzkom órkowej m at­
riks [118].

W odróżnieniu od połączenia w łókna mięśnia szkie­
letowego ze ścięgnem, k tóre jest miejscem specyficz­
nego wiązania filamentów aktynowych, wstawki ko­
m órek mięśnia sercowego posiadają również dom eny 
zakotw iczenia filam entów pośrednich (typu desmoso-

m alnego i typu połączeń adhezyjnych) [119] (Ryc. 3). 
W skład tych dom en wchodzi szereg dodatkow ych 
białek, charakterystycznych dla połączeń m iędzyko­
m órkowych, takich jak: tenuina [120], radiksyna 
[121] i białko 220 kD a [122] (Tab. 2).

Białka cytoszkieletu podbłonow ego mięśni szkiele­
towych są również zaangażow ane w tworzenie synaps 
nerwowo-mięśniowych. Błona postsynaptyczna tych 
połączeń posiada dwa rodzaje domen: dom eny o b ­
fitujące w receptory acetylocholinowe (AChR), które 
położone są blisko zakończeń kom órek nerwowych, 
i dom eny pozbaw ione tych receptorów, w puklone do 
wnętrza kom órki mięśniowej [123]. N agrom adzanie 
AChR w błonie postsynaptycznej zachodzi pod wpły­
wem białka błony podstawnej, agryny (o masie 220 
kD a) [124, 125]. W mechaniźmie nagrom adzania 
AChR i/lub stabilizacji wytworzonych agregatów  bio­
rą również udział białka cytoszkieletowe wiążące 
AChR: białko o masie 43 kD a (na którego agregatach 
tworzą się m ikroagregaty AChR) [126, 127], utrofina, 
białko hom ologiczne do dystrofiny o masie 300 kD a, 
specyficzne dla synaps nerwowo-mięśniowych dojrza­
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T abela 2.
Strukturalne białka cytoszkieletu podbłonowego komórek mięśniowych i ich występowanie.

Białko

Cytoszkielet podbłonowy

Piśmiennictwo

mięśnie szkieletowe mięśnie szkieletowe i sercowy mięsień
sercowy

mięśnie gładkie

połącze­
nie mię­

sień 
-ścięgno

synapsa
nerwo-
wo-mię-
śniowa

dysk Z kosta-
mer

sarko-
lemma

wstawka połącze­
nie ad- 
hezyjne

caueolae płytki
gęste

Aktyna + + + + + + + + + [4, 99]
Winkulina + + + + + + [100, 102, 132]
Metawinkulina + + + [140]
a-aktynina + + + + + [89, 90, 99, 110, 132, 139]
Talina + + + + [89, 101, 139]
Filamina + + + [89, 133, 139]
Kalponina + [91, 95]
Radiksyna + [121]
Tenuina + [120]
220 kDa + [122]
Zeugmatyna + + + [66]
Desmina + + + [2, 48]
Plektyna + + + + [59]
Dystrofina + + [108, 111, 112, 136]
Utrofina + [128]
Spektryna + + + [102-104, 135]
Ankiryna + + + [105, 137]
Integryna + + [117, 142]
Kadheryna + [141]
AChR + [123]
43 kDa + [126, 127]
58 kDa + + [129]
Acykulina + + + + [106]

łych mięśni szkieletowych [128] (które sprzyja wzros­
towi agregatów  AChR [126]), glikoproteina podbło- 
nowa (syntrofina), o masie 58 kD a [129] oraz gliko- 
proteiny błonowe związane z utrofm ą, homologiczne 
do tych, k tóre wiążą dystrofinę [111]. Agryna wiąże się 
w sposób zależny od jonów  w apnia z zew nątrzkom ór- 
kowym a-dystroglikanem  (156 kDa) i poprzez gliko- 
proteiny błonowe łączy utrofinowy cytoszkielet z ze- 
w nątrzkom órkow ą m atriks synapsy [130]. W rejonie 
błony postsynaptycznej w kom órkach mięśni poprze­
cznie prążkowanych, zarów no u form em brionalnych 
jak  i now orodków  kręgowców, stw ierdzono obecność 
białek: winkuliny, a-aktyniny i filaminy [131], co 
pozwala sądzić, że białka te, podobnie jak  agryna, 
m ogą brać udział w procesie różnicow ania synaps 
nerwowo-mięśniowych. Przypuszcza się, że a-aktynina 
i w inkulina biorą udział w połączeniu składników 
zew nątrzkom órkowej m atriks z w ew nątrzkom órko­
wymi filamentami aktynowym i [132], natom iast Fila- 
mina poprzez sieciowanie filamentów aktynowych 
stabilizuje to połączenie [133]. Oprócz wymienionych 
białek w rejonie synaps nerwowo-m ięśniowych obecne 
są również talina [134], spektryna (izoforma f3) [135] 
i dystrofina (obecna w miejscach w puklonych błony 
postsynaptycznej) [124, 136] oraz ankiryna [137], 
pośredniczące w kontak tach  między białkam i cyto­
szkieletu i zew nątrzkom órkow ą m atriks (Tab. 2).

I1I-1.2 Mięśnie gładkie

W mięśniach gładkich podbłonow e połączenia z fila­
mentam i aktynowym i cytoszkieletu są wytwarzane na 
całej długości błony kom órkowej przez na przemian 
usytuowane płytki gęste (należące do typu połączeń 
adhezyjnych) i pęcherzykowate wpuklenia sarkolem- 
my (caneolae) [ 138] (Ryc. 3). Pierwsze z nich zawierają: 
a-aktyninę, filaminę winkulinę, talinę [89, 139] oraz 
dodatkow o m etawinkulinę [140] i kalponinę [91] 
(Tab. 2) i są typowymi miejscami przym ocowania 
filamentów aktynowych do błony kom órkowej p o ­
przez ulokowane w poprzek błony plazmatycznej 
białka, kadheryny [141] i integryny [142]. Skład­
nikiem drugich jest dystrofina również wiążąca cyto- 
plazm atyczne filamenty aktynowe [136], Cytoplaz- 
matyczne filamenty pośrednie przyłączają się do płytek 
gęstych praw dopodobnie poprzez plektynę [59],

III. Uwagi końcowe

M im o stosunkow o krótkiej, bo 20 letniej, historii 
badań cytoszkieletu kom órek mięśniowych uzyskano 
już bardzo wiele cennych informacji dotyczących jego 
architektury, składu białkowego i funkcji. Rozwój 
m etod m ikroskopowych m.in. przez zwiększenie k o n t­
rastu w m ikroskopii optycznej przy pom ocy techniki
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wideo oraz zwiększenie rozdzielczości m ikroskopii 
fluorescencyjnej [143], przyczynił się do znacznego 
postępu w badaniach organizacji cytoszkieletu kom ó­
rek mięśniowych, jego dynam iki i powiązań z ap a ra ­
tem skurczu. Rozpoczęto badania nad rolą poszczegól­
nych składników białkowych w funkcjonow aniu cyto­
szkieletu m etodam i genetyki m olekularnej. D otych­
czasowe badania przeprow adzono wyłącznie przy uży­
ciu mięśni bezkręgowców (C. elegans i Drosophila). 
Analiza m utantów , które pow odują zaburzenia w p ra­
cy mięśni wykazała na przykład, że m utacja kodujące­
go winkulinę genu debl powoduje paraliż C. elegans 
wywołany dezorganizacją mięśni. M oże być on cof­
nięty po wstrzyknięciu do mięśni genu winkuliny typu 
dzikiego [144]. M utacje w Drosophila, których wyni­
kiem jest zablokow anie lub redukcja syntezy ot-ak- 
tyniny, pow odują niezdolność m utantów  do latania 
[145]. Ich mięśnie m ają zaburzoną organizację sar- 
kom erów, szczególnie na poziomie dysków Z i linii M.

Cytoszkielet jest struk tu rą  dynam iczną, ulegającą 
ciągłej reorganizacji w zależności od stanu fizjologicz­
nego mięśni. Czynnikam i determ inującym i reorgani­
zację cytoszkieletu m ogą być procesy modyfikacji, 
bądź degradacji jego białkowych składników. Jakko l­
wiek zarów no tytyna jak  i nebulina ulegają fosforylacji 
(in vivo) [146], jej wpływ na strukturę tych białek nie 
został dotychczas opisany. Fosforylacja wimentyny (in 
vitro), przy udziale kinazy zależnej od cyklicznego 
A M P lub kinezy białkowej C [147], powoduje rozpad 
jej filamentów [147]. Desm ina i w im entyna ulegają 
ponadto  degradacji in situ przez zależną od jonów  
wapnia obojętną proteazę, kóra odcina 9 kD a peptyd 
końca N  cząsteczek obu białek [148]. D egradacja ta 
wywołuje defekty w strukturze filamentów i przypusz­
cza się, że m a ona znaczenie funkcjonalne.

W wielu chorobach mięśniowych obserwuje się 
zaburzenia struktury  cytoszkieletu. N a przykład, 
w niektórych kardiom iopatiach obserwuje się nad ­
m ierną akum ulację desminowych filamentów w mięś­
niu sercowym [149]. H ypertrofia kom órek mięśni 
gładkich również charakteryzuje się przyrostem  liczby 
filamentów pośrednich oraz filaminy [97, 98]. Skład 
filamentów pośrednich i izoform aktyny posłużył diag­
nozow aniu różnych now otw orów  tkanek miękkich, 
których obraz histologiczny jest taki sam [150].

M utacje lub delecje genu ludzkiej dystrofiny prow a­
dzą do progresywnej degeneracji mięśni o różnym 
stopniu natężenia, od stosunkow o łagodnych przypad­
ków chorobowych dystrofii typu Beckera (BMD) do 
bardzo ostrych form dystrofii typu D uchenne’a 
(D M D ) [151]. O statn io  wykazano, że dystrofia o o b ­
jaw ach klinicznych pośrednich (pomiędzy BM D 
i D M D ) wywołana jest delecją 53% łańcucha polipep- 
tydowego dystrofiny w regionie jego końca N  wiążące­
go aktynę [152], co może sugerować, że jest on 
niezbędny dla prawidłowej funkcji dystrofiny. Inne 
badania wskazują na istotne znaczenie regionu końca 
C dystrofiny (domeny bogatej w cysteinę i pierwszej

połowy dom eny C końca), który oddziałuje z b łono­
wym kom pleksem  glikoprotein i w ten sposób łączy 
sarkolem m ę z zew nątrzkom órkow ą m atriks [111]. 
W ystępująca u niektórych pacjentów z D M D , dys- 
trofina bez końca C wykazuje prawidłową lokalizację 
w sarkolem m ie [153]. Jednakże zawartość g likopro te­
in błonowych z nią związanych ulega dram atycznem u 
obniżeniu, co z kolei jest praw dopodobnie przyczyną 
napływu jonów  w apnia do kom órki mięśniowej [154] 
i degradacji białek przez zależne od jonów  wapnia 
proteazy [155, 156].

A rtykuł otrzymano 13 marca 1995 r.
Zaakceptowano do druku 20 kwietnia 1995 r.
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Białko M AP-2 i jego rola w wielu przejawach plastyczności 
i stanach patologicznych w ośrodkowym układzie ner­
wowym

MAP-2 (Microtubule-associated protein-2) and its role in several 
aspects of plasticity and pathological states in the central nervous 
system

BARBARA MAJEWSKA*
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Wykaz stosowanych skrótów: M APs — białka związane 
z m ikrotubulam i (ang. microtubule associated proteins); 
N M D A  —  kwas N -m etylo-D -asparaginow y; APV —  kwas 
5-aminofosfonowalerianowy; CN O X  — 6-cjano-5-nitrochi- 
noksalino-2,3-dion; cAM P —  cykliczny adenozynom onofos- 
foran; PK A  —  kinaza białkow a A (ang. protein kinase A); 
P K C  —  kinaza białkow a C (ang. protein kinase C); C aM  II
—  kinaza białkow a II zależna od w apnia/kalm oduliny; LTP
—  długotrw ałe wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term 
potentation); CS2 —  siarczek węgla.

I. Wprowadzenie

W ośrodkow ym  układzie nerwowym pod wpływem 
rozmaitych czynników może dochodzić do zmian 
plastycznych, które polegają na reorganizacji połączeń 
m iędzyneuronalnych lub zmianie ich efektywności 
(zwiększenie lub zmniejszenie siły synaps). W ydaje się 
oczywiste, że podstaw ą zmian o charakterze morfo- 
logiczno-anatom icznym  są procesy, jakim  podlegają 
elementy szkieletowe kom órki nerwowej. W skład 
cytoszkieletu neuronu wchodzą w łókna trzech po d ­
stawowych rodzajów; m ikrotubule, neurofilam enty 
i m ikrofilam enty aktynowe. Jak dotąd  najlepiej po­
znano m ikrotubule, struktury  nadające kształt kom ó r­
kom  i w ypustkom  nerwowym oraz w arunkujące tran s­
port substancji wewnątrz wypustek kom órek nerw o­
wych. N atura lną  właściwością m ikrotubul jest ich 
labilność. M ikrotubule zbudow ane są z tubuliny wy­

* Mgr, Zakład Neurofizjologii, Instytut Biologii D ośw iad­
czalnej PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa
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stępującej w postaci dimerów, które tworzą ścianę 
m ikrotubuli. W kom órkach nienerwowych m ikro tu­
bule znajdują się w stanie „dynamicznej niestabilności” 
(ang. dynamie instability), tzn. na przem ian rosną lub 
kurczą się w wyniku procesów polimeryzacji i depoli- 
meryzacji. W cytoszkielecie neuronów m ikrotubule są 
związane z białkam i towarzyszącymi (microtubule- 
associated proteins, M APs), które regulują dynam ikę 
tych przem ian i tym samym m ogą w pewnym stopniu 
stabilizować m ikrotubule. M APs ponadto  tworzą m o­
stki łączące m ikrotubule z pozostałym i elementami 
cytoszkieletu, jak  również z niektórym i organellami 
kom órkowym i (np. z m itochondriam i), co znacznie 
wpływa na usztywnienie cytoszkieletu.

K om órka nerwowa jest ściśle spolaryzow ana m or­
fologicznie (Ryc. 1) i funkcjonalnie. M ożna w niej 
wyróżnić występujące na ogół pojedynczo, długie 
aksony przewodzące informację w kierunku od ciała 
kom órki nerwowej, oraz krótsze, licznie reprezentow a­
ne dendryty, niosące informację do ciała neuronu. 
Polaryzacja m orfologiczno-funkcjonalna jest wyni­
kiem występowania poszczególnych białek w obrębie 
jednego lub drugiego typu wypustek nerwowych. I tak 
wśród białek zaliczanych do rodziny M APs na szcze­
gólną uwagę zasługują białko M AP-2, które stabilizuje 
cytoszkielet w przedziale som atodendrytycznym  neu­
ronu, oraz białko Tau związane z cytoszkieletem 
aksonów. Powinowactw o do struk tu r w ew nątrzko­
mórkowych zależy od stopnia ufosforylowania białek 
M AP-2 i Tau. Dla zachow ania właściwej struktury, 
a zatem i funkcji neuronu konieczne jest ustalenie
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Ryc. 1 Schemat budowy neuronu, a —  akson; d —  dendryty; 
p —  perykarion (ciało komórki nerwowej); j —  jądro.

subtelnej równowagi między procesam i fosforylacji 
i defosforylacji, zachwianie której może prowadzić do 
zmian w strukturze cytoszkieletu neuronów, a w kon­
sekwencji do zm ian m orfologiczno-anatom icznych 
w strukturach ośrodkow ego układu nerwowego.

W niniejszym artykule starano się przedstawić zgro­
m adzoną dotychczas wiedzę na tem at białka M AP-2 
w ośrodkow ym  układzie nerwowym oraz podać przy­
kłady jego udziału w procesach plastycznych i pato lo ­
gicznych.

II. Izoformy, występowanie, funkcja

M AP-2 jest białkiem  term ostabilnym , które wy­
stępuje w trzech izoformach; dwie z nich to wysoko- 
cząsteczkowe M A P-2a i M AP-2b, o ciężarach cząs­
teczkowych odpow iednio 288 kD a i 280 kDa, trzecia, 
M AP-2c, jest form ą niskocząsteczkową (70 kDa) [1, 2] 
(Tab. 1). W szystkie izoformy są produktam i jednego 
genu [3]. M A P-2b i M AP-2c pow stają w wyniku 
odmiennej obróbki pierw otnego transkryptu , tzw. al­
ternatyw nego składania (ang. alternative splicing) 
(Ryc. 2). Nie jest natom iast jasne, czy M AP-2a p o ­
wstaje w ten sam sposób, czy też tworzy się na drodze 
potranslacyjnej modyfikacji M AP-2b [2, 4].

M AP-2 w ośrodkow ym  układzie nerwowym doros­
łych zwierząt występuje przede wszystkim w przedziale 
som atodendrytycznym  neuronów  [5], przy czym pod 
pojęciem M AP-2 rozum ie się w tym przypadku łącznie 
formy M A P-2a i -2b. Jest to powszechnie stosow ana 
prak tyka nom enklaturow a, wynikająca ze zbliżonego 
ciężaru cząsteczkowego obu polipeptydów oraz z ich 
współwystępowania w dojrzałej tkance nerwowej [1]. 
M AP-2c występuje nie tylko w dendrytach, ale również 
w aksonach rozwijających się neuronów  [6] oraz 
w kom órkach glejowych [7]. M AP-2b u szczura 
pojawia się w późnym  okresie em brionalnym  i jest 
obecne przez całe życie zwierzęcia. M A P-2a pojawia 
się dopiero około 10 dnia po urodzeniu, to jest w czasie, 
gdy zanika M ĄP-2c obecne w niedojrzałej tkance [4]. 
W opuszkach węchowych i siatkówce procesy wzrostu 
i różnicowania neuronów  czuciowych zachodzą przez 
całe życie. W tych struk turach  stwierdza się obecność 
niskocząsteczkowej formy M AP-2, k tó rą wielu bada­
czy utożsam ia z M AP-2c [8, 9]. O statn io  jednak, 
wykryto w mózgu szczura inną izoformę niskocząs-

T abela 1.
Ogólna charakterystyka izoform białka MAP-2.

izoforma
ciężar czą­
steczkowy 

(kDa)
występowanie

specyficzność
komórkowa

wysoko­
cząsteczkowa

M AP-2a 288 od około 10 dnia 
po urodzeniu, 
we wszystkich ob­
szarach mózgu

neurony

MAP-2b 280 od późnego okresu 
embrionalnego 
przez całe życie, 
we wszystkich ob­
szarach mózgu

neurony

niskocząsteczkową

M AP-2c 70 od okresu embrio­
nalnego do około 
10 dnia po urodze­
niu we wszystkich 
obszarach mózgu 
oraz
w dorosłej tkance 
opuszek węcho­
wych i siatkówki

neurony
i

komórki
glejowe

MAP-2d około 70 w okresie embrio­
nalnym i wczes­
nym okresie po 
urodzeniu we 
wszystkich obsza­
rach mózgu 
oraz
w dorosłej tkance 
kory mózgowej, 
móżdżku, hipo- 
kampa i opuszek 
węchowych

neurony
i

komórki
glejowe

teczkową, k tó rą nazw ano M AP-2d [10]. Badacze 
uważają, że ta właśnie niskocząsteczkową forma 
M AP-2 występuje w tkance dorosłych zwierząt. P rze­
mawia za tym, stw ierdzony podczas rozwoju, wzrost 
poziom u M AP-2d w takich strukturach  jak  kora 
mózgowa, m óżdżek, opuszki węchowe, którem u towa-

HMW-MAP2
R1I CaM Tu

 □---------------------------------------------- 0-------Hf-----
NH, COOH

— □  III
MAP2 c

Ryc. 2 Schemat budowy cząsteczki wysoko- i niskocząsteczkowych 
form MAP-2. H M W -M AP2 —  wysokocząsteczkowa forma 
MAP-2 (ang. High Molecular Weight MAP-2); RII —  miejs­
ce wiążące podjednostkę regulatorową RII kinazy białkowej 
A; CaM —  miejsce wiążące kalmodulinę; Tu —  domena 
wiążąca tubulinę; linia przerywana wskazuje fragment cząs­
teczki wysokocząsteczkowej formy MAP-2b (między RII, 
a domeną wiążącą tubulinę), który zostaje usunięty w proce­
sie alternatywnego składania mRNA i którego nie zawiera 
niskocząsteczkową forma MAP-2c.
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rzyszy obniżenie poziom u MAP-2c. Jedynie w hipo- 
kampie, gdzie również następuje spadek poziom u 
M AP-2c podczas rozwoju postnatalnego zwierząt, to 
właśnie M AP-2c zdaje się dom inować ilościowo nad 
obecnym  tam  również M AP-2d.

W mózgu dorosłych zwierząt występowanie M AP-2 
ogranicza się do dendrytów  i ciał kom órek nerwowych 
i na ogół nie obserwuje się go w aksonach [11]. Co 
ciekawsze, w dendrytach wykrywa się również obec­
ność m RNA M AP-2 [12], podczas gdy m RNA innych 
białek cytoszkieletu występuje jedynie w ciele neuronu 
[13] lub, co najwyżej, w początkowych odcinkach 
wypustek nerwowych, jak  to ma miejsce w przypadku 
m RNA  Tau w aksonach [14]. W arto przypomnieć, że 
biosynteza białek zachodzi w ciałach neuronów, a tyl­
ko nieliczne białka (w tym MAP-2) m ogą być syn­
tetyzowane w dendrytach, dzięki obecności polirybo- 
somów pod błoną postsynaptyczną [15]. K om órki 
nerwowe dysponują systemem transportu  mRNA, 
k tóry  to system jest obecny w wypustkach dendrytycz- 
nych, ale nie występuje w aksonach [16]. Stwierdzono, 
że zakotwiczenie w dendrytach lub w początkowych 
odcinkach aksonów  jest wynikiem związania się

MT

DP

m RNA M AP-2 lub mRNA Tau z m ikrotubulam i 
wypustek nerwowych [14].

Badania nad rozwojem kory mózgowej szczura 
wykazują, że wzrostowi stężenia białka M AP-2 
w okresie między narodzinam i, a trzecim tygodniem 
życia, nie towarzyszy wzrost poziom u m RNA M AP-2 
[17]. Obserwacje te m ogą świadczyć o tym, że mRNA 
M AP-2 występuje w okresie rozwoju w kom órkach 
nerwowych na stałym poziomie, natom iast w okreś­
lonych w arunkach fizjologicznych wzrostowi może 
ulegać intensywność syntezy białka. Lokalna transla­
cja w dendrytach może zatem stanowić wyjaśnienie 
charakterystycznego rozmieszczenia M AP-2 w neuro­
nie. Ponadto , możliwość szybkiego uruchom ienia syn­
tezy w dendrytach, na których znajdują się liczne 
synapsy odbierające informację niesioną przez aksony 
kom órek presynaptycznych, może mieć decydujące 
znaczenie np. w procesach plastyczności synaptycznej 
(patrz dalej). Badania in vitro wykazują, że wstrzyk­
nięcie M AP-2 do ciała kom órki nerwowej prowadzi do 
przemieszczenia się tego białka zarów no do aksonów, 
jak  i do dendrytów , choć ostatecznie lokuje się ono 
w przedziale som atodendrytycznym  [18]. Wydaje się 
praw dopodobne, że przedziałowość występowania 
M AP-2 jest wynikiem nie tylko charakterystycznego 
rozmieszczenia jego m RNA  w neuronie, ale również 
powinowactwa tego białka cytoszkieletowego do struk­
tu r wewnątrz kom órki nerwowej [1], głównie do 
m ikrotubul. Sugeruje się również, że obecność M AP-2 
w dendrytach może być wynikiem działania m echaniz­
mu, który in vivo miałby zapobiegać wejściu białka do 
aksonów  dojrzałych neuronów  lub prowadzić do de­
gradacji M AP-2 w tym obszarze kom órki nerwowej [6],

M A P - 2  ®u( ôwa cząsteczki

Ryc. 3 Schemat stabilizacji mikrotubul przez MAP-2. MAP-2
—  cząsteczka białka MAP-2; MT —  mikrotubula; Tu
—  domena wiążąca tubulinę; D P — domena projekcyjna; a, 
P —  podjednostki alfa i beta dimeru tubulinowego.

Podstaw ow ą rolą M AP-2 jest stabilizacja m ikro­
tubul w dendrytach kom órek nerwowych [19] (Ryc. 3). 
W łańcuchu polipeptydowym  M AP-2 przy końcu 
C cząsteczki wyróżnia się miejsca wiążące tubulinę 
[20]. Są to 18-aminokwasowe m otywy połączone 
fragm entam i 13-aminokwasowymi, k tóre jako  luźne 
łączniki nie związane z tubuliną pozwalają na nie­
znaczne wyginanie m ikrotubul [21]. Taki 31-amino- 
kwasowy (18+13) fragm ent pow tarza się trzykrotnie 
w cząsteczce M AP-2 [22] i tworzy dom enę wiążącą 
tubulinę. O statn io  w ykazano obecność izoform białka 
z czterem a takim i powtórzeniam i w mózgu człowieka 
i szczura [23]. Stwierdzono, że przy końcu C cząsteczki 
M AP-2 znajduje się ponadto  miejsce wiążące kal- 
m odulinę [24]. K alm odulina jest białkiem  wiążącym 
wapń, które po przyłączeniu co najmniej trzech jonów  
w apnia m a zdolność aktyw ow ania m.in. kinazy biał­
kowej nazywanej kinazą II  zależną od C a2+ kal- 
m oduliny (CaM  II) [25]. Jest zatem praw dopodobne, 
że wiązanie C aM  II z cząsteczką M AP-2, w pobliżu 
dom eny wiążącej tubulinę, odgrywa rolę w regulacji 
przyłączania MAP-2 do m ikrotubul. Przeciwległy frag­
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ment białka, przy końcu N cząsteczki, tworzy domenę 
projekcyjną, czyli wolny odcinek zdolny do łączenia się 
z innymi strukturam i kom órkowym i (Ryc. 2). W jej 
obrębie zidentyfikowano miejsce wiązania podjednos- 
tki regulatorowej RII kinazy białkowej zależnej od 
cA M P (kinaza białkow a A, PKA) [26]. Dom ena 
projekcyjna może odgrywać rolę w wiązaniu M AP-2 
z pozostałymi elem entami cytoszkieletu [27], chociaż 
wydaje się, że w interakcje M AP-2 zarów no z neuro- 
filamentami, jak  i z filamentami aktynowym i, zaan­
gażowana jest raczej dom ena wiążąca tubulinę [28]. 
Możliwe jest również, że M AP-2 ma więcej niż jedno 
miejsce wiązania aktyny [28], tzn. zarów no w pobliżu 
końca C, jak  i przy końcu N cząsteczki. In vitro 
w ykazano zdolność M AP-2 do tworzenia dimerów 
[29] oraz do wiązania się z m itochondriam i [30] 
i innymi składnikam i kom órki (patrz [28]). Nie jest 
jasne, czy za wiązanie się różnych organelli kom ór­
kowych z M AP-2 odpow iada błonow a tubulina tych 
struktur, czy też inne białka.

Cząsteczka M AP-2c jest pozbaw iona dom eny pro­
jekcyjnej, ponieważ kodująca ją  sekwencja zostaje 
usunięta z m RNA w procesie potranskrypcyjnej ob­
róbki (alternatyw ne składanie). N iektórzy badacze 
wysuwają hipotezę, że funkcją M AP-2c jest zapobiega­
nie wiązaniu się form wysokocząsteczkowych M AP-2 
z m ikrotubulam i [31]. Cząsteczka M AP-2c zawiera 
dom enę wiążącą tubulinę, a zatem MAP-2c może 
zajm ować miejsca przyłączania M AP-2b lub M AP-2a. 
W ysokocząsteczkowe formy M AP-2 nie mogą wów­
czas wiązać się z m ikrotubulam i i tworzyć poprzecz­
nych m ostków  między nimi, ani wiązać ich z pozo­
stałymi elementami cytoszkieletu. Taki mechanizm 
pozwalałby na utrzym anie plastyczności szkieletu ko­
m órki nerwowej jeszcze w początkowym  okresie roz­
woju postnatalnego (w okresie, kiedy M AP-2c współ- 
występuje z pojawiającym  się MAP-2a), oraz w doj­
rzałym układzie nerwowym, w obszarach, gdzie za­
chodzą procesy różnicow ania i wzrostu i gdzie obecne 
są zarów no formy wysoko- jak  i niskocząsteczkowe 
M AP-2.

IV. Procesy fosforylacji

Oddziaływ anie M AP-2 z innymi elementami cyto­
szkieletu, w tym głównie z m ikrotubulam i, zależy od 
stopnia ufosforylowania cząsteczki [32], Badania 
T s u y a m y  i w s p .  [33] wskazują, że zawartość 10-16 
moli reszt fosforanowych na mol cząsteczek M AP-2 
nie zapobiega jeszcze wiązaniu się białka z m ikro­
tubulam i, natom iast większe ufosforylowanie (25 lub 
46 moli reszt fosforanowych) znacznie u trudnia łącze­
nie się M AP-2 z tubuliną. W doświadczeniach in vitro 
ufosforylowane M AP-2 pochodzące z mózgu szczura 
i zawierające 10 lub 25 moli reszt fosforanowych na 
mol białka całkowicie łączy się z m ikrotubulam i po 
wstrzyknięciu do hodow anych fibroblastów (fibroblas- 
ty nie zawierają endogennego MAP-2). N atom iast

zm iana zawartości reszt fosforanowych do 2 lub 22 
m oli/m ol białka przez enzymatyczną defosforylację 
lub fosforylację in vitro, ham uje przyłączanie M AP-2 
do m ikrotubul [34]. Wynik doświadczenia wskazuje, 
że endogennie ufosforylowane M AP-2 łatwo wiąże się 
z m ikrotubulam i, natom iast proces wiązania ulega 
zakłóceniu, gdy stopień ufosforylowania jest m odyfi­
kowany in vitro. Jest praw dopodobne, że in vitro 
fosforylacji ulegają inne miejsca w cząsteczce M AP-2, 
niż in vivo. Sugeruje się zatem, że nie tylko ilość 
związanych reszt fosforanowych, ale i miejsce ich 
przyłączenia decyduje o zdolności M AP-2 do w iązania 
się z m ikrotubulam i. Stw ierdzono również, że fos­
forylacja M AP-2 znacznie obniża jego zdolność do 
oddziaływania z aktyną [35] oraz do indukow ania 
polimeryzacji tubuliny [33]. W doświadczeniach in 
vitro wykazano, że fosforylacja M AP-2 zachodzi przy 
udziale wielu kinaz: kinazy białkowej A [36], kinazy 
białkowej II zależnej od C a2+/kalm oduliny (CaM  II)
[37], kinazy białkowej C [35], kinazy tyrozynowej, 
m.in. receptora insulinowego i receptora nabłonkow e­
go czynnika wzrostu (epidermal growth factor, EGF)
[38]. Istnieją dane wskazujące, że przynajmniej nie­
które z tych procesów przebiegają w żywym ustroju np. 
fosforylacja przez kinazę białkową C [39] lub kinazę 
białkową A [40]. In vitro kinazy te fosforylują niemal 
wyłącznie reszty serynowe, ale miejsca działania każ­
dego z tych enzymów są odrębne w cząsteczce M AP-2 
[35]. Z kolei CaM  II katalizuje fosforylację zarów no 
reszt serynowych jak  i treoninowych [35], przy czym 
wydaje się, że reszty serynowe fosforylowane przy jej 
udziale mogą być również substratem  kinazy biał­
kowej A. Uważa się, że in vivo fosforylacji ulegają reszty 
serynowe, treoninow e i tyrozynowe [33], ale dokładne 
miejsca fosforylacji nie zostały zidentyfikowane. Z aan ­
gażowanie różnych kinaz w procesie fosforylacji M AP- 
2, oraz występowanie zależności między stopniem 
ufosforylowania M AP-2, a jego zdolnością do od ­
działywania z innymi białkam i sugeruje, że procesy 
fosforylacji regulują biologiczną funkcję M AP-2 oraz 
że odmiennie ufosforylowane izowarianty mogą o d ­
grywać różną rolę dzięki zmiennemu powinowactwu 
do struktur w ewnątrzkom órkowych.

V. MAP-2 w zjawiskach plastycznych

Właściwości M A P-2 sugerują, że białko to może 
uczestniczyć w procesach plastycznych w ośrodkowym  
układzie nerwowym. Jak w spom niano, odpowiednio 
ufosforylowane białko M AP-2 traci zdolność wiązania 
się z m ikrotubulam i, a wówczas m ikrotubule tracą 
sztywność i stają się strukturam i labilnymi. Dlatego 
procesy fosforylacji/defosforylacji M AP-2 mogą mieć 
znaczenie dla reorganizacji cytoszkieletu w zjawiskach 
plastycznych, dla wzrostu wypustek nerwowych lub 
też zmian właściwości połączeń synaptycznych [41]. 
W hodowlach neuronów  rdzenia kręgowego i kory 
mózgowej stw ierdzono, że pobudzenie receptorów
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glutam inianu powoduje reorganizację cytoszkieletu 
m onitorow aną im m unoreaktyw nością M AP-2 i tubu- 
liny. W doświadczeniach tych zaobserwow ano, że 
MAP-2, początkow o dyfuzyjnie rozmieszczone w den- 
drytach i ciałach neuronów, po zadziałaniu glutam i­
nianu przyjmuje organizację włókien i pęczków. P ro ­
ces reorganizacji jest ham owany przez antagonistów  
receptorów  glutam inianowych. Po podaniu glutam i­
nianu zaobserwow ano ponadto  stabilizację m ikrotu- 
bul oraz współwystępowanie im m unoreaktyw ności 
M AP-2 i tubuliny, co wskazuje na związanie się 
M AP-2 z m ikrotubulam i [42],

Aktywacja receptora glutam inianu typu N M D A  
(receptor, którego agonistą jest kwas N-me- 
tylo-D-asparaginow y) prowadzi do defosforylacji 
M AP-2 w skraw kach hipokam pa [43]. Odmiennie, 
depolaryzacja neuronu zachodząca pod wpływem jo ­
nów K + w wysokich stężeniach w środowisku ze- 
wnątrzkom órkow ym , prowadzi do zwiększenia stop­
nia ufosforylowania M AP-2 w skraw kach hipokam - 
palnych [44]. Efektem tak wywołanej depolaryzacji 
neuronu jest otwarcie kanałów  wapniowych typu 
L zależnych od potencjału błony, podobnie jak  efek­
tem pobudzenia przez glutam inian jest otwarcie kan a­
łu wapniowego związanego z receptorem  N M DA . 
Sugeruje się, że w neuronie występuje przedziałowość 
rozmieszczenia enzymów, takich jak  kinazy i fosfatazy, 
pozw alająca na ich aktywację w zależności od miejsca 
wniknięcia jonów  C a2+ do kom órki [45]. Możliwe jest 
także, że określone stężenie wapnia w danym  m om en­
cie determinuje, który z enzymów zostanie zaktywo- 
wany [46]. Przykładem  procesu, w którym  aktywacja 
kinazy, bądź fosfatazy zależy od określonego stężenia 
jonów  C a2 + , jest działanie pompy wapniowo-sodowej. 
Kinaza aktyw ująca pom pę jest stym ulow ana przez 
jony  C a2+ tylko do pewnej wartości ich stężenia, 
powyżej której aktywacji ulega fosfataza zależna od 
C a2+, ham ująca pracę pompy [25], Również zm iany 
wewnątrzkom órkowego pH m ogą odpow iadać za 
indukcję procesów fosforylacji/defosforylacji. Są d o ­
niesienia o występowaniu w mózgu tzw. czynnika 
aktywującego fosfatazę (ang. A TP Mg-dependent type- 
1 protein phosphatase activating fac tor), który w środo­
wisku alkalicznym działa jako  kinaza, ale przy o b ­
niżonym pH może pełnić funkcję ak tyw atora fosfatazy 
M AP-2 [47]. W ew nątrzkom órkow e zakwaszenie wy­
wołane glutam inianem  rejestrowano w hodowlach 
neuronów  hipokam pa [48], Efekt ten jest blokowany 
przez antagonistę receptora N M D A  (CGS 19755) 
i wymaga obecności zew nątrzkom órkow ego wapnia. 
M ożna zatem  wyobrazić sobie mechanizm, w którym  
pobudzenie receptorów N M D A  prowadzi do obniże­
nia wew nątrzkom órkow ego pH i do uruchom ienia 
enzymu o aktywności fosfatazy katalizującego defos- 
forylację MAP-2.

Są dane dotyczące udziału M AP-2 w długotrwałym  
wzmocnieniu synaptycznym (ang. long-term potentia­
tion, LTP). D ługotrwałe wzmocnienie synaptyczne jest

jednym  ze zjawisk plastycznych, występującym w oś­
rodkow ym  układzie nerwowym, które polega na 
wzmocnieniu efektywności synaps przejawiającym się 
wzmożeniem odpowiedzi postsynaptycznej po zadzia­
łaniu na zakończenie presynaptyczne bodźcem o wyso­
kiej częstotliwości (tzw. tetanizacja) [49], Obecnie 
wielu badaczy uznaje długotrwałe wzmocnienie synap­
tyczne za zjawisko podstawowe dla tworzenia śladu 
pamięciowego na poziomie kom órkowym  [50], 
O prócz aktywacji wapniowo-zależnych kinaz i fosf­
ataz [51], podczas długotrwałego wzmocnienia synap­
tycznego dochodzi do aktywacji kalpainy [52]. Kal- 
paina jest enzymem proteolitycznym  aktywowanym  
przez jony wapnia, który katalizuje degradację M AP-2 
w sposób zależny od stanu jego ufosforylowania [53]. 
Stwierdzono, że fosforylacja wzmaga oporność M AP- 
2 na proteolityczne działanie kalpainy [54], stąd 
sugeruje się, że katabolizm  M AP-2 w cytozolu jest 
regulow any przez stan ufosforylowania cząsteczki, 
w przeciwieństwie do proteolizy lizosomalnej zacho­
dzącej przy udziale katepsyny D niezależnie od stopnia 
fosforylacji M AP-2 [55]. W iadom o, że niektóre formy 
długotrw ałego wzmocnienia synaptycznego wymagają 
pobudzenia receptorów typu N M D A  [56] oraz, że 
w utrzym aniu długotrwałego wzmocnienia synaptycz­
nego są zaangażow ane zmiany ekspresji genów [57], 
W badaniach kom órek ziarnistych hipokam pa obser­
wuje się wzrost ekspresji genu M AP-2 pod wpływem 
kwasu N -m etylo-D -asparaginow ego lub tlenku azotu 
(tlenek azotu jest wydzielany po aktywacji receptora 
typu N M D A  i postuluje się jego udział w powstawaniu 
długotrw ałego wzmocnienia synaptycznego w zakręcie 
zębatym hipokam pa) [58, 59], Do podniesienia pozio­
mu mRNA M AP-2 dochodzi zarów no w ciałach 
neuronów  jak  i w dendrytach. Sugeruje się, że synteza 
nowego białka może być odpowiedzią na wzmożoną 
proteolizę wywołaną aktywacją kalpainy, i zapewnia 
utrzym anie odpowiedniego poziomu MAP-2.

Do doświadczeń mających na celu wyjaśnienie m o­
lekularnych podstaw  uczenia się należy warunkow anie 
klasyczne, w którym  kojarzy się potencjalny bodziec 
w arunkow y (np. bodziec słuchowy) z bodźcem bez­
warunkowym  (np. szokiem elektrycznym). U szczu­
rów m ożna wytworzyć w arunkow ą reakcję „zam iera­
nia” (ang. freezing) w odpowiedzi na, obojętny przed 
w arunkow aniem , bodziec słuchowy. Stwierdzono, że 
u szczurów, wobec których stosow ano bodziec słucho­
wy skojarzony z szokiem elektrycznym, w korze skro­
niowej (kora słuchowa wyższego rzędu) oraz w ciele 
m igdałowatym  (struktura uczestnicząca w wytwarza­
niu awersyjnych reakcji warunkowych) dochodzi do 
spadku zawartości nienaruszonego M AP-2 z jedno­
czesnym wzrostem ilości produktów  jego rozpadu 
[60], W doświadczeniach tych obserwuje się ponadto  
wzrost im m unoreaktywności kinazy białkowej C [61]. 
M ożna przypuszczać, że procesowi degradacji M AP-2 
towarzyszy fosforylacja produktów  rozpadu katalizo­
w ana tę kinazę. Zaobserw ow ano również zmiany
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0 charakterze morfologicznym, tj. powiększenie kom ó­
rek piram idowych w korze skroniowej i czołowej (kora 
asocjacyjna), co może stanowić podstawę zmian funkc­
jonalnych w tych obszarach kory mózgowej [60]. Jest 
zatem praw dopodobne, że podczas w arunkow ania 
klasycznego w kom órkach nerwowych zachodzą p ro ­
cesy, których wynikiem jest wzrost labilności cyto­
szkieletu. M ożliwe jest wtedy wystąpienie zmian plas­
tycznych, takich jak  zm iana morfologii neuronów, czy 
wzrost ilości kolców dendrytycznych (główne miejsca 
lokalizacji postsynaptycznej części połączenia między- 
neuronalnego).

Badania M AP-2 w zjawiskach takich jak  długo­
trwałe wzmocnienie synaptyczne i w arunkow anie kla­
syczne, w których zachodzą zmiany w sile przekaźnic- 
twa synaptycznego wskazują, że białko to bierze udział 
w plastyczności neuronalnej już na poziomie synap­
tycznym, uczestnicząc w strukturalnej reorganizacji 
zakończeń dendrytycznych. Należy także przypusz­
czać, że ze względu na swój udział w procesach 
stabilizacji oraz tworzenia i rozpadu m ikrotubul [36] 
białko M AP-2 jest istotne dla wzrostu, rozgałęziania
1 ustalania morfologii dendrytów.

W kontekście udziału M AP-2 w zjawiskach plas­
tycznych w ośrodkow ym  układzie nerwowym szcze­
gólnie interesujące są doniesienia o powiązaniu proce­
sów fosforylacji M AP-2 ze zjawiskiem plastyczności 
kolum n dom inacji ocznej u kotów. W pierwotnej korze 
wzrokowej kom órki nerwowe odpow iadające na po­
budzenie danego oka (prawego lub lewego) są ułożone 
w taki sposób, że tw orzą kolum ny biegnące przez całą 
grubość kory [62]. K olum ny te, zwane kolum nam i 
dom inacji ocznej (ang. ocular dominance columns), 
m ożna zidentyfikować elektrofizjologicznie rejestrując 
odpowiedzi kom órek elektrodą umieszczoną p rosto ­
padle do powierzchni i penetrującą w głąb kory 
wzrokowej, lub nastrzykując siatkówkę jednego oka 
np. barwnikiem  fluorescencyjnym. W tym ostatnim  
przypadku na przekrojach poprzecznych przez korę 
wzrokową widoczny jest wzór naprzem iennie wystę­
pujących jasnych i ciemnych prążków, czyli kolum n 
otrzym ujących połączenia odpowiednio z oka nastrzy- 
kniętego i kontrolnego. W początkowym  okresie życia 
zwierzęcia, tzw. okresie krytycznym (u kota do trzecie­
go miesiąca życia), m ożna wywołać zmianę plastyczną 
zwaną przesunięciem dom inacji ocznej (ang. ocular 
dominance shift). Jeśli now onarodzonem u kotu unie­
możliwi się odbieranie bodźców wzrokowych przez 
zakrycie powieki jednego oka (deprywacja jednoocz­
na), to  po zakończeniu okresu krytycznego w korze 
wzrokowej obserwuje się ekspansję kolum n reprezen­
tujących oko aktyw ne kosztem  kolum n odpow iadają­
cych oku deprywowanem u [63]. U zwierząt deprywo- 
wanych obuocznie, tj. takich które są pozbawione 
dopływu bodźców wzrokowych do obu oczu, ten okres 
krytyczny ulega wydłużeniu i zm iany w organizacji 
kory wzrokowej m ożna wywołać u starszych zwierząt
[64]. W 1985 roku  A o k i  i S i e k e v i t z  [65] zaob­

serwowali, że w tkance pobranej od kociąt hodow a­
nych w ciemności, a więc u których opóźniono po­
czątek okresu krytycznego, fosforylacja M AP-2 in vitro 
przy udziale kinazy białkowej A zachodzi znacznie 
trudniej niż w tkance pochodzącej od zwierząt, których 
widzenie nie było zaburzone. Oznacza to, że w mózgu 
kociąt doświadczalnych M AP-2 znajdow ało się w sta­
nie wysokiego ufosforylowania. Po ekspozycji zwierząt 
na światło następow ał natom iast ogrom ny wzrost 
fosforylacji M AP-2 badany in vitro, co sugeruje, że po 
zadziałaniu bodźca świetlnego dochodzi do defos- 
forylacji białka in vivo. Badania plastyczności kolum n 
dominacji ocznej wskazują wyraźnie na udział recep­
to ra typu N M D A  w tym zjawisku [66]. Byłoby zatem 
interesujące sprawdzenie, czy defosforylacja M AP-2 in 
vivo, jaką  obserwowali A o k i  i S i e k e v i t z ,  była 
wynikiem aktywacji receptora N M D A  po zadziałaniu 
bodźca wzrokowego.

VI. MAP-2 w zjawiskach patologicznych

Zm iany w poziomie M AP-2 obserwuje się w wielu 
eksperym entalnych i klinicznych stanach patologicz­
nych.

M AP-2 szczególnie łatwo ulega degradacji w w arun­
kach niedoboru tlenowego. W badaniach, w których in 
vivo u gerbili wywoływano niedotlenienie przez is- 
chemię, stw ierdzono znaczny spadek im m unoreaktyw- 
ności M AP-2 w hipokam pie [67], Podobnie, w do ­
świadczeniach in vitro, zaobserw ow ano obniżenie im- 
m unoreaktyw ności M AP-2 po inkubacji skrawków 
hipokam pa szczura przy niedoborze tlenu [68]. 
Stwierdza się również spadek poziom u M AP-2 w do­
świadczeniach, w których wytwarza się u zwierząt stan 
odpow iadający udarow i mózgu. Obniżenie im muno- 
reaktywności występuje w obszarach, gdzie rejestruje 
się degenerację neuronów  (kora mózgowa i hipo- 
kamp). Procesowi temu przeciwdziała podanie an ­
tagonisty am inokw asów  pobudzeniowych (kwas kinu- 
renowy) [69]. Są dane wskazujące, że podawanie 
antagonisty receptora typu N M D A  (APV) na godzinę 
przed uszkodzeniem nie ham uje spadku poziom u 
MAP-2, natom iast zastosow anie antagonisty recep­
to ra typu nie-N M D A  (CNQX) prowadzi do wzrostu 
im m unoreaktyw ności [70]. W yniki te wskazują, że 
neurotoksyczne działanie am inokwasów pobudzenio­
wych prow adzące do obniżenia im m unoreaktywności 
M AP-2 odbywa się za pośrednictwem  receptorów typu 
nie-NM DA.

N a poziom M AP-2 w mózgu oraz na jego fosforyla- 
cję wpływają liczne neurotoksyny. W zrost fosforylacji, 
z jednoczesnym  spadkiem  poziom u białka, następuje 
pod wpływem glinu [55] oraz neurotoksycznych o r­
ganicznych estrów  fosforowych [72], Zjawiskom tym 
nie towarzyszą zm iany w poziomie pozostałych białek 
cytoszkieletu neuronów, w tym tubuliny i białek 
neurofilam entów [55]. W dychanie siarczku węgla 
(CS2) prowadzi u szczurów do wzrostu poziomu fos­
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forylacji M AP-2 [72], Proces fosforylacji jest w tym 
przypadku zależny od wapnia i kalm oduliny. W arto 
przypomnieć, że CS2 jest substancją toksyczną po­
wszechnie stosow aną w przemyśle. U ludzi wdychanie 
CS2 prow adzi do zaburzeń psychogennych, a już 
niewielkie stężenia tego związku m ogą powodować 
zm iany w funkcjach poznawczych i psychom oto- 
rycznch. W doświadczeniach na szczurach z użyciem 
silnej toksyny, trimetylocyny, obserwuje się obniżenie 
im m unoreaktyw ności M AP-2 w pewnych obszarach 
h ipokam pa oraz jej podwyższenie w innych [73]. Ten 
ostatn i efekt m ożna tłumaczyć rozrostem  dendrytów , 
ponieważ uznaje się M AP-2 za znacznik dendrytów  
i uw aża się, że intensywność im m unoreakcji koreluje 
z ilością tych wypustek. Byłby to przykład zjawiska 
kom pensacji w odpowiedzi na odnerwienie tych ob­
szarów pod wpływem toksyny, w którym  M AP-2 
odgryw ałoby isto tną rolę jako  czynnik wpływający na 
tworzenie nowych odgałęzień wypustek dendrytycz- 
nych. Spadek im m unoreakcji na M AP-2 pojawia się 
też w hipokam pie szczura po dohipokam palnym  po­
daniu  N M D A  [74] lub dokom orow ym  podaniu kai- 
n ianu [75]. Obie substancje w wyższych stężeniach 
w ykazują działanie neurotoksyczne.

Badania patologii układu nerwowego wskazują 
na występowanie zaburzeń w cytoszkielecie. N a przy­
kład, w hipokam pie i w korze śródwęchowej cho­
rych cierpiących na schizofrenię stwierdza się post 
mortem  deficyt MAP-2. Badacze spekulują, że nie­
d obór M AP-2 może oddziaływać na strukturę i funk­
cję dendrytów  prow adząc do zaburzeń przekaźni- 
ctwa synaptycznego i dając w efekcie zm iany beha­
wioralne [76].

VII. Podsumowanie

Dzięki swoim oddziaływaniom  z pozostałym i ele­
m entam i cytoszkieletu M AP-2 bierze udział w kształ­
tow aniu morfologii dendrytów , może zatem wpływać 
na tworzenie struktury  zakończeń nerwowych. D late­
go też postuluje się jego rolę w zjawiskach, w których 
dochodzi do zm ian w połączeniach między neuronam i 
(np. zmiany kompensacyjne) oraz w procesach, k tó ­
rych efektem jest zm iana siły połączeń kom órek ner­
wowych (np. procesy uczenia się). Zm iany, jakim  
podlegają wypustki neuronów  pod wpływem wielu 
czynników fizjologicznych i patologicznych, w ydają się 
zależeć w znacznym stopniu od procesów jakim  pod­
legają białka cytoszkieletu. M echanizmy tych zjawisk 
ciągle pozostają niewystarczająco wyjaśnione, jednak 
badania prow adzące do ich poznania otw ierają cieka­
wy kierunek w neurobiologii, w którym  uwaga bada­
czy jest kierow ana na rolę cytoszkieletu kom órki 
nerwowej w plastyczności neuronalnej.
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Wrodzony niedobór deaminazy AM P —  podłoże moleku­
larne defektu

Inherited AMP-Deaminase deficiency — molecular basis of the 
defect
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Spis treści:

I. Wstęp
II. Izoenzymy
III. Geny i transkrypty
IV. Wrodzony niedobór enzymu mięśniowego
V. Wrodzony niedobór enzymu erytrocytarnego

Wykaz stosowanych skrótów: A M  PD (1-3)  —  geny ludzkie 
kodujące odpowiednie izoenzymy deam inazy AM P; Ampd  
(1-3)  —  geny szczurze kodujące odpowiednie izoenzymy 
deam inazy AM P; A M PD  —  deam inaza AM P.; kz —  kilo- 
zasady.

I. Wstęp

D eam inaza A M P (A M P-am inohydrolaza; EC 
3.5.4.Ó), katalizuje reakcję hydrolitycznej deaminacji 
kwasu adenylowego (AMP) do kwasu inozynowego 
(IM P). Znaczenie fizjologiczne tej reakcji w iązane jest 
głównie z regulacją wartości ładunku energetycznego 
adenylanów  [1] tkanek. W mięśniu szkieletowym, 
gdzie aktywność enzymu jest rząd, dwa rzędy wielko­
ści, wyższa aniżeli w pozostałych tkankach [2], znacze­
nie fizjologiczne enzymatycznej deaminacji A M P wią­
zane jest dodatkow o z funkcjonowaniem  tzw. cyklu 
nukleotydów  purynowych [3].

U człowieka niedobór mięśniowej deam inazy A M P 
występować może w postaci wrodzonej (pierwotnej) 
lub nabytej (wtórnej).

W postaci wrodzonej homozygotycznej n iedobór 
enzymu jest niemal całkowity —  mierzona aktywność 
deam inazy A M P nie przekracza 5% wartości praw id­
łowej. Postać ta przebiega niekiedy bezobjawowo, 
częściej jednak  towarzyszy jej rozmaicie nasilony ze­

1 Doc. d r hab., K atedra i Zakład Biochemii Akademii 
M edycznej w G dańsku, ul. Dębinki 1, 80-211 G dańsk,
2 Priv.-Doz. Dr., M edizinische Poliklinik der U niversität 
M ünchen, Pettenkoferstrasse 8a, 80336 M ünchen, G erm any
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spół objawów, na który składają się spoczynkowe 
osłabienie mięśni szkieletowych, łatwa powysiłkowa 
ich męczliwość oraz bolesne skurcze [4, 5]. W postaci 
wrodzonej heterozygotycznej niedobór enzym u jest 
tylko częściowy —  m ierzona aktyw ność mięśniowej 
deaminazy A M P z reguły przewyższa 40%  wartości 
prawidłowej. Postać ta, o ile nie towarzyszą jej schorze­
nia układu mięśniowo-nerwowego, przebiega bezob­
jawow o [5].

W postaci nabytej niedobór mięśniowej deam inazy 
A M P jest niespecyficzny i wynika, podobnie jak  niedo­
bory innych enzymów, z uszkodzeń strukturalnych 
mięśnia szkieletowego towarzyszących różnorakim  
schorzeniom  układu nerwowo-mięśniowego.

Postaci niedoboru mięśniowej deaminazy AM P, ich 
symptomatologia, diagnostyka laboratoryjna, a także 
implikacje metaboliczne opisane zostały w jednym  
z wcześniejszych numerów Postępów Biochemii [6]. 
W artykule obecnym przedstawiono rezultaty ostatnich 
badań wyjaśniające podłoże m olekularne tego defektu. 
Zagadnienie to było tematem okolicznościowego wy­
kładu poświęconego pamięci Prof. Dr W ł o d z i m i e ­
r z a  M o z o ł o w s k i e g o .  W ykład który wygłoszony 
został w m aju ubiegłego roku w G dańsku przez Doc. 
D r M a n f r e d a  G r o s s a .  Zasadnicze tezy wykładu 
opublikow ane zostały w ubiegłorocznym  num erze 
Pharmacy World & Science [7].

II. Izoenzymy

Deam inaza A M P w tkankach ssaków występuje 
w postaci wielorakich form m olekularnych [8]. W doj­
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rzałych tkankach  ludzkich występują trzy im m unolo­
giczne odm ienne, strukturalnie hom ogenne formy m o­
lekularne deam inazy AM P. W największych ilościach 
znajdujemy je odpow iednio w w ątrobie (izoenzym L), 
mięśniu szkieletowym (izoenzym M) i erytrocytach 
(izoenzym E). Izoenzym erytrocytarny występuje 
w dwu formach, różniących się właściwościami chro­
m atograficznym i i kinetycznymi: E l i E2 [8].

Skład izoenzymowy tkanek zwierzęcych, w tym 
również ludzkich, nie jest stały —  w trakcie rozwoju 
osobniczego podlega on wyraźnym, genetycznie za­
program ow anym  zm ianom  [9, 10].

III. Geny i transkrypty

Deam inazę A M P  szczura i człowieka koduje rodzi­
na co najmniej trzech, niezależnych genów [7]. W mię­
śniu szkieletowym szczególnie intensywnej ekspresji 
ulega gen A m pdl, odpowiedzialny za syntezę izoen- 
zymu mięśniowego (M). K om plem entarny DNA 
(cDNA) dla szczurzego genu Ampdl sklonow ano w ro ­
ku 1987 [11]. Zsyntetyzowane na jego matrycy białko 
enzymatyczne m iało masę cząsteczkową 80 kD a i wy­
kazywało w ysoką specyficzność immunologiczną. Peł­
ną sekwencję nukleotydow ą genu Am pdl szczura 
i człowieka w yznaczono w roku 1990 [12],

U człowieka gen AM PD 1  zlokalizowany jest w ra ­
mieniu krótkim  chrom osom u 1, w regionie p 13-p21
[12]. Geny szczurzy i ludzki m ają zbliżoną wielkość 
(odpowiednio 21 i 23 kz) i cechuje je daleko idące 
podobieństw o strukturalne i organizacyjne [12]. Sek­
wencje kodujące obu genów składają się z 16 eksonów 
i są w 88% hom ologiczne. Wielkości poszczególnych 
eksonów są różne i zawierają od 103 (ekson 1) do 220 
(ekson 6) nukleotydów . W yjątkowy w tym względzie 
ekson 2 zaw iera zaledwie 12 nukleotydów. Wielkości 
eksonów, usytuow anie miejsc zapoczątkow ujących 
transkrypcję, a także granice między eksonam i i intro- 
nami są w genach szczurzym i ludzkim identyczne. N a 
swych końcach 3' geny te zawierają krótkie sekwencje 
nukleotydowe (liczącą 13 nukleotydów  w genie ludz­
kim a 17 nukleotydów  w genie szczurzym), nie pod­
legające translacji. Podobne sekwencje na końcach 5' 
są dłuższe i w każdym  z genów liczą po 81 nukleotydów 
[12, 13].

Badania ekspresji genu Ampdl w mięśniu szkieleto­
wym szczura [14] i człowieka [15] wykazały obecność 
w tej tkance dw u rodzajów  transkryptów , nierozróż- 
nialnych techniką N orthern  biot, liczących po około 
2500 nukleotydów . T ranskrypty  charakteryzuje nie­
mal identyczna sekwencja nukleotydową, a jedyna 
między nimi różnica dotyczy obecności m inieksonu 2. 
T ranskrypty  te pow stają w wyniku alternatyw nego 
składania transk ryp tu  pośredniego, zawierającego na 
pograniczu eksonu 1 z eksonem 2 dodatkow e, nieobec­
ne w transkrypcie pierwotnym  miejsce donorow e 5' 
[16]. P roporcje ilościowe wytwarzanych rodzajów 
transkryptów  podlegają ścisłym, ontogenetycznie za-

T abela 1.
Właściwości zrekombinowanych cząsteczek mięśniowej deaminazy 
AMP, kodowanych przez cD N A  zawierający ekson 2 i cD N A  nie 
zawierający eksonu 2.

wektor
ekspresyjny

aktywność
AM PD
(mU/mg
białka)

K m
AM P
(mM)

Reaktywność z surowicą 
anty-A M PD

mięsień
szkieletowy

serce

(%)

pKK <  0.1 — — —

pK K rAM PD 147 3.1 88 <  10

pK K rAM PD
(bez eksonu 2) 108 3.0 93 <  10

^  Dane wzięte z pracy [15]

program ow anym , tkankow o specyficznym m echaniz­
mom regulacyjnym [16, 17].

W dojrzałym, zróżnicowanym, mięśniu szkieleto­
wym szczura jedynie ułam ek (0.6-2.0%) wytworzonego 
przez gen Ampdl całkowitego m RNA stanow i trans- 
krypt niekom pletny (nie zawierający eksonu 2). W mię­
śniu sercowym, w którym  ekspresja genu Am pdl jest 
znacznie słabsza, transkrypt niekom pletny stanowi aż 
90%  kodowanego przez ten gen mRNA. W mięśniu 
gładkim, wątrobie, nerkach i śledzionie ilości wy­
tworzonego transkryptu  niekom pletnego sięgają 
100%. Duże ilości transkryptu  niekom pletnego znaj­
dujemy również w niedojrzałym, płodowym  mięśniu 
szkieletowym, a także w hodowli niezróżnicowanych 
kom órek mięśniowych [16].

Białka enzymatyczne zsyntetyzowane na matrycy 
obydwu transkryptów  nie różnią się im m unoreaktyw - 
nością i specyficznością substratow ą; enzym zsyntety- 
zowany na m atrycy transkryptu  niekom pletnego, jest 
jednak blisko 25%  mniej aktywny [15] (Tab. 1).

Izoenzym w ątrobow y (izoenzym L) deam inazy 
A M P szczura i człowieka kodow any jest przez gen 
Ampd2 [18]. Gen ten, podobnie jak  gen A m dl, umiejs­
cowiony jest w chrom osom ie 1 [19]. K om plem entarny 
DNA ludzkiego genu AM PD 2, zawierający jego pełną, 
otw artą ram kę odczytu, sklonow ano w roku 1992 
[20]. Liczące około 3400 nukleotydów  (u szczura) 
i około 4000 nukleotydów  (u człowieka) transkrypty  
pierwotne, po przeniesieniu do odpowiedniego wek­
tora ekspresyjnego, kodowały syntezę 760 am inokw a- 
sowego białka o masie cząsteczkowej 88. 1 kDa.

Przeprowadzona przy użyciu techniki N orthern biot 
analiza wykazała, że produkow any przez gen Ampd2 
transkrypt, występuje w znaczniejszych ilościach w w ąt­
robie, nerkach oraz w aorcie dorosłego szczura i czło­
wieka [18]. Jego niewielkie ilości znaleźć m ożna rów ­
nież w mięśniu szkieletowym i sercowym [18].

Izoenzymy erytrocytarne (izoenzymy E) deaminazy 
A M P szczurzej i ludzkiej kodow ane są przez gen 
AmpdS [21]. Trzy w arianty kom plem entarnego DNA  
różniące się sekwencjami nukleotydowym i w krań-
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cowych fragm entach końców 5', sklonow ane zostały 
niemal jednocześnie w dwu niezależnych laboratoriach 
w roku 1992 [21, 22]. Sekwencje nukleotydowe tych 
w ariantów  obejm owały pełną (liczącą ponad 2300 par 
zasad) o tw artą  ram kę odczytu genu Ampd3, kodujące­
go 767 am inokwasowe, immunologicznie specyficzne 
białko enzym atyczne o masie cząsteczkowej 89 kD a 
[21, 22].

Obydwie znajdow ane w kom órkach krwi ludzkiej 
formy m olekularne (El i E2) izoenzymu erytrocytar- 
nego wydają się być posttranskrypcyjne zm odyfikowa­
nymi (być może alternatywnie składanym i) p roduk­
tam i jednego genu [23].

W rodzony niedobór deaminazy A M P jest specyficz­
ny tkankow o i jak  na to wskazują dotychczasowe 
badania, dotyczy on jedynie mięśnia szkieletowego 
oraz erytrocytów .

IV. Wrodzony niedobór mięśniowej 
deaminazy AMP

W rodzony niedobór mięśniowej deam inazy A M P 
opisano po raz pierwszy w roku 1978 [4], Prze­
prow adzone potem  przesiewowe badania biopsyjne 
wykazały, że w obrębie populacji am erykańskiej i eu­
ropejskiej defekt ten jest częsty i w postaci hom o- 
zygotycznej obserwuje się go u około 2%  ogółu 
osobników  [5].

W rodzony niedobór mięśniowej deam inazy A M P 
charakteryzuje się autosom alnym  typem dziedziczenia 
i dotyczy wyłącznie mięśnia szkieletowego [5]. Pozio­
my aktywności enzymu w krwinkach osób dotkniętych 
tego rodzaju defektem wykazują wartości nie od­
biegające od norm y [5].

U pacjentów  z wrodzonym  niedoborem  mięśniowej 
deam inazy A M P analiza m ateriału biopsyjnego tech­
niką Southern biot nie wykazała widocznych odchyleń 
od norm y [7, 24]. Analiza techniką N orthern  biot 
przyniosła rezultat podobny — m ateriał biopsyjny 
zawierał prawidłow ą, a nawet zwiększoną ilość trans- 
kryptu  pierw otnego [7,25], Analiza z użyciem techniki 
W estern biot dała jednak  wynik odm ienny —  m ateriał 
biopsyjny nie zawierał immunologicznie specyficzne­
go, aktywnego białka enzymatycznego [7, 25].

W celu wyjaśnienia przyczyny obserwowanego zja­
wiska, m ateriał biopsyjny pacjentów dotkniętych nie­
doborem  mięśniowej deaminazy A M P, poddano 
szczegółowej analizie porównawczej. Sekwencję nuk- 
leotydow ą cD NA, zsyntetyzowanego na m atrycy 
m RN A z m ateriału  biopsyjnego osób dotkniętych 
niedoborem , porów nyw ano z sekwencją cD N A, zsyn­
tetyzow anego na m atrycy m RNA z b ioptatu  ludzi 
zdrowych. Porów nania te wskazały dow odnie na 
obecność w genie A M P D l dwu mutacji punktowych, 
z których jedna (C34T) zachodzi w obrębie eksonu 2, 
a druga (C143T) w obrębie eksonu 3 [7 ,25 ,26 ] (Ryc. 1). 
W szystkie przebadane do tej pory przypadki pierw o­
tnego n iedoboru deaminazy A M P okazały się, ze

Gin12 Pro48
exon 1 exon 2 I exon 3

CCA GCT GAA GAG AAA CAA ..., TGT CCG ATT,

o H IC 143- T

TAA CTG
Stop Leu

Ryc. 1 Wpływ mutacji punktowych: C34T i C143T w genie A M PD l 
na przewidywaną strukturę deaminazy AM P u osób z wro­
dzonym niedoborem enzymu mięśniowego.

względu na wymienione wyżej mutacje, hom ozygoty- 
czne [7].

M utacja pierwsza (C34T; G ln-ST O P) powoduje 
podstawienie cytozyny przez tyminę w tryplecie kodu­
jącym  glutam inę (Gin). Podstaw ienie takie generuje 
wytworzenie kodonu kończącego translację (sygnału 
STOP), ham ując w ten sposób syntezę 767 amino- 
kwasowego białka enzymatyzcnego na etapie 11 ami- 
nokwasowego oligopeptydu. O ligopeptyd ten nie wy­
kazuje żadnej aktywności katalitycznej i nie jest wy­
krywalny techniką W estern biot [25]. Niezależnie od 
wytworzenia sygnału STO P, m utacja (C34T) niszczy 
jedyną w eksonie 2 sekwencję specyficzną rozpoznaw a­
lną przez enzym restrykcyjny M ae II [7].

M utacja druga (C143T; Pro48-Leu) powoduje pod­
stawienie proliny przez leucynę w pozycji 48 łańcucha 
peptydowego. Podstawienie takie nie prowadzi jed ­
nakże, jak  to wykazały przeprow adzone z udziałem 
cD NA ludzkiego genu A M P D l badania, do zmiany 
stabilności i aktywności katalitycznej syntetyzow ane­
go białka enzymatycznego [7 , 25].

Fakt, że m utacja (C34T) likwiduje specyficzną dla 
enzymu restrykcyjnego M ae II  sekwencję, wykorzys­
tano do analizy porównawczej s truk tu ry  eksonu 
2 [25]. Przeprow adzone z udziałem enzymu M ae II 
trawienie zamplifikowanego (przy użyciu techniki 
PCR) eksonu 2 ujawniło w rozdziale elektroforetycz- 
nym, w zależności od źródła pochodzenia bioptatu, 
fragmenty D NA integralne (jeżeli wyizolowany DNA 
pochodził z b ioptatu  pacjentów hom ozygotycznych), 
lub pocięte (jeżeli wyizolowany D NA  pochodził z bio­
ptatu  osób zdrowych) albo jedne i drugie (jeżeli 
wyizolowany DNA pochodził z b ioptatu  pacjentów 
heterozygotycznych) (Ryc. 2).

P rzeprow adzona na bogatszym  losowo pobieranym  
m ateriale biopsyjnym analiza, oparta  na rezultatach 
opisanego wyżej postępow ania oraz na allelo-specyfi- 
cznej m etodzie dot-blot, dała wyniki (Tab. 2) po­
zwalające wyliczyć częstość występow ania form al- 
lelicznych mutacji, a także (w oparciu o praw o H ardy- 
W einberga) oczekiwaną częstość występowania hom o- 
zygotycznej postaci niedoboru. Jak to wynika z przed­
stawionych w tabeli 2 wyliczeń, homozygotycznej 
postaci wrodzonego niedoboru mięśniowej deaminazy 
A M P oczekiwać m ożna u 3,7% am erykańskich M u­
rzynów oraz 1,5% osobników  rasy kaukaskiej. U Az­
jatów , rzecz interesująca, przypadków  występowania
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Ryc. 2 Analiza elektroforetyczna produktów trawienia eksonu 
2 enzymu restrykcyjnym Mae II.

Uzyskany z bioptatów mięśniowych cD N A  genu 
AMPD1  zamplifikowano, po czym fragment nukleotydowy 
obejmujący obszar eksonu 2 poddano trawieniu enzymem  
Mae II.

Panele A-D przedstawiają odpowiednio: nukleotydowe 
fragmenty markerowe (A) oraz produkty otrzymane w wyni­
ku trawienia eksonu 2, obecnego w cD N A  u osoby zdrowej 
(B), osoby heterozygotycznej (C) i homozygotycznej (D) ze 
względu na mutację C34T. #  Dane wzięte z pracy [7],

wrodzonego niedoboru mięśniowej deam inazy A M P 
dotąd  nie zanotow ano.

Tabela 2.
Częstość występowania zmutowanegto allelu genu AMPD1  (muta­
cja C34T) u przypadkowych osobników różnych populacji

Jak to wynika z przedstaw ionych oszacowań, prze­
widywana częstość w ystępowania homozygotycznej 
postaci defektu przewyższa znacznie częstość o d no to ­
wywanych przypadków  objawow ych [5]. Przyczyna 
dość częstego bezobjawowego przebiegu defektu cho­
ciaż niezupełnie jasna, m a praw dopodobnie związek za 
specyfiką obróbki posttranskrypcyjnej transkryptu  
pierwotnego.

Jak już w spom inano uprzednio, w następstwie alter­
natywnego składania transkryptu  pierw otnego, od

0,6% do 2% całości wytworzonego przez ludzki gen 
AMPD1  mRNA stanowi transkrypt niekom pletny 
(transkrypt nie zawierający eksonu 2) [7, 15]. Ponie­
waż zachodząca w obrębie eksonu 2, m utacja punk­
towa C34T transkryptu  niekom pletnego nie dotyczy, 
przeto synteza katalitycznie aktywnego białka en­
zymatycznego na m atrycy tego transkryptu  wydaje się 
być praw dopodobna. Praw dopodobieństw o takie sta­
je się tym bardziej realne jeśli pod uwagę wziąć fakt, że 
m utacja druga (C143T) nie wpływa istotniej na stabil­
ność i na właściwości kinetyczne syntetyzowanego 
białka enzymatycznego (Tab. 2). U osobników z w ro­
dzonym  homozygotycznym  typem niedoboru, a lter­
natywne cięcie eksonu 2 m ogłoby więc stanowić swois­
ty fenotypowy mechanizm zabezpieczający [14], O b ­
serwowana u pacjentów  z niedoborem  tego typu 
prawidłowa, a często nawet zwiększona w porów naniu 
z osobam i zdrowymi, ekspresja genu AMPD1,  wyjaś­
nienie takie zdaje się potwierdzać. Niezależnie od 
powyższego, w mięśniu szkieletowym ma miejsce rów ­
nież szczątkowa ekspresja genów pozostałych 
(AM PD2  i AMPD3).  W ytwarzane przez nie izoenzymy 
wpłynąć mogą dodatkow o na złagodzenie m etabolicz­
nych skutków niedoboru i łagodniejszy (być może 
asymptom atyczny) przebieg schorzenia.

V. Wrodzony niedobór erytrocytarnej deami­
nazy AMP

W rodzony niedobór erytrocytarnej deaminazy 
A M P, stwierdzony po raz pierwszy w populacji jap o ń ­
skiej w roku 1984 [27], występuje również wśród 
ludności europejskiej [28]. Defekt ten, jak  to wykazały 
przeprow adzone badania, dziedziczony jest w sposób 
autosom alny-recesywny i przebiega całkowicie bezob- 
jaw ow o również u hom ozygot [27, 28]. W erytor- 
cytach hom ozygot aktywność deaminazy A M P jest 
niemierzalna, w erytrocytach heterozygot natom iast 
jest ona wyraźnie obniżona [28].

Przeprow adzona analiza porównawcza sekwencji 
DNA kom plem entarnego wobec genu AMPD3,  wyka­
zała, że u osób wykazujących homozygotyczny typ 
niedoboru, przyczyną defektu jest pojedyncza m utacja 
punktow a (C1717T), pow odująca w łańcuchu pep- 
tydowym wytwarzanego białka enzymatycznego pod­
stawienie argininy przez cysteinę [23]. M utacja ta 
dotyczy zapewne zachowawczego fragmentu genu, 
ponieważ syntetyzowane białko, chociaż stabilne, nie 
wykazuje aktywności enzymatycznej.

Podziękowania
Panu Profesorowi M . Ż y d o w o, za przeczytanie m a­

szynopisu i m erytoryczne uwagi autorzy składają podzięko­
wania. Praca do tow ana w ram ach pracy własnej W-93 oraz 
statutowej ST-41

Artykuł otrzymano 31 marca 1995 r.
Zaakceptowano do druku 29 maja 1995 r.

populacja n

nukleotyd 34

częstość
występo­

wania
alleli

oczekiwana
częstość
występo­

wania
osobników
homozygo-

tycznych

C/C C/T T/T

Amerykanie 
—  popula­
cja kaukaska 59 47 10 2 0.12 1.4%

Amerykanie 
—  Murzyni 13 9 3 1 0.19 3.7%

Japończycy 106 — — 0 0

Niemcy 106 83 20 3 0.12 1.5%

^  Dane dotyczące populacji amerykańskiej wzięte z pracy [25].
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Receptory kolagenu płytek krwi 

Platelet collagen receptors
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Wykaz stosowanych skrótów: G P Ia-IIa  — płytkow a gliko- 
proteina Ia-IIa; G P Ib  —  płytkow a glikoproteina Ib; 
G P IIb -IIIa  —  płytkow a glikoproteina Ilb -IIIa ; G PIV
—  płytkow a glikoproteina IV; G PV I — płytkow a gliko­
proteina VI; vW F — czynnik von W illebranda (ang. von  
W illebrand fa c to r);  PA F —  czynnik aktywujący płytki (ang. 
P la te le t  A c tiv a tin g  F actor), TxA 2 —  trom boksan  A2 (ang. 
th rom boxan e A 2); C D  —  antygen różnicow ania kom órek 
(ang. cell d ifferen tia tion  antigen); VLA —  bardzo późno 
pojawiający się antygen (ang. Very L a te  Antigen); F ab
—  fragment przeciwciała wiążący się z antygenem (ang. 
antigen  binding fragm en t).

I. Wstęp

W w arunkach fizjologicznych płytki krwi nie przyle­
gają do kom órek śródbłonka wyścielających naczynia 
krwionośne. Przerwanie ciągłości kom órek śródbłon­
ka powoduje odsłonięcie warstwy podśródbłonka i n a ­
tychm iastową adhezję płytek krwi [1-3]. Adhezja 
płytek krwi do składników podśródbłonka, m.in. do 
kolagenu, fibronektyny i czynnika vW F początkuje 
proces ham ow ania krwawienia. Adhezja płytek jest też 
przyczyną trom bozy, gdy zawodzą skom plikow ane 
mechanizmy regulujące krzepnięcie krwi i rozpusz­
czanie zakrzepu. Ponieważ kolagen jest najbardziej 
trom bogenny ze wszystkich składników  podśródb łon­
ka [1], poznanie m echanizm ów adhezji płytek do 
kolagenu jest niezmiernie ważne. O d wielu lat trw ają 
badania białek płytkowych odpowiedzialnych za pro-

* Dr, U rszula Kralisz, Z akład Biofizyki Insty tu tu  F izjo­
logii i Biochemii, A.M. ul. Lindleya 3, 90-131 Łódź

Contents:

I. Introduction
II. Techniques used to study adhesion of platelets to collagen
III. General characteristics of platelets adhesion to collagen
IV. Primary receptors

IV-1. Similarity of GPIa-IIa to integrin receptors 
IV-2. GPIa-IIa as a collagen receptor 
IV-3. Characteristics of GPIV  
IV-4. Biological functions of GPIV  
IV-5. Naka antigen 
IV-6. GPVI as a collagen receptor 
IV-7. Involvement of GPIb in platelet adhesion to col­

lagen
V. GPIIb-IIIa as a secondary receptor
VI. Concluding remarks

ces adhezji do kolagenu. Badania te wyłoniły szereg 
receptorów  płytkowych, które biorą udział w pierw- 
szorzędowej i drugorzędowej adhezji. Adhezja pierw- 
szorzędowa zależy od receptorów działających na 
powierzchni niezaaktywow anych płytek krwi i bezpo­
średnio łączących się z kolagenem, jakim i są obecne 
w błonach płytek glikoproteiny, np. G P Ia-IIa , G PIV  
i GPVI. Szczególnym przypadkiem  jest G P Ib , k tóra 
jest czynna na niezaaktywow anych płytkach, a łączy

T abela I.
Receptory kolagenu płytek krwi.

GP

kDa

Ilość cząsteczek 
na powierzchni płytki

Warunki
nieredu-
kujące

Warunki
redukujące

Ib 170 łb a  143 
1 b[3 23

25000
[17]

la 165 150 800-1 800
[4, 21, 27, 31, 33]

Ila 130 145 nb
[4, 21, 27, 31, 33]

Ilb 145 Ilbat 130 
Ilbp 23

40000-60000
[21]

Ilia 90 115 40000-60000
[21]

IV 88 88 12000-27 000 
[47-49, 64, 67]

VI 57 62 nb
[14, 23]

nb —  nie badano ilości glikoprotein na powierzchni płytki. W nawia­
sach podano l.p. odnośnych pozycji w wykazie piśmiennictwa.
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się z kolagenem  za pośrednictwem  czynnika vWF. 
W adhezji drugorzędowej biorą udział receptory dru- 
gorzędowe, których działanie zależy od aktywacji 
płytek np. G P IIb-IIIa . Udział receptorów II rzędo­
wych w bezpośrednim  połączeniu płytki z kolagenem 
jest niewielki, ale zwiększa się on w obecności fibronek- 
tyny, czynnika vW f i fibrynogenu, które łączą zaak- 
tywowany receptor z kolagenem [4-6]. Poznane do ­
tychczas receptory kolagenu płytek krwi zebrane są 
w tabeli 1. Złożoność procesu adhezji polega nie tylko 
na występowaniu wielu receptorów  płytkowych i wielu 
miejsc na kolagenie łączących się z nimi, ale również na 
udziale wielu białek pośredniczących pomiędzy płytką 
a kolagenem, które reagują ze sobą. Tak na przykład 
fibronektyna łączy się z trom bospondyną, czynnik 
vW F z kolagenem, fibronektyną i trom bospondyną 
[7-9]. Ponadto , białka adhezyjne tworzą połączenia 
pom iędzy receptoram i płytkowymi np. fibrynogen 
i trom bospondyną łączą G P IIb -IIIa  z G PIV  na powie­
rzchni płytek, a cały kom pleks łączy się z kolagenem  
[10]. Zainicjowany, przez początkowe połączenie ko­
lagenu z wieloma receptoram i pierwszorzędowymi, 
słaby kon tak t pomiędzy płytką krwi a kolagenem 
ulega wielokrotnem u wzmocnieniu i stabilizacji, dzięki 
interakcjom  receptorów drugorzędowych z kolagenem  
i innymi białkam i adhezyjnymi. P onadto , kolagen 
wywołuje uwalnianie z ziarnistości płytkowych wielu 
biologicznie czynnych substancji m.in. serotoniny, 
ADP, białek adhezyjnych: fibrynogenu, trom bospon- 
dyny, czynnika vW F, które potęgują adhezję i są 
niezbędne dla wytworzenia agregatów płytkowych, 
także inicjuje krzepnięcie osoczowe. W ynikiem tych 
interakcji jest utworzenie mocnego usieciowania po­
między płytką a kolagenem i utworzenie czopu hemo- 
statycznego [3, 5-6, 11].

Celem tej pracy jest opisanie receptorów kolagenu 
płytek krwi, ze szczególnym uwzględnieniem recep­
torów  pierwszorzędowych, takich jak  G P Ia-IIa  
i G PIV , ponieważ badania ostatnich kilku lat um oż­
liwiły poznanie ich struktury  i funkcji.

II. Techniki badania adhezji płytek krwi

Stosuje się obecnie dwa rodzaje technik badania 
adhezji: przepływowe i statyczne. K om ora przepływ o­
wa, wynaleziona przez B aum gartnera i H aunden- 
schildta [12], a zm odyfikowana przez Sakariassena
[13] umożliwia badanie in vitro w pełnej krwi adhezji 
płytek do podśródbłonka naczyń krwionośnych, lub 
do izolowanych jego składników w w arunkach prze­
pływu. W arunki adhezji płytek w kom orze przepływ o­
wej są zbliżone do adhezji in vivo i um ożliwiają 
określenie wpływu na adhezję takich czynników jak  
np.: szybkość przepływu krwi, hem atokryt, składniki 
osocza. Ze względu na złożoność procesu adhezji, tj. 
udział wielu receptorów  płytkowych reagujących rów ­
nocześnie z wieloma białkam i adhezyjnymi, stosuje się 
różnorodne techniki badania adhezji w w arunkach

statycznych [4, 6, 14-16]. W odróżnieniu od technik 
przepływowych, pozwalają one na badanie procesu 
adhezji z całkowitym  wyeliminowaniem tworzenia 
agregatów  płytkowych. Techniki statyczne, gdzie kon­
tak t płytek krwi z kolagenem  zachodzi na skutek siły 
grawitacji (np. opadanie płytek zawieszonych w roz­
tw orach na dno naczyń, które są pokryte warstwą 
kolagenu), i gdzie przyległe płytki nie są narażone na 
siły ścierania (shear stress) występujące w płynącej 
krwi, są mniej zbliżone do adhezji in vivo niż techniki 
przepływowe. D ostarczają one jednak  wielu cennych 
informacji np. umożliwiają badanie izolowanych rece­
p torów  płytkowych odpowiedzialnych za pierwszy 
ko n tak t z kolagenem.

III. Ogólna charakterystyka adhezji płytek 
krwi do kolagenu

O pisano dotychczas 12 genetycznie różnych typów 
kolagenu. W ścianie naczyń krwionośnych stwier­
dzono obecność kolagenu typów I, III, IV i V [4, 
17-18]. Płytki krwi przylegają do fibrylarnego i m ono- 
merycznego kolagenu, ale tylko przyleganiu do fi­
brylarnego towarzyszy aktyw acja płytek i uwalnianie 
zawartości z ziarnistości płytkowych [4]. W najwięk­
szym stopniu (około 25%  adhezji) płytki krwi przyle­
gają do kolagenu typów I i III, w nieco mniejszym 
(20%) do kolagenu typu IV. Przyleganie do kolagenu 
typu V jest bardzo niewielkie (2%) i nie towarzyszy mu 
rozpłaszczanie płytek, ich aktywacja i tworzenie agre­
gatów  [4, 17-18]. Płytki krwi nie przylegają do zdena- 
turow anego kolagenu (żelatyny) [4]. Reakcja uwal­
niania i aktywacja płytek nie są konieczne do zaini­
cjowania adhezji, ale zwiększają ją  kilkukrotnie po­
przez uczynnianie receptorów  drugorzędowych [3-6, 
19]. Adhezja zależy od obecności jonów; jony M g2+, 
Fe + 2, Cu + 2, C a +2 i Zn + 2 zwiększają adhezję, jony S r+2 
nie m ają na nią wpływu, a jony Ca + 2 ham ują adhezję 
zależną od M g+2 [4, 6, 15, 20-21]. Adhezja płytek przy 
fizjologicznych w artościach stężeń jonów  wapnia i m a­
gnezu jest niższa o około 50%, niż adhezja badana 
w obecności samych jonów  m agnezu [4], Adhezja 
płytek wywołuje szereg zmian metabolicznych m.in. 
zwiększanie w ew nątrzkom órkow ego poziomu jonów  
wapnia, uwalnianie kwasu arachidonow ego z fosfolipi­
dów błonowych i jego przekształcanie w trom boksan 
A2, fosforylacje wielu białek płytkowych, zwiększanie 
przem iany fosfolipidów inozytolowych, obniżanie po­
ziom u cA M P i zwiększanie poziom u cG M P  [14-15, 
22-23], Zm iany te są konieczne do zapoczątkow ania 
aktywacji i agregacji płytek. Energia m etaboliczna nie 
jest potrzebna do utworzenia początkowego kontaktu  
płytka-kolagen, natom iast jest ona niezbędna dla 
następującego później rozpłaszczania płytek i ich 
agregacji [16, 24]. W przeciwieństwie do innych proce­
sów płytkowych, np. reakcji uw alniania i agregacji, 
wzrost poziom u cA M P i ham owanie syntezy TxA2 nie 
m ają wpływu na adhezję [4, 21, 25].
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IV. Receptory pierwszorzędowe

IV-1. Podobieństwo receptorów glikoproteino- 
wych GPIa-IIa do receptorów integryno- 
wych

Heterodim er G P Ia -IIa  (integryna 0^(3,) jest jednym  
z bardzo późno pojawiających się antygenów rodziny 
VLA2 (ang. Very Late Antigen), początkow o opisanych 
odnośnie limfocytów T. G P Ia  jest hom ologiczna z łań­
cuchem a 2 VLA2, a G P IIa  jest hom ologiczna z łań­
cuchem P, [26]. Pierwszorzędow a struk tu ra  G P Ia  
została poznana. W ykazuje ona około 25%  homologii 
sekwencji am inokwasowej z innymi podjednostkam i 
a  integryn [27]. H om ologia ta nie jest duża, zważywszy 
na fakt, że hom ologia łańcuchów P różnych integryn 
wynosi około 45%  [28].

G P Ia  zawiera zbudow aną ze 191 reszt am inokwaso- 
wych, tzw. dom enę I, k tó ra  występuje tylko w nielicz­
nych białkach, np. w vWf, w czynnikach dopełniacza 
B i C2, podjednostkach P2 integryn oraz w podjednost- 
kach a  receptorów  adhezyjnych leukocytów Mac-1 
i p l 50,95. D om ena I nie występuje w wielu integrynach 
zawierających podjednostkę a 2. Sugeruje się, że dom e­
na ta jest ważna dla wytworzenia połączenia G P Ia  
z kolagenem [27].

G p la  jest połączona z białkam i cytoszkieletu płyt­
kowego; około 50%  G P Ia  znajdyw ano w nierozpusz­
czalnym w Tritonie X 100 lizacie płytkowym, podczas 
gdy prawie cała G P IIa  znajdyw ana jest w lizacie 
rozpuszczalnym  [29-30], G P Ia-IIa  w płytkach nieza- 
aktywow anych obecna jest w błonie plazmatycznej 
i błonach ziarnistości a. G P Ia  błon ziarnistości a  znaj­
dywana jest w błonie plazmatycznej dopiero po ak ­
tywacji płytek [30]. Zaw artość G P Ia-IIa  w błonie 
plazmatycznej płytek różnych dawców wykazuje dużą 
zmienność w arunkując stopień adhezji płytek do kola­
genu [31].

G P IIa  płytek krwi tworzy również heterodimerycz- 
ne połączenie z G PIc, k tóra jest analogiczna z łań­
cuchem a  VLA-5 limofocytów. G P Ic-IIa  jest najpraw ­
dopodobniej receptorem  fibronektyny i lamininy [26].

IV-2. GPIa-IIa jako receptor kolagenu

Bardzo liczne są dane doświadczalne przemawiające 
za funkcjonow aniem  G P Ia-IIa  jako  zależnego od 
M g +2 receptora uczestniczącego w pierwszorzędowej 
adhezji płytek do kolagenu. D ane te wskazują, że 
udział G P Ia-IIa  w adhezji płytek krwi jest największy 
pod nieobecność białek osocza, w ich obecności na to ­
miast również inne receptory płytkowe uczestniczą 
w adhezji [4, 32, 20]. Adhezja płytek do chemicznie 
zmodyfikowanego kolagenu oraz jego fragm entów 
peptydowych wykazała, że miejscem inicjującym połą­
czenie G P Ia-IIa  z kolagenem  jest tetrapeptyd DGEA, 
występujący we fragmencie CB3 łańcucha a l(I) kolage­
nu (pozycje 435-438). Adhezja płytek do innych miejsc

kolagenu, tj. do peptydów CB7 i CB8, jest częściowo 
zależna od G P Ia-IIa , a częściowo od innych recep­
torów  płytkowych [33]. Połączenie G P Ia -IIa  z tetra- 
peptydem  D G EA  nie wywołuje aktywacji płytek [5, 
34-35]. Boczne grupy karboksylow e reszt kw asu aspa­
raginow ego i glutam inowego są niezbędne dla praw id­
łowej adhezji w której pośredniczy G P Ia-IIa , przy 
czym zarów no długość łańcucha bocznego oraz jego 
ujemny ładunek odgrywają ważną rolę. M odyfikacja 
e-aminowych grup lizyny nie ma wpływu na adhezję 
zależną od jonów  M g +2. O bniża ona natom iast adhe­
zję niezależną od jonów  magnezu, w której biorą udział 
receptory płytkowe o niższym niż G P Ia-IIa  pow ino­
wactwie do kolagenu. Receptory te są niezbędne dla 
sekrecji i agregacji następującej po początkowej ad ­
hezji [5]. M odel adhezji płytek krwi, z udziałem 
G P Ia-IIa , przedstaw iono na rycinie 1.

Pierwszy przypadek defektu hem ostazy zw iązany 
z G P Ia -IIa  opisał N i e u w e n h u i s  i ws p .  [36]. 
Płytki krwi płacjentki z objawami znacznie przedłużo­

Ryc. 1 Schemat ilustrujący zapoczątkowanie adhezji płytek krwi do 
kolagenu (wg. [5], zmodyfikowano)
Płytki krwi początkowo przylegają do włókien kolagenu 
w sposób zależny od jonów dwuwartościowych. Adhezja 
pierwszorzędowa pośredniczona jest przez GPIa-IIa, recep­
tor o dużym powinowactwie do kolagenu, wiążący się 
z sekwencją DGEA kolagenu-1. Adhezja pierwszorzędowa 
umożliwia i przyspiesza równoczesne łączenie się wielu 
receptorów o niskim powinowactwie z miejscami na kolage­
nie zawierającymi boczne grupy aminowe-2. Połączenie się 
receptorów o niskim powinowactwie z kolagenem jest nie­
zbędne dla uwolnienia zawartości ziarnistości płytkowych do 
środowiska zewnątrzkomórkowego i dla aktywacji 
GPIIb-IIIa.
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nego czasu krwawienia (30 min) (norm alny czas do 
8 min) i częstym występowaniem sińców, nie zmieniały 
kształtu  oraz nie agregowały pod wpływem różnych 
typów  kolagenu. Adhezja tych płytek do kolagenu była 
bardzo niska i wynosiła tylko 4% , podczas gdy adhezja 
płytek osób zdrowych wynosiła 80% [37], Oznaczanie 
zaw artości glikoprotein powierzchniowych w płytkach 
krwi pacjentki wykazało obniżony poziom G PI-IIa , 
wynoszący około 15% poziom u norm alnego, podczas 
gdy poziom  innych glikoprotein był bez zmian [36]. 
O bjaw y kliniczne opisane w przypadku pacjentów 
z defektam i G P Ia-IIa  wskazują na ważną funkcję tego 
receptora w oddziaływaniu płytek z kolagenem i po­
tw ierdzają wyniki badań in vitro [36-39]. Ponieważ 
objawy te należą do łagodnych, wskazują jednocześnie 
na ważne znaczenie w krzepnięciu krwi innych recep­
torów  kolagenu płytek krwi oraz czynników krzep­
nięcia np. trom biny, Fibrynogenu czy czynnika vWF. 
Należy dodać, że integryna a 2(3,, k tó ra jest elektro- 
foretycznie i im munochemicznie identyczna z G P Ia- 
-I la  płytek krwi, bardzo późno aktywującym  się 
antygenem  2 limfocytów i z receptoram i klasy II białek 
m atrycy pozakom órkow ej kom órek fibroblastycz- 
nych, funkcjonuje wyłącznie jako  receptor kolagenu 
w tych kom órkach [40-41]. Integryna a 2(3, fibrobla- 
stów nie tylko łączy się z kolagenem, ale również 
zmienia strukturę kolagenu wywołując jego kurczenie 
się. M a to ogrom ne znaczenie w procesie gojenia się 
ran i tw orzenia blizn [40], W innych kom órkach np. 
śródbłonka czy kom órkach linii czerniaka, integryna 
a 2P, wykazuje szersze działanie i spełnia funkcje recep­
to ra  kolagenu i lamininy [41-42]. W kom órkach 
czerniaka integryna a 2P, bierze udział w ich zdolnoś­
ciach m etastatycznych [41].

IV-3. Charakterystyka GPIV

G P IV  (opisywana też jako  G P IIIb  i GP88) [43], 
im munologicznie podobna do antygenu CD36 leuko­
cytów [44], jest zbudow ana z pojedynczego łańcucha 
polipeptydowego, a więc nie należy do klasy recep­
torów  integrynowych. Cechą charakterystyczną G PIV  
w płytkach krwi i w kom órkach nabłonka jest nie­
zwykle wysoka oporność na działanie wielu enzymów 
proteolitycznych takich jak  chym otrypsyna, trypsyna, 
pepsyna, elastyna czy pronaza [45-47], Ilość G PIV  
w płytkach osób zdrowych wynosi średnio 0.23 pg/100 
pg białka całkowitego płytek i ulega znacznym w aha­
niom [48]. Jak wykazały ostatnie badania, w błonie 
plazmatycznej płytek krwi znajduje się około 75% 
całkowitej G PIV , a w ziarnistościach a  około 25% 
[49]. Antygen CD36 występuje na powierzchni kom ó­
rek wielu typów jak  np. monocyty, kom órki nabłonka, 
niektóre kom órki naskórka, płytki krwi, erytrocyty 
płodowe i kom órki wielu hodowanych hem atopoety- 
cznych linii [44-47, 49-52], W zględna masa cząstecz­
kow a CD36 z różnych źródeł waha się od 78 kD a do 
88 kD a, co wynika głównie z różnic zawartości cuk­

rowców, a nie różnic rodzaju i zawartości am ino­
kwasów [47, 50, 53]. G PIV  płytek krwi o masie 
cząsteczkowej 88 kDa, zawiera ok. 26%  cukrowców. 
Po deglikozylacji jej masa cząsteczkowa wynosi 57 
kD a, tak jak  masy cząsteczkowe innych deglikozylo- 
wanych antygenów CD36 z różnych kom órek [50, 54]. 
G PIV  zawiera dwa krótkie regiony hydrofobowe, 
charakterystyczne dla regionów transbłonow ych bia­
łek. Regiony te znajdują się blisko C- i N -końca 
cząsteczki. Sugeruje się, że G PIV  składa się z jednej 
dom eny zewnątrzpłytkowej i dwóch wewnątrzpłyt- 
kowych zawierających C- i N- koniec G PIV  [54], 
Takie ułożenie G PIV  w błonie byłoby wyjątkiem 
wśród białek eukariotów , o ile zostanie ono potw ier­
dzone przez inne badania.

IV-4. Funkcje biologiczne GPIV

Funkcja G PIV  płytek krwi jako  receptora kolagenu 
wynika z następujących obserwacji [6]:

1. Fragm enty Fab przeciwciał poliklonalnych 
przeciwko G PIV  ham ują całkowicie zmianę kształ­
tu, agregację i uwalnianie zawartości ziarnistości 
a  płytek krwi przez kolagen,

2. Izolow ana G PIV  ham uje całkowicie aktywacje 
płytek pod wpływem kolagenu,

3. Izolow ana G PIV  wiąże się silnie z kolagenem 
(Kd 0.34 nM),

4. Fragm enty Fab przeciwciał poliklonalnych 
przeciwko G PIV  ham ują w największym stopniu 
początkow ą adhezję, wskazując na znaczenie G PIV  
w inicjowaniu adhezji.
Białko CD36 jest również receptorem  trom bospon- 

dyny i erytrocytów  zarażonych zarodźcem  malarii 
Plasmodium falciparum  [55-59]. Adhezja zarażonych 
erytrocytów  do białka CD36 kom órek śródbłonka 
odgrywa rolę w przebiegu malarii, ponieważ zwiększa 
przeżywalność zarażonych erytrocytów  w organizmie 
nie dopuszczając do ich usunięcia z krwioobiegu. 
Adhezja zarażonych erytrocytów  jest też przyczyną 
okluzji naczyń krwionośnych mózgu [57-59].

Funkcjonow anie G PIV  jako  receptora kolagenu 
i trom bospondyny jest od kilku lat przedmiotem 
intensywnych badań, przynoszących wielokrotnie 
sprzeczne wyniki [6, 53,60-64]. Sprzeczności mogą być 
wywołane różnicami stopnia fosforylacji reszt seryno- 
wych i treoninowych izolowanej G PIV . W ykazano 
ostatnio, że właściwości G PIV  zależą od reakcji fos­
forylacji i defosforylacji. W niezaaktywowanych płyt­
kach G PIV  jest ufosforylowana i działa jako  wczesny 
receptor kolagenu pow odując aktywacje płytek, a to 
z kolei powoduje uwalnianie fosfataz z ziarnistości 
płytkowych do środowiska zewnątrzkom órkow ego. 
Uwolnione fosfatazy defosforylują dom enę zewnętrzną 
G PIV  (od am inokw asu 87 do 99), dzięki czemu traci 
ona zdolność wiązania się z kolagenem  i łączy się 
z trom bospondyną [65].
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IV-5. Antygen Naka

Antygen N ak a w arunkuje powstawanie oporności 
na właściwe antygenow o HLA transfuzje płytkowe 
u osób fenotypu N ak a\  Antygen ten jest obecny 
u 90-97% Japończyków  i 99,7% Am erykanów [66- 
67]. Nie stw ierdzono różnic w kodzie genetycznym 
antygenu N ak3' i antygenu N ak a+. Tak więc brak 
G PIV  u N ak a' osób może wynikać ze zwiększonej 
przem iany m RNA G PIV  lub obniżonej stabilności 
tego białka [68]. Ponieważ płytki N aka' nie zawierają 
G PIV  [66-67], są one doskonałym  m ateriałem  badaw ­
czym dla sprawdzenia fizjologicznej funkcji tej gliko- 
proteiny. Płytki N ak 3' agregują norm alnie pod wpły­
wem kolagenu typów I i III oraz pod wpływem innych 
czynników agregujących płytki, natom iast nie agregu­
ją  pod wpływem kolagenu typu V, który nie odgrywa 
znacznej roli w krzepnięciu krwi [18, 19, 60-61]. 
Adhezja N ak 3' izolowanych płytek jednego dawcy, 
badana w układzie statycznym, była taka sam a jak  
adhezja płytek N ak a+ [63]. Adhezja płytek (badana 
w układzie statycznym  i dynamicznym) innego dawcy 
z fenotypem N ak 3' była obniżona tylko w przypadku 
badania wczesnych czasów adhezji [62, 69]. Sugeruje 
to, że G P IV  przyspiesza wczesną adhezję. M im o braku 
płytkowej G PIV  wszystkie przebadane dotychczas 
osoby są zdrowe i nie wykazują żadnych zaburzeń 
hem ostazy [67]. Odm ienne wyniki in vitro i in vivo 
sugerują, że G PIV  jest jednym  z wielu białek płytki 
łączącym się z kolagenem. Pod nieobecność G PIV  inne 
białka przejm ują jej funkcje nie doprow adzając do 
zaburzeń hem ostazy u osobników z fenotypem N ak 3'.

V-6. GPVI jako receptor kolagenu

Jedynym  dowodem  na to, że G PIV  działa jak o  
receptor kolagenu jest brak tylko tej glikoproteiny 
powierzchniowej w płytkach pacjentki z przedłużonym  
czasem krwawienia, częstymi krw otokam i z nosa 
i krwawieniami dziąseł. Płytki tej pacjentki wykazywa­
ły specyficzny defekt agregacji tylko pod wpływem 
kolagenu, podczas gdy agregacja przez inne czynniki 
była w normie. Płytki nie wykazywały adhezji do 
kolagenów wielu typów. Ponadto , fragmenty Fab 
przeciwciał przeciwko G PV I, które pojawiły się we 
krwi pacjentki po wielu transfuzjach płytkowych, 
ham owały agregację pod wpływem kolagenu płytek 
osób zdrowych [70-71].

V-7. Udział GPIb w adhezji płytek krwi do kola­
genu

G P Ib  jest zbudow ana z dwóch łańcuchów a  i P po łą­
czonych m ostkiem  disiarczkowym. G P Ib  jest bardzo 
bogata w cukrowce, które stanow ią aż 60% jej masy 
cząsteczkowej. Skład am inokwasow y oraz skład cuk­
rowców są poznane. Jest ona receptorem  obecnym na 
niezaaktywowanych płytkach czynnika vW f oraz k o ­

lagenu, z którym  łączy się za pośrednictw em  czynnika 
vW F [72]. Miejscem wiązania czynnika vW F jest 
N-końcowy segment łańcucha a  G P Ib  [73], G P Ib  
spełnia ważną rolę w adhezji w w arunkach przepływu 
szczególnie przy wysokich gradientach prędkości krwi 
(shear rate) rzędu 1500 s -1. Połączenie G P Ib-vW F- 
-kolagen jest na tyle silne, że przeciwstawia się sile 
ścierania (shear stress) i nie dopuszcza do oderw ania 
przyległych do ściany naczynia płytek [3]. Płytki nie 
zawierające G P Ib  (Bernard-Soulier syndrom e) oraz 
płytki chorych z niedoborem  czynnika vW F (choroba 
von W illebranda) w niewielkich ilościach przylegają do 
odsłoniętego podśródbłonka i nie są zdolne do rozpo­
ścierania się [2, 33, 74], Czynnik vW F jest obecny 
w plazmie, naczyniach krw ionośnych oraz ziarnistoś- 
ciach płytkowych, z których jest uwalniany po ak ­
tywacji płytek [9, 72]. Sugeruje się, że czynnik vW F 
uwolniony z płytek jako  tzw. propolipeptyd vWF, 
identyczny z antygenem  II vW F, może również zapo­
biegać nadm iernej adhezji, poprzez m askowanie 
miejsc na w łóknach kolagenow ych reagujących z płyt­
kam i krwi [9]. Nie wykazano jak  dotychczas roli G P Ib  
w adhezji płytek do kolagenu badanej w w arunkach 
statycznych, co świadczy o tym, że G P Ib  nie łączy się 
bezpośrednio z kolagenem.

V. GPIIb-IIIa jako receptor drugorzędowy

G P IIb -IIIa  (integryna a 1Ib(33) jest szeroko opisywa­
nym kom pleksem  glikoprotein płytek krwi, a jego 
funkcje receptora fibrynogenu, fibronektyny, witrone- 
ktyny i czynnika vW F oraz udział w tworzeniu agrega­
tów płytkowych za pośrednictwem  fibrynogenu są 
dobrze znane, [2, 11, 75], W artykule tym ograniczę się 
do opisu udziału G P IIb -IIIa  w adhezji płytek krwi do 
kolagenu.

Sugerowane początkow o działanie tych glikoprote­
in jako  receptorów pierwszo rzędowych kolagenu opie­
rało się tylko na obserwacji ham ow ania adhezji sta ty­
cznej płytek i ham ow ania adsorbcji glikoprotein płyt­
kowych na w łóknach kolagenowych przez przeciw­
ciała m onoklonalne PM I-1 przeciwko G P IIb -IIIa  
[76]. Liczne późniejsze doświadczenia wskazały, że 
przeciwciała PM I-1 wiążą się z uprzednio zaaktywo- 
w aną G P IIb -IIIa  oraz że, główna funkcja G P IIb -IIIa  
w adhezji do kolagenu polega na w ytwarzaniu połą­
czeń pomiędzy płytką a kolagenem za pośrednictwem 
innych białek adhezyjnych. G P IIb -IIIa  jest więc zależ­
nym od aktywacji, drugorzędow ym  receptorem  ad ­
hezji płytek krwi do kolagenu, co pokazały m.in. 
następujące fakty doświadczalne:

1. Płytki chorych na Trom basthenię G lanzm an- 
na (całkowity b rak  lub obniżona ilość G PIIa-IIIb) 
przylegają w układzie statycznym do kolagenu tak, 
jak  płytki osób zdrowych [5],

2. Płytki trom basteniczne wykazują obniżoną 
adhezję tylko w w arunkach przepływu przy wyso­
kich gradientach prędkości (1800 s~'), potw ierdza­
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jąc, że G P IIb -IIIa  bierze udział w rozpościeraniu się 
płytek, a nie w tw orzeniu początkowego kontaktu  
z kolagenem  [2-3, 74].
Z aaktyw ow ana G P IIb -IIIa  bierze udział w adhezji 

drugorzędowej poprzez wytwarzanie połączeń pom ię­
dzy płytką a kolagenem  za pośrednictwem  czynnika 
vW F, fibronektyny i trom bospondyny. Aktywacja 
G P IIb -IIIa  jest również niezbędna dla połączenia się 
płytek z fibrynogenem  i agregacji płytek. M echanizm 
aktywacji G P IIb -IIIa  nie jest dokładnie poznany. 
W yniki prac wskazują, że adhezji pierwszorzędowej 
towarzyszy fosforylacja białek w ew nątrzkom órko­
wych. G P Ia-IIa , receptor pierwszorzędowy, przesyła 
inform acje o połączeniu się z kolagenem do wnętrza 
płytki (outside-in signalling) aktywując m.in. kinazy 
tyrozynow e [77, 78]. K inazy te z kolei m ogą przesyłać 
inform acje do w ew nątrzkom órkow ych dom en odpo­
wiednich receptorów , w tym także do G P IIb-IIIa , 
wywołując ich aktywacje.

VI. Uwagi końcowe

Adhezja płytek do kolagenu jest pierwszym etapem  
pow staw ania czopu hem ostatycznego, przyczynia się 
do rozwoju arteriosklerozy, pow staw ania zakrzepów 
i zatorów  w naczyniach krwionośnych. Poznanie m o­
lekularnych procesów rządzących adhezją może um o­
żliwić skuteczniejsze zapobieganie wielu chorobom  
związanym  np. z niedokrzepliwościam i oraz nadkrzep- 
liwościami krwi. M oże to stać się możliwe na przykład 
poprzez zastosow anie peptydów naśladujących dom e­
ny funkcjonalne białek adhezyjnych, czy przez za­
stosowanie przeciwciał m onoklonalnych przeciwko 
tym dom enom  lub dom enom  receptorów płytkowych 
oddziaływujących z nimi.

Ze względu na złożoność procesu adhezji, w artykule 
tym nie om ów iono szeregu ważnych czynników m ają­
cych na niego wpływ, i tak nie om ówiono wpływu 
gradientu prędkości krwi, wpływu erytrocytów i leuko­
cytów, lepkości osocza. Nie om ówiono też roli białek 
adhezyjnych, z k tórych najważniejsze dla adhezji pły­
tek do kolagenu są fibronektyna i czynnik vW F, 
a także wpływu kom órek śródbłonka i uwalnianych 
z nich związków np. prostacyklin i tlenku azotu, 
artykuł bowiem dotyczył receptorów płytek krwi, 
k tóre biorą udział w adhezji do kolagenu. W ażne 
wydaje się bliższe poznanie dom eny receptorów pierw­
szo- i drugorzędow ych wiążących się z kolagenem, 
struk tury  glikoproteiny VI, m echanizmu aktywacji 
receptorów  drugorzędow ych, mechanizmu przesyła­
nia informacji od receptorów  do wnętrza płytki oraz 
m echanizm u wpływu jonów  na powinowactwo recep­
torów  do kolagenu. Intensywne badania, trwające 
w wielu pracow niach, pozw olą na poznanie w najbliż­
szej przyszłości tych i innych nierozwiązanych p ro b ­
lemów.

A rtyku ł otrzymano 13 października 1994 r.
Zaakceptowano do druku 6 czerwca 1995 r.
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Oddziaływania białek z uszkodzonym D N A  

Interactions of proteins with damaged DNA

PIOTR WIDŁAK*

Spis treści:
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V. Transkrypcja
VI. Struktura chromatyny
VII. Uwagi końcowe

I. Wstęp

O ddziaływ ania białek i kwasów nukleinowych są 
podstaw ą niemal wszystkich procesów powielania 
i ekspresji informacji genetycznej, umożliwiają tw orze­
nie chrom atyny, a także syntezę i degradację kwasów 
nukleinowych. W kom órce funkcjonują specyficzne 
białka rozpoznające zmiany struktury  DNA na róż­
nych poziom ach organizacji chrom atyny. Zm iany wy­
wołane nie tylko chemiczną modyfikacją zasad, ale 
również nieprawidłowo sparowanym i zasadam i (przy­
kładem  m ogą być białka biorące udział w procesie 
„m ism atch repair” lub korekcyjna aktywność egzonu- 
kleolityczna polim eraz DNA), lub ich nietypowym 
ułożeniem przestrzennym  (na przykład białka wiążące 
się ze struk tu rą  Z-D NA) [1-3].

Przykładem  tego, jakie znaczenie może mieć dla 
kom órki zm iana oddziaływań białek z D N A  jest 
„endogenna” m etylacja DNA. Obecność zmetylowa- 
nych zasad (głównie 5-metylocytozyny, ale również 
N 6-m etyloadeniny) oprócz wpływu na stabilność dwu- 
niciowej struktury  D NA jest czynnikiem zmieniającym 
swoistość oddziaływań z białkami. Poziom metylacji 
specyficznych sekwencji DNA związany jest z regula­
cją inicjacji replikacji i wiązaniem czynników trans- 
krypcyjnych, chrom atyna „aktyw na” jest zwykle hypo- 
m etylowana. U kręgowców metylacja i dem etylacja 
D N A  uw ażana jest za jeden z czynników związanych 
z regulacją wzrostu i różnicowania kom órek [4], 

5-metylocytozynę w DNA m ożna traktow ać jako  
addukt, którego powstawanie pozostaje pod kon tro lą  
kom órki (m etalacja jest postreplikacyjnym  procesem 
enzymatycznym, katalizow anym  przez specyficzne 
DNA-m etylotransferazy). Jednak wiele zmian s tru k ­
tury DNA indukow anych jest przez czynniki „niekon-

* Dr; Z akład Biologii N owotworów, Insty tu t O nkologii, 
44-100 Gliwice.
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tro low ane”, pochodzące zarów no ze środowiska ze­
wnętrznego (związki chemiczne i prom ieniow anie elek­
trom agnetyczne), jak  i ze środowiska wewnętrznego 
(produkty „norm alnego” m etabolizm u kom órki) [5]. 
Te uszkodzenia m akrocząsteczek zmieniając oddziały­
wania białko-D N A  m ogą mieć również wpływ na 
przebieg procesów kom órkowych. Czynniki, które 
poprzez zmianę oddziaływań białko-D N A  zaburzają 
procesy replikacji, rekom binacji i napraw y DNA, mają 
często charak ter m utagenów. Inne czynniki, nie pow o­
dujące bezpośrednio mutacji, poprzez wpływ na struk­
turę chrom atyny czy procesy transkrypcji mogą zmie­
niać sposób ekspresji informacji genetycznej. Przed­
m iotem  niniejszej pracy jest przegląd zjawisk związa­
nych z wywołanymi przez uszkodzenia DNA zm iana­
mi oddziaływań białek z DNA, a także znaczeniem 
tych zm ian dla procesów m utagenezy i kancerogenezy.

II. Naprawa D NA

Białkami, których oddziaływanie z uszkodzonym  
DNA  m a ogrom ne znaczenie dla procesów m utagene­
zy i now otw orzenia są białka naprawiające DNA. 
Jednym  z mechanizmów napraw y DNA jest (nuc- 
leotide excision repair NER). Ponieważ w ostatnim  
czasie, również w piśmiennictwie polskim, ukazało się 
wiele prac przeglądowych dotyczących tego mechaniz­
mu [6-11], tutaj omówiony zostanie głównie pierwszy 
etap  napraw y DNA: faza rozpoznaw ania uszkodzeń 
DNA  przez enzymy naprawcze. Funkcjonow anie me­
chanizm u N ER poznane jest najlepiej na przykładzie 
kom pleksu UvrABC endonukleazy z kom órek Esche­
richia coli. W dużym uproszczeniu kom pleks funk­
cjonuje w następujący sposób: po rozpoznaniu uszko­
dzenia, białka kom pleksu wiążą się z DNA i nacinają 
nić zawierającą uszkodzenie w odległości kilku (kilku­
nastu) nukleotydów  po stronie 3' i 5' od uszkodzenia, 
następnie wycięty fragment zostaje uzupełniony przez
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polimerazę i ligazę DNA. Białkiem rozpoznającym  
uszkodzony fragm ent D N A  (o 1000-krotnie większym 
powinowactwie do DNA  uszkodzonego niż do nie­
uszkodzonego) jest UvrA. W w arunkach fizjologicz­
nych z uszkodzonym  fragmentem D NA  wiąże się 
najpraw dopodobniej dim er A2. Rejon oddziaływania 
obejmuje około 30 bp wokół uszkodzenia. Kom pleks 
A2-DNA jest nietrwały; jeśli nie nastąpi przyłączenie 
białka UvrB rozpada się. Po oddysocjowaniu dimeru 
A2 do związanego z DNA  białka UvrB przyłącza się 
białko UvrC i następuje nacięcie nici DNA. Kom pleks 
UvrABC rozpoznaje i napraw ia uszkodzenia, które 
w różnym stopniu zaburzają strukturę DNA. W związ­
ku z szerokim spektrum  potencjalnych substratów , 
wydaje się że białko UvrA rozpoznaje nie tyle specyfi­
czne uszkodzenia, co raczej pewne wspólne dla wszyst­
kich napraw ianych uszkodzeń cechy strukturalne [3, 
12]. Funkcją białka UvrA w procesie N ER  jest um oż­
liwienie oddziaływ ania uszkodzonego DNA  z UvrB 
i UvrC, białkam i które same nie wykazują powinowac­
twa do uszkodzonego DN A [13]. Postulow any jest 
również model, w którym  DNA  „kontrolow any” byłby 
przez kom pleks U vrA 2B. W edług tego modelu, białko 
UvrB byłoby czynnikiem rozpoznającym  zaburzenia 
hydrofobowych oddziaływań między pierścieniami za­
sad ułożonych kolejno w nici DNA (base stacking 
interactions), k tóre praw dopodobnie pow stają w przy­
padku wszystkich uszkodzeń DNA  [14].

W kom órkach eukariotycznych również istnieją 
odpowiedniki (przynajmniej funkcjonalne) kompleksu 
UvrABC. Z procesem  N ER  w kom órkach eukarioty­
cznych związanych jest kilkanaście białek, często funk­
cjonujących również w innych procesach kom órko­
wych takich jak  transkrypcja czy replikacja [8, 9]. 
W kom órkach ludzkich zidentyfikow ano dwa rozpo­
znające uszkodzenia białka związane z NER, produkty 
genów X P A  [15] i X P E  [16]. O ba wiążą się preferen­
cyjnie z DN A zawierającymi fotouszkodzenia; XPA 
1000, a X PE 10000-krotnie silniej niż z nieuszkodzo­
nym DNA. Sugeruje się również, że przynajmniej 
w przypadku preferencyjnej napraw y genów tran- 
skrybowanych, kom pleks naprawiający DNA rozpo­
znaje nie bezpośrednio uszkodzenie DNA, ale za­
trzym any na nim  kom pleks polimerazy RN A [17].

Zarów no w kom órkach prokariotycznych jak  i eu­
kariotycznych funkcjonują inne, nie związane z NER, 
enzymy napraw iające DNA. Zwykle rozpoznają one 
i usuwają jeden typ uszkodzeń. Przykładem  m ogą być 
fotoliaza i endonukleaza V faga T4 (specyficzne dla 
fotodim erów pirym idynowych) [18] czy 0 6-metylo- 
guanino-D N A  m etylotransferaza, przenosząca grupy 
alkilowe z uszkodzonego DNA  na własne reszty 
cysteinowe [6]. Białkiem, które wiąże się do DNA 
zawierającego przerwy w jednej nici jest polimeraza 
poli(ADP-rybozy). Białko to związane jest najpraw ­
dopodobniej z innym procesem napraw y DNA  (base 
excision repair). Jednak jego rola w tym procesie nie 
jest jasna (być może polega na usuwaniu histonów

z uszkodzonego miejsca) [19, 20].

III. Replikacja

Białkami, których zmienione oddziaływania 
z uszkodzonym  DNA m ają kluczowe znaczenie w pro­
cesie m utagenezy są polimerazy DNA. Uszkodzenie 
zmienia właściwości matrycy, w zależności od swojego 
charakteru  (oraz od otaczającej sekwencji i cech poli­
merazy) zatrzym ując kom pleks replikacyjny lub osła­
biając wierność z jak ą  polim eraza dobudow uje nowy 
nukleotyd. W pierwszym przypadku uszkodzenie po­
woduje zatrzym anie replikacji i zaburzenie cyklu po­
działowego (a w efekcie często śmierć kom órki), w d ru ­
gim jest bezpośrednią przyczyną mutacji.

Jednym  z czynników indukujących błędne paro ­
wanie zasad (i zarazem  m utacje punktowe) jest obec­
ność w kom órce zm odyfikowanych nukleotydów , tak 
zwanych analogów zasad [21]. N iektóre z nich po­
wstają w wyniku chemicznej metylacji DNA. W budo­
wywanie tyminy naprzeciw 0 6-m etyloguaniny jest 
przyczyną tranzycji G->A, a wbudowywanie guaniny 
naprzeciw 0 4-metylotym iny jest przyczyną tranzycji 
T ->C  [5], Również zdolność polim eraz do wbudow y­
wania adeniny naprzeciw miejsc o „nieokreślonej” 
wartości informacyjnej (np. miejsca apurynowe) może 
być jedną z przyczyn m utacji (tzw. “A rule”) [22].

Uszkodzenia DN A pow odują na ogół blokadę kom ­
pleksu replikacyjnego. Zablokow anie w ydłużania no- 
wosyntetyzowanej nici D N A  zwykle ma miejsce na­
przeciwko uszkodzenia lub naprzeciwko nukleotydu 
poprzedzającego uszkodzenie. Miejsce zatrzym ania 
replikacji uzależnione jest zarów no od struktury  
uszkodzenia jak  i od charakteru  polimerazy DNA. 
I tak w przypadku polimerazy I DNA z Escherichia coli 
zatrzym anie replikacji następuje naprzeciwko glikolu 
tyminy, ale po alkalicznej konwersji glikolu w m ocz­
nikow ą pochodną deoksyrybozy, o jeden nukleotyd 
wcześniej [23]. Indukow any przez 2-acetyloam ino- 
fluoren addukt dG -C 8-A F powoduje zatrzym anie wy­
dłużania nici DN A naprzeciwko uszkodzenia, a forma 
acetylow ana dG -C8-A A F (silniej zaburzająca struk ­
turę DNA; patrz dalej) o jeden nukleotyd wcześniej 
[24]. Stwierdzono, że polimerazy DNA pozbawione 
aktywności 3'->5' egzonukleolitycznej kończą syntezę 
łańcucha DNA naprzeciw ko uszkodzenia [23], lub 
nawet zdolne są do „przeciągnięcia” replikacji przez 
uszkodzenie (bypass) [25]. P raw dopodobnie zjawisko 
blokow ania replikacji o jeden nukleotyd przed uszko­
dzeniem nie jest związane z niemożnością w budow ania 
nukleotydu naprzeciw ko uszkodzenia, ale wynika z te­
go, że takie w budowanie jest krokiem  spowalniającym 
replikację i ułatwiającym  korekcyjną aktywność eg- 
zonukleolityczną polimerazy [26]. Następnym  krokiem 
mającym wpływ na blokadę replikacji jest spowolnione 
wydłużanie łańcucha D N A  od miejsca uszkodzenia. 
W ydaje się zatem, że wyłączenie aktywności egzonuk­
leolitycznej polimeraz D N A  nie jest czynnikiem wystar­
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czającym dla efektywnego replikowania uszkodzonego 
DNA. W kom órkach bakteryjnych czynnikiem u łat­
wiającym kompletny przebieg replikacji (pomimo obec­
ności uszkodzeń DNA) jest indukcja tzw. odpowiedzi 
SOS. Obecność indukowanych białek UmuC, U m uD  
i RecA jest czynnikiem, który (najprawdopodobniej 
poprzez wpływ na oddziaływania DNA-polimeraza) 
ułatwia polimerazie III DNA replikację zawierającego 
uszkodzenia DNA [27, 28].

Ciekawym  zagadnieniem  jest porów nanie wpływu 
różnych uszkodzeń DNA  na replikację z ich względną 
„m utagennością” czy „kancerogennością”. Postuluje 
się, że spośród różnych adduktów  indukow anych 
przez węglowodory poliarom atyczne, arylow ana ade­
nina może być bardziej kancerogenna niż arylow ana 
guanina. P orów nano wpływ adeniny i guaniny arylo- 
wanej przez 7-brom om etylobenzo(a)antracen na re­
plikację prow adzoną przez polimerazę D NA  faga T7 
i stw ierdzono, że oba addukty  blokują syntezę DNA 
jeden nukleotyd przed uszkodzeniem. O kazało się 
jednak, że jeśli przed uszkodzoną adeniną znajdow ała 
się tym ina, to  polim eraza błędnie wbudowywała gua- 
ninę naprzeciw ko tej tyminy. Taki błąd związany był 
jednocześnie ze zjawiskiem “bypass” i kontynuacją 
replikacji (przy zainicjowaniu m utacji T->C). Zjawiska 
tego nie obserw ow ano w przypadku adduktu  z guani- 
ną [29, 30]. Amina arom atyczna 2-aminofluoren i jej 
pochodne indukują dwie główne formy adduktów  
DNA. F orm a acetylow ana dG-C8-A A F silnie zabu­
rzająca dwuniciową strukturę DNA, odpowiedzialna 
jest za indukow ane przez kancerogen efekty cytotok- 
syczne i urucham ianie odpowiedzi SOS. Form a nieace- 
tylow ana dG -C8-A F (w niewielkim stopniu zaburzają­
ca strukturę DNA) jest czynnikiem indukującym  m u­
tacje punktowe. P raw dopodobnie obie formy adduk­
tów różnią się wpływem na proces nowotworzenia 
[31]. W badaniach in vitro stwierdzono, że addukty  
obu typów blokują syntezę DNA prow adzoną przez 
polimerazę DNA  faga T7, lecz odm ienna jest kinetyka 
obu reakcji. Naprzeciwko dG -C8-A F polim eraza 
DNA  wbudowywała cytozynę 5 x 104 razy wolniej niż 
w przypadku niezmodyfikowanej guaniny, a naprze­
ciwko dG -C8-A A F 4 x 106 razy wolniej. W drugim  
przypadku dysocjacja enzymu od DNA następow ała 
szybciej niż przejście przez uszkodzenie co pow odow a­
ło zakończenie syntezy. Obecność adduktu  osłabiała 
dokładność z jak ą  polim eraza dobudow y wała nukleo- 
tydy. D okładność ta była 500 x niższa naprzeciwko 
dG -C 8-A F i 100 x niższa o jeden nukleotyd dalej. 
W obu przypadkach jak o  błędnie sparow aną zasadę 
polim eraza preferowała adeninę (indukując m utację 
G -+T) [32]. Blokowanie replikacji przez dG-C8-A A F 
m a związek z delecjami indukowanym i przez ten 
addukt. Delecja jednego nukleotydu z sekwencji 5'- 
G G G -3 ' (indukow ana przez addukt w 3' końcowej 
guaninie) wynika najpraw dopodobniej z zablokow a­
nia polimerazy naprzeciwko tego adduktu  a następnie 
„poślizgu” kom pleksu replikacyjnego z term inalną

cytozyną do miejsca znajdującego się naprzeciwko 
następnej, nieuszkodzonej guaniny (mechanizm slip­
page) [33]. Postuluje się, że umożliwiające zajście 
takiego poślizgu cechy polimerazy III D N A  z Esche­
richia coli są „niesymetryczne” względem obu nici 
DNA, co tłumaczyłoby zaobserw ow aną większą częs­
tość takiej m utacji w przypadku adduk tu  na nici 
opóźnionej (lagging strand) w porów naniu z nicią 
w iodącą (leading strand) [34]. W kom órkach eukario­
tycznych replikację obu nici DNA katalizują najpraw ­
dopodobniej różne polimerazy. Przypuszcza się, że 
różnice w ich dokładności, m ogą być jedną z przyczyn 
różnic w częstości mutacji związanych z uszkodzenia­
mi obu nici DNA; np. wyższej częstości mutacji 
związanych z uszkodzeniam i nici transkrybow anej, 
obserwowanej w kom órkach z defektem preferencyjnej 
napraw y D N A  [35].

O sobnym  zjawiskiem związanym z wpływem uszko­
dzeń DNA na proces replikacji jest zm iana struktury 
sekwencji regulujących replikację (na przykład sek­
wencji ori). W iadom o, że m etylacja D N A  w obrębie 
sekwencji ori (praw dopodobnie poprzez zmianę od­
działywań z białkam i regulatorowym i) może być jed ­
nym z m echanizmów regulujących inicjację replikacji 
[4]. Inne chemiczne modyfikacje D N A  w obrębie 
sekwencji regulatorow ych również m ogą być przy­
czyną zaburzeń inicjacji replikacji. N a przykład obec­
ność 0 6-m etyłoguaniny w obrębie sekwencji ori wirusa 
SV40 blokuje wiązanie się dużego antygenu T, w iruso­
wego czynnika wzrostu [36]. Stw ierdzono również, że 
obecność wewnątrzniciowego wiązania indukow ane­
go przez cis-dw uam inodw uchloroplatynę (cis-DDP) 
jest czynnikiem ham ującym  aktywność helikazy kodo­
wanej przez gen wirusa Herpes simplex, innego białka 
związanego ze startem  replikacji [37].

W uproszczeniu, efekty cytotoksyczne wykazywane 
przez pewne czynniki środowiskowe związane są z za­
blokow aniem  syntezy D NA (oraz RNA, patrz dalej) 
w miejscu uszkodzenia. W ykorzystywane jest to w te­
rapii przeciwnowotworowej z zastosow aniem  leków 
cytostatycznych takich jak  cis-D D P. N atom iast in­
dukow ane przez uszkodzenia DN A m utacje związane 
są ze zdolnością polim eraz DNA do obejścia (bypass) 
takiego uszkodzenia przy jednoczesnym obniżeniu do­
kładności replikacji. M echanizmem obrony przed re- 
plikacją zawierającego uszkodzenia DN A jest blokada 
cyklu kom órkowego —  tzw. checkpoint control [38, 39].

IV. Aktywność nukleolityczna

Enzymy nukleolityczne są białkam i, których aktyw ­
ność ma istotne znaczenie w takich procesach jak  
napraw a i rekom binacja DNA. R ozpoznają one także 
zmienione właściwości substratu  (DNA) wynikające 
z jego chemicznej modyfikacji. Przykładem  mogą być 
prokariotyczne nukleazy restrykcyjne rozpoznające 
specyficzne sekwencje DNA. W yw ołana obecnością 
5-metylocytozyny zm iana wzoru metylacji tych sek­
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wencji może wpływać na ich rozpoznawanie przez 
odpowiednie izoschizomery endonukleaz restrykcyj­
nych, służąc jako  rodzaj systemu rozpoznaw ania 
„swój/obcy” [40]. Podobnie jak  endogenna 5-metylo- 
cytozyna, również inne zmodyfikowane zasady, takie 
jak  0 4-alkilotym ina [41] czy fotodim ery pirym idyno­
we [42] wpływają (w reakcji in vitro) na rozpoznawanie 
sekwencji zawierających uszkodzenie przez specyficz­
ne enzymy restrykcyjne. Wiele innych enzymów nuk- 
leolitycznych o słabszej specyfice substratowej, bada­
nych w układzie in vitro, również rozpoznaje uszkodze­
nia DNA. Nukleazy o aktywności 3’-*5’ fosfodiesteraz 
dla prawidłowego rozpoznaw ania i traw ienia DNA 
wymagają niezmodyfikowanego nukleotydu po stro ­
nie 5’ hydrolizowanego wiązania fosfodiestrowego. N a 
przykład nukleaza P I i nukleaza SI nie hydrolizują 
wiązań w sąsiedztwie glikolu tyminy, miejsc apuryno- 
wych i niektórych adduktów  arom atycznych [43-45]. 
Z kolei nukleazy o aktywności 5’->3’ fosfodiesterazy 
wymagają niezmodyfikowanego nukleotydu po stronie 
3’ wiązania fosfodiestrowego. I tak np. fosfodiesteraza 
z jadu  węża nie hydrolizuje wiązań w których sąsiedzt­
wie znajdują się fotodimery pirymidynowe [45].

Do nukleaz, które specyficznie hydrolizują wiązania 
fosfodiestrowe w pobliżu uszkodzenia należą w ykazu­
jące aktywność nukleolityczną białka związane z p ro ­
cesami napraw y DNA. Takie nukleazy naprawcze, 
oprócz A P-endonukleaz (enzymów specyficznych dla 
miejsc apurynowych i apirymidynowych), nie m ają 
jednak  specyficznego pow inowactwa do zm odyfiko­
wanego DNA (na przykład bakteryjne białka UvrB 
i UvrC czy ludzkie białka X PG  i XPF) [46], Ponieważ 
wiele uszkodzeń indukuje lokalne zaburzenia dwu- 
niciowej struktury  DNA, mogą one być rozpoznaw ane 
przez nukleazy specyficzne dla DNA jednoniciowego 
(np. nukleaza SI) [47].

V. Transkrypcja

Regulujące syntezę RNA białkowe czynniki trans- 
krypcyjne oddziałują w sposób wysoce specyficzny 
z regulatorowym i sekwencjami DNA rozpoznając 
konkretne sekwencje nukleotydów. M odyfikacje nuk­
leotydów w obrębie sekwencji regulatorowej (poprzez 
zmianę rozkładu potencjalnych miejsc tworzenia spe­
cyficznych wiązań wodorowych z am inokwasam i) m o­
gą zmieniać oddziaływania z czynnikiem białkowym. 
N a przykład endogenna metylacja DNA jest jednym  
z mechanizmów regulacji ekspresji genów, a odmienne 
wzory metylacji sekwencji regulatorowych mogłyby 
odpow iadać za tkankow o specyficzną transkrypcję 
RNA [4]. Modyfikacje nukleotydów  indukow ane 
przez środowiskowe czynniki genotoksyczne również 
mogą wpływać na regulację ekspresji genów. M odyfi­
kacja guanin (poprzez metylację w pozycji O 6) w specy­
ficznych miejscach p rom otora genu fo s  i wiążących 
czynniki transkrypcyjne SP1 i N FxB  fragmentach 
sekwencji LTR wirusa HIV powoduje blokadę w iąza­

nia białkowych czynników transkrypcyjnych [48]. 
Podobnie alkilacja guanin indukow ana przez pochod­
ne iperytu blokuje wiązanie czynnika N FxB  i unie­
możliwia ekspresję genów będących pod kontrolą 
sekwencji LTR [49]. Również nie wiążące się kow alen­
cyjnie z DNA czynniki interkalujące (takie jak  an ty ­
biotyk dystam ycyna A) m ogą zablokow ać oddziały­
wania czynników transkrypcyjnych z sekwencjami 
regulatorowym i [50]. M odyfikacja DNA w obrębie 
sekwencji prom otorow ych zmienia również ich o d ­
działywania z polim erazam i RNA. N a przykład m ety­
lacja guanin i adenin oraz tworzenie etylofosfotriestów 
w obrębie specyficznych miejsc p rom otora A3 faga T7 
blokuje wiązanie polimerazy RNA z Escherichia coli 
[51]. Z drugiej strony indukow ana przez iperyt alkila­
cja guanin w obrębie p rom oto ra  lacUV5 powoduje 
niezależne od fazy transkrypcji, stabilne wiązanie 
polimerazy RNA [52], Znane są również przykłady 
niespecyficznego wiązania czynników transkrypcyj­
nych do DNA zawierającego uszkodzenia. N a przy­
kład czynnik hU B F [53] oraz białko HM G1 [54] 
wiążą się niespecyficznie z sekwencjami zawierającymi 
uszkodzenia indukow ane przez cis-DDP. Takie nie­
specyficzne wiązanie czynników transkrypcyjnych m o­
że również (np. poprzez ograniczenie ich puli) zaburzać 
regulację transkrypcji.

Innym zjawiskiem związanym z wpływem uszko­
dzeń DNA na syntezę RNA jest blokada transkrypcji (i 
wynikająca z tego przedwczesna term inacja i synteza 
niepełnych transkryptów ). Efektywność tej blokady 
zależy głównie od natury uszkodzeń DNA. Do uszko­
dzeń DNA silnie blokujących transkrypcję należą 
między- i wewnątrzniciowe wiązania krzyżowe (szcze­
gólnie w obrębie nici transkrybowanej), indukow ane 
na przykład przez pochodne iperytu [55] lub cis-D D P 
[56]. Innymi uszkodzeniam i efektywnie blokującymi 
kompleks transkrypcyjny są addukty  indukow ane 
w DNA przez pochodne benzo(a)pyrenu, i słabiej, 
2-acetyloam inofluorenu [57]. Przy tym odmiennie niż 
w przypadku syntezy DNA, obie formy adduktów  
indukow ane przez 2-acetyloam inofluoren mają podo­
bny wpływ na transkrypcję. Odpowiedzią kom órki na 
potencjalne zagrożenia wynikające z wpływu uszko­
dzeń DNA na proces transkrypcji jest preferencyjna 
napraw a genów aktywnych transkrypcyjnie [17, 35].

VI. Struktura chromatyny

C hrom atyna w jądrach  kom órek eukariotycznych 
zorganizow ana jest w domeny. O rganizacja taka ma 
znaczenie nie tylko strukturalne, związana jest również 
z regulacją replikacji i ekspresji genów. Dom eny te, 
mające charak ter pętli DNA, pow stają najpraw dopod- 
pobniej w wyniku oddziaływ ań niehistonowych białek 
tworzących szkielet jądrow y ze specyficznymi sekwen­
cjami DNA, zwanych MAR (matrix attached region) 
lub SAR (scaffold attached region) [58-60]. O ddziały­
wania sekwencji MAR z białkam i mają inny charak ter
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niż oddziaływ ania białek z typowymi sekwencjami 
regulatorowym i. W ydaje się, że białka wiążące się 
z sekwencjami typu MAR rozpoznają ich specyficzne 
cechy strukturalne (takie jak  zakrzywienie, zwężony 
rowek mniejszy i trwałe niesparow anie nici), a nie 
konkretną sekwencję zasad [60],

U szkodzenia struk tury  D N A  takie jak  depurynacja 
czy m etylacja adenin, w niewielkim stopniu wpływają 
na oddziaływ ania białek z sekwencjami MAR. N a to ­
m iast przerwanie fosfodiestrowego rdzenia D N A  po­
woduje zaburzenie tych oddziaływań [61]. Również 
substancje interkalujące, takie jak  dystam ycyna A wią­
żąca się z DNA bogatym  w pary AT i zmieniająca jego 
strukturę, są czynnikiem blokującym  wiązanie białek 
z sekwencjami MAR [61, 62]. W iadom o, że obecność 
dim erów pirym idynowych zmienia takie właściwości 
struk turalne D NA jak  zakrzywienie helisy (bending) 
i parow anie zasad [3, 14], a więc cechy rozpoznaw ane 
przez białka wiążące sekwencje typu MAR. M ożna 
przypuszczać, że przynajm niej część indukow anych 
przez czynniki środowiskowe uszkodzeń DNA zmie­
nia jego struk turę w stopniu wystarczającym do zabu­
rzenia oddziaływań białek z sekwencjami MAR. Takie 
zm iany mogłyby mieć konsekwencje nie tylko struk ­
turalne (zmiana długości pętli DNA) ale również 
funkcjonalne (zaburzenia regulacji replikacji i tran s­
krypcji). W ydaje się więc, że podobnie jak  uszkodzenia 
typowych sekwencji regulatorow ych, uszkodzenia sek­
wencji MAR i zm iany struk tury  dom en DNA m ogą 
być związane z procesam i epigenetycznymi zachodzą­
cymi w procesie transform acji nowotworowej. Za taką 
hipotezą m ogłoby przem awiać to, że zarówno białka 
tworzące szkielet jądrow y jak  i związane z nim sekwen­
cje DNA są szczególnie podatne na uszkodzenia przez 
środowiskowe kancerogeny [63], oraz fakt, że ko­
mórki prawidłowe i transform ow ane mogą wykazy­
wać różnice w długości pętli DNA [64],

VII. Uwagi końcowe

Powyższy przegląd jest p róbą przedstawienia po ten­
cjalnego znaczenia zm iany oddziaływań białek 
z uszkodzonym  DNA dla procesów m utagenezy i kan- 
cerogenezy. Przegląd ten daleki jest od pełnego przed­
stawienia złożoności zjawiska. Między innymi nie 
uwzględnia faktu, że środowiskowe czynniki m utagen­
ne i kancerogenne wpływają na zmianę oddziaływań 
białko-D N A  również poprzez zmianę struktury  białek. 
W związku z tym konieczne jest uzupełnienie tekstu 
o kilka uwag:

A) Kowalencyjna m odyfikacja am inokwasów jest 
czynnikiem zmieniającym oddziaływania białko- 
-DNA. N a przykład postranslacyjne enzymatyczne 
modyfikacje histonów  są jednym  z mechanizm ów 
regulujących transkrypcję, replikację i cykl kom ó r­
kowy [65]. Stwierdzono, że niektóre czynniki o ch a ra ­
kterze kancerogenów również indukują modyfikacje 
histonów  [66].

B). Część substancji o charakterze genotoksycznym 
modyfikuje również białka, tworząc addukty  białkowe 
(protein-adducts). Przykładem  może być benzo(a)py- 
ren, indukujący addukty  zarówno w DNA jak i w biał­
kach jądrowych (np. w białkach macierzy jądrowej [67],

C). N iektóre czynniki uszkadzające DNA są w sta­
nie indukować kowalencyjne wiązania krzyżowe (eros- 
slinks) pomiędzy DNA i białkami. Należą do nich 
prom ieniowanie UV [68] oraz cis-D D P i inne związki 
platyny [69, 70].

D). Białka oddziałujące z DNA (i zmieniające przez 
to jego strukturę) wpływają na stopień uszkadzania 
nukleotydów przez czynniki genotoksyczne. C ieka­
wym przykładem  tego zjawiska są białka SASP obecne 
w przetrw alnikach Bacillus subtilis. Białka te wiążąc się 
z DN A zm ieniają jego konformację z B-DNA na 
A-DNA. Pod wpływem prom ieniow ania UV w A- 
DNA  powstają typowe dla przetrwalników fotoad- 
dukty, mniej toksyczne niż dimery pirymidynowe. 
Związane jest to z wykazywaną przez przetrwalniki 
bakterii opornością na cytotoksyczne działanie u ltra ­
fioletu [71],
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Wykaz stosowanych skrótów: LD L —  lipoproteiny o niskiej 
gęstości; V LD L —  lipoproteiny o bardzo niskiej gęstości; 
1DL —  lipoproteiny o pośredniej gęstości; H D L  —  lipo­
proteiny o wysokiej gęstości.

I. Wstęp

L ipoproteiny są białkam i łatwo ulegającymi m ody­
fikacjom chemicznym w żywych organizm ach. P o d o b ­
nie jak  w przypadku innych białek również w lipo- 
proteinach modyfikowane są często wolne grupy am i­
nowe am inokwasów zasadowych —  lizyny i argininy. 
Przyłączane do tych reszt rodniki tworzą początkow o 
nietrwałe pochodne, z których następnie pod wpływem 
czynnika redukującego powstają trwałe kompleksy.

Przedm iotem  niniejszego artykułu będzie kilka ro ­
dzajów modyfikacji lipoprotein, przede wszystkim 
takich, którym  przypisuje się powiązanie ze stanam i 
patologicznym i u ludzi. Dotyczy to głównie lipo­
protein niskiej gęstości (LDL), które bardzo łatwo 
ulegają m odyfikacjom. Nieco mniej jest informacji na 
tem at innych grup lipoprotein: bardzo niskiej gęstości 
(VLDL) i wysokiej gęstości (HDL).

VLD L są głównym transporterem  trójglicerydów 
(trójacylogliceroli) a LD L —  cholesterolu. V LD L są 
syntetyzowane w wątrobie. W krwiobiegu ulegają 
stopniow o przem ianie w LD L poprzez stadium  lipo­
protein pośredniej gęstości (IDL). K atabolizm  LD L 
odbyw a się w kom órkach. H D L  odgrywają ważną rolę 
w transporcie cholesterolu z tkanek obwodowych do 
w ątroby (tzw. zw rotny transport cholesterolu).

* Prof. d r hab. Insty tu t Psychiatrii i N eurologii Z akład 
G enetyki 02-957 W arszawa, al. Sobieskiego 1/9
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II. Receptory komórkowe LDL

K om ponentą białkow ą LD L jest apolipoproteina 
B i to właśnie białko jest rozpoznawane przez ważny 
receptor kom órkowy, zwany receptorem LDL (po­
znanie funkcji tego receptora przyniosło jego odkryw ­
com w 1985 roku nagrodę Nobla). Zawiaduje on 
rozpadem  LDL, przy ich niedostatecznym wiązaniu 
dochodzi do wzrostu poziomu LDL w krwiobiegu. Ten 
sam receptor wiąże również apolipoproteinę E — białko 
wchodzące w skład innych lipoprotein. W wiązaniu 
lipoprotein udział biorą wolne grupy aminowe lizyny 
i argininy. Ich zablokow anie powoduje, że białka prze­
stają być rozpoznawane przez receptor LDL.

Po zw iązaniu przez receptor LDL, lipoproteiny 
wchodzą do w nętrza kom órki gdzie ulegają rozpadowi 
w lizosomach. U w olniony z nich cholesterol wywiera 
ham ujący wpływ zarów no na syntezę cholesterolu 
kom órkow ego jak  również na syntezę samego recep­
tora. Taki m echanizm  regulacyjny umożliwia utrzy­
manie stężenia cholesterolu kom órkow ego na stałym 
poziomie.

Receptor LD L obecny jest na powierzchni kom órek 
wielu tkanek. Najw iększą rolę w ogólnoustrojowym  
rozpadzie LD L odgryw a w ątroba [1, 2].

Pod koniec lat siedemdziesiątych [3] zauważono, że 
kom órki układu siateczkow o-śródbłonkow ego wiążą 
niezmienione L D L  tylko w nieznacznym stopniu, 
rozpoznają natom iast zm odyfikowane chemicznie czą­
steczki lipoprotein. Procesem  zawiaduje receptor od­
mienny od w spom nianego powyżej receptora LDL. 
N azw ano go receptorem  zm iatającym  —  często stoso­
wana jest angielska nazwa scavenger receptor. Recep­
to r ten odgryw a rolę ochronną w odniesieniu do wielu 
tkanek, ponieważ pośredniczy w usuwaniu zm ienio­
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nych, a więc niepotrzebnych, i być może, toksycznych 
lipoprotein z krwiobiegu [4]. O statn io  wysuwa się 
możliwość ogólnej, ochronnej roli scavenger receptora 
dla błon kom órkowych. Działanie tego receptora 
może być jednak  niekorzystne dla ścian tętnic o czym 
będzie dalej mowa.

W przebiegu pobierania lipoprotein przez kom órki 
za pośrednictwem  receptora zm iatającego nie obser­
wuje się, w przeciwieństwie do m echanizm u w ynikają­
cego z działania receptora LDL, regulacji zapobiegają­
cej wzrostowi stężenia cholesterolu w kom órkach. 
M oże więc dojść do nagrom adzenia dużych jego ilości.

W iadom o obecnie, że istnieją receptory zm iatające
0 różnej specyficzności [5]. O pisano receptor wykazu­
jący wysokie powinowactwo do acetylowanych LD L
1 inny o wysokim powinowactwie do utlenionych. 
G eny kodujące powyższe typy receptora zostały sklo­
nowane [6, 7]. O pisano również odm ianę receptora 
zmiatającego specyficznego w stosunku do glikozylo- 
wanych LDL.

III. Peroksydacja lipidów

Peroksydacja lipidów prowadzi do pow stania ro d ­
ników o własnościach m utagennych i, według przyję­
tych obecnie poglądów, odgrywa ważną rolę w starze­
niu się kom órek oraz powstaw aniu nowotworów . 
Lipoproteiny zmodyfikowane przez utlenienie uw aża­
ne są za bardzo istotny czynnik tworzenia się zmian 
miażdżycowych [8].

Przebieg utleniania LD L został szczegółowo p o ­
znany w doświadczeniach in vitro przy zastosow aniu 
jako  katalizatorów  jonów  metali ciężkich C u 2+ lub 
Fe3 + . U tlenianie w środowisku biologicznym przebie­
ga analogicznie z tą jednak różnicą, że w osoczu oraz 
w wielu tkankach występują czynniki antyoksydacyj- 
ne, które w znacznym stopniu ham ują proces utlenia­
nia. N ależą do nich w itam ina E, w itam ina C, karoten, 
ubichinon i inne [9]. W sytuacjach, w których zwięk­
szona jest produkcja wolnych rodników, dochodzi do 
wyczerpania się antyoksydantów  i wtedy proces pero- 
ksydacji przestaje być ham owany.

Utlenieniu podlegają wielonienasycone kwasy tłusz­
czowe fosfolipidów, głównie fosfatydoloetanoloam iny. 
Już w pierwszym etapie utlenienia powstają bardzo 
silnie reaktywne rodniki i w efekcie lawinowo przebie­
gającej kaskady peroksydacji dochodzi ostatecznie do 
rozpadu łańcucha kwasu tłuszczowego i pow stania 
pochodnych niskocząsteczkowych [10]. Są to przewa­
żnie aldehydy, jednym  z nich jest aldehyd dw um alono- 
wy. Oznaczanie powstających produktów  —  reagują­
cych z kwasem tiobarbiturow ym  —  jest powszechnie 
stosowanym  wskaźnikiem stopnia peroksydacji lipi­
dów. Część powstałych związków łączy się z wolnymi 
grupam i aminowymi lizyny i argininy a praw dopodob­
nie również częściowo z innymi grupam i funkcyjnymi 
jak  SH i O H  cząsteczki białkowej. W wyniku intensyw­
nego utleniania LD L apolipoproteina B ulega de­

gradacji [11, 12],
Kom órki śródbłonka tętnic mając zdolność utlenia­

nia LDL. Nie zawierają one, lub zawierają bardzo 
niewiele, substancji chroniących przed peroksydacją 
lipidów. Stwierdzono, że utlenione, nawet w m inim al­
nym stopniu, LD L pow odują wytwarzanie czynnika 
chem otaktycznego przez kom órki ściany naczyniowej. 
Sprzyja to wychwytywaniu m onocytów i wywołuje 
odczyn zapalny. Aktywnym związkiem w utlenionych 
LDL jest zmodyfikowany fosfolipid, który działa p o ­
przez zwiększenie stężenia cA M P w kom órkach. M o- 
nocyty ulegają przem ianie w makrofagi. W iążą one za 
pośrednictw em  receptora zmiatającego zm odyfikow a­
ne przez utlenienie LDL. Związanie LD L urucham ia 
w kom órkach szereg dalszych m echanizm ów regula­
cyjnych — wywołuje zwiększoną produkcję czynni­
ków wzrostu kom órek przez makrofagi oraz ham ow a­
nie aktywności czynnika rozszerzającego naczynia 
i zwiększenie agregacji płytek [13, 14].

U tlenione LD L ham ują migrację makrofagów, po­
nadto  m ają działanie cytotoksyczne w stosunku do 
kom órek śródbłonka naczyń. Utlenienie L D L zwięk­
sza ich im m unogenność co prowadzić może do p rodu­
kcji przeciwciał.

Wszystkie opisane zjawiska sprzyjają rozwojowi 
zmian miażdżycowych. Powyżej wspom niano, że 
w kom órkach wyposażonych w receptor zmiatający 
nie obserwuje się, tak jak  w przypadku receptora LDL, 
sprzężenia zw rotnego zapobiegającego wzrostowi stę­
żenia cholesterolu w kom órkach. Pobieranie utlenio­
nych LDL przez m akrofagi powoduje zatem nagrom a­
dzenie dużych ilości cholesterolu. Z przeładowanych 
cholesterolem m akrofagów  powstawać m ogą kom órki 
piankow ate a towarzyszący temu rozrost włókien 
tkanki łącznej prowadzi do wytworzenia się płytki 
miażdżycowej [15, 16],

Stwierdzono, że podfrakcja LD L zwana Lp(a), s ta ­
nowiąca niezależny czynnik ryzyka miażdżycy, wy­
stępująca w zmiennych stężeniach w osoczu różnych 
osób, zawierająca dodatkow y fragment polipeptydo- 
wy i dużo reszt glikozylowych, podlega łatwiej utlenie­
niu niż pozostałe LD L i jest silnie w iązana przez 
receptor zmiatający. Fakty  te tłumaczą silnie miaż- 
dżycorodne własności Lp(a) [17, 18],

Za poparciem  hipotezy o znaczeniu peroksydacji 
LDL w rozwoju miażdżycy przemawia stwierdzenie 
obecności utlenionych LD L w zmienionej miażdżyco- 
wo ścianie naczyniowej [19].

W ykazano że inkubacja LDL z ekstraktem  otrzy­
manym z dym u papierosowego powoduje pojawienie 
się w nich dużej ilości związków reagujących z kwasem 
tiobarbiturow ym  —  aldehydu dwum alonowego i in­
nych produktów  peroksydacji lipidów —  oraz daleko 
posuniętą degradację apolipoproteiny B [20]. Wydaje 
się, że powyższe doświadczenie wyjaśnia, przynajmniej 
częściowo, dlaczego palenie papierosów sprzyja roz­
wojowi miażdżycy.

Wysoki poziom  LD L w osoczu może wynikać ze
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zwiększenia ich produkcji i/lub opóźnienia rozpadu. 
Niezależnie od przyczyny długie przebywanie LDL 
w krwiobiegu zwiększa możliwość ich modyfikacji.

W ykazano, że utlenieniu podlega również frakcja 
V LD L [21].

IV. Inne modyfikacje 

IV-1. Glikacja

W organizm ie chorych na cukrzycę, zwłaszcza w cu­
krzycy niewyrównanej, w której ma miejsce długo­
trwałe podwyższenie stężenia glukozy we krwi, d o ­
chodzi do glikacji (nieenzymatycznej glikozylacji) róż­
nych białek (np. hem oglobiny co wykorzystuje się jako  
wskaźnik diagnostyczny). W przebiegu glikacji na­
stępuje połączenie lizyny z fruktozą (glukoza podlega 
rearanżacji).

G likacji podlegać m ogą również lipoproteiny 
V LD L i LDL. W badaniach nad tym czy zm odyfiko­
wane w taki sposób lipoproteiny są bardziej czy mniej 
podatne na utlenienie w porów naniu z natywnym i 
uzyskano niejednoznaczne wyniki. Niezgodności zale­
żą zapewne od tego, że sam a glukoza jest zarów no 
oksydantem  jak  i zmiataczem wolnych rodników, 
i jedna lub druga jej właściwość może brać górę 
w zależności od różnic w w arunkach przeprow adza­
nych doświadczeń. Różni autorzy stwierdzają n a to ­
miast zgodnie, że przy długotrw ałym  działaniu gluko­
zy glikowane lipoproteiny podlegają dalszym złożo­
nym procesom , które nazwano glikoksydacją. P row a­
dzą one do wytworzenia utlenionych produktów  okre­
ślanych jako  AG E (ang. advanced glycation end pro­
ducts). W toku tych przem ian powstaje karboksym ety- 
lolizyna [22-24]. P rodukty  te uważa się za bardzo 
szkodliwe dla śródbłonka naczyń — są one wiązane 
przez m akrofagi. Jest to zgodne z faktem częstego 
wczesnego występowania miażdżycy u chorych na 
cukrzycę.

IV-2. Karbamylacja i inne

U osób z przewlekłą niewydolnością nerek wy­
twarzać się m ogą karbam ylow ane pochodne białek. 
Dochodzi w tym w ypadku do kondensacji powstałego 
z mocznika izocyjanianu z resztami lizyny. Stw ier­
dzono, że karbam ylacja LD L in vitro dotycząca nie 
więcej niż 20%  reszt lizyny powoduje opóźnienie 
usuw ania LD L z krwioobiegu. Wyższy stopień karba- 
mylacji, przewyższający 20% reszt, lizyny przyspiesza 
usuwanie LD L co tłumaczyć m ożna udziałem recep­
tora zm iatającego. W iązanie karbam ylow anych LD L 
przez receptor zmiatający mogłoby odgrywać rolę 
w rozwoju miażdżycy, którem u sprzyja przewlekła 
niewydolność nerek [25, 26].

Jednym  z niedaw no rozpoznanych czynników ryzy­
ka miażdżycy jest wysoki poziom homocysteiny w oso­
czu. Podwyższenie stężenia homocysteiny jest w znacz­

nym stopniu uw arunkow ane genetycznie, sprzyja mu 
również niewłaściwa dieta. W ykazano, że tiolakton 
hom ocysteiny reaguje z wolnymi grupam i aminowymi 
LD L powodując ich agregację i zwiększone pobieranie 
przez m akrofagi co prowadzi do tw orzenia się zmian 
miażdżycowych [27].

LDL ulegają również modyfikacjom pod wpływem 
niektórych ksenobiotyków. Przykładem  jest dw usiar­
czek węgla wytwarzany w niektórych procesach p ro ­
dukcyjnych, gdzie zatrudnieni robotnicy zapadają na 
wczesną miażdżycę. W ykazano, że dwusiarczek węgla 
tworzy z LD L pochodne rozpoznaw ane przez receptor 
zm iatający i zwiększa ich podatność na utlenienie [28],

IV-3. Modyfikacja acetaldehydem (etylacja)

W tkankach i płynach ustrojowych osób pijących 
duże ilości alkoholu stwierdzono obecność białek 
zm odyfikowanych acetaldehydem. Aldehyd octowy 
jest pierwszym produktem  utlenienia alkoholu etylo­
wego i jest bardziej od niego reaktywny chemicznie 
(jest również bardziej toksyczny niż etanol). U osób 
pijących duże ilości alkoholu stężenie acetaldedehydu 
jest wysokie z pow odu obniżonej aktywności dehyd­
rogenazy aldehydowej w w ątrobie [29]. Przypuszcza 
się, że modyfikacja białek acetaldehydem  (etylacja) 
odgrywa istotną rolę w powstaw aniu poalkoholow ego 
uszkodzenia wątroby [30],

N iedaw no stwierdzono, że u osób uzależnionych od 
alkoholu po okresie picia dużych jego ilości występują 
w osoczu etylowane VLDL i w trochę mniejszej ilości 
LD L [31]. W związku z wykryciem takich pochod­
nych w lipoproteinach pojawiło się pytanie, czym różni 
się ten rodzaj modyfikacji od innych pod względem 
szkodliwości dla ściany naczyniowej. W odróżnieniu 
bowiem od poprzednio om awianych schorzeń jak  
cukrzyca, niewydolność nerek lub zatrucie dw usiar­
czek węgla, u pijących alkohol stw ierdzono w bada­
niach epidemiologicznych mniejszą częstość występo­
w ania zmian miażdżycowych w naczyniach wieńco­
wych [32, 33]. Fakt ten nie może oczywiście zachęcać 
do picia alkoholu, ponieważ alkohol wywiera liczne 
inne szkodliwe skutki zdrow otne oraz socjalne. Anali­
za działania alkoholu na m etabolizm  lipoprotein i na 
ścianę naczyniową może natom iast przyczynić się do 
lepszego zrozum ienia m echanizm u rozwoju miażdżycy 
i czynników ją  hamujących.

V. Przeciwciała przeciw zmodyfikowanym 
lipoproteinom

Zwiększona im m unogenność zm odyfikowanych li­
poprotein  w porów naniu z natywnym i i powstawanie 
przeciwciał antylipoproteinow ych uważane są za czyn­
nik pogarszający skutki modyfikacji z punktu  widze­
nia wpływu na tkanki.

W miażdżycowo zmienionych tętnicach wykazano 
obecność IgG, rozpoznających zarów no niezmienio­
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nych jak  również utlenionych LDL [34]. Stw ierdzono 
[35], że podwyższony poziom  przeciwciał przeciw 
utlenionym  LD L występuje w osoczu u osób we 
wczesnym, dynam icznym  okresie miażdżycy, mniejszą 
ich ilość obserwowano w zaawansow anym  stadium  
choroby. Tak więc wysoki poziom  przeciwciał świad­
czyłby o dynam ice procesu chorobowego co m ogłoby 
mieć znaczenie prognostyczne zarów no w przypadku 
zm ian miażdżycowych jak  i w w ypadku uszkodzenia 
w ątroby (np. pod wpływem modyfikacji acetaldehy- 
dem).

Za szczególnie szkodliwe uważane jest powstawanie 
kom pleksów lipoprotein z przeciwciałami. Takie kom ­
pleksy m ogą być pobierane przy udziale innego m e­
chanizm u niż opisane powyżej usuwanie zm odyfiko­
wanych lipoprotein. W usuwaniu kom pleksów z prze­
ciwciałami biorą udział receptory Fc występujące 
w różnych kom órkach m.in. w m akrofagach [36].

Utlenienie LD L sprzyja ich agregacji. Powstałe 
agregaty m ogą być również usuwane za pośrednict­
wem receptora Fc kom órek układu siateczkowo-śród- 
błonkowego [37]. Proces ten jest bardzo szybki i po­
wstaje pytanie czy przy dużym jego nasileniu utlenienie 
LD L nie może w efekcie końcow ym  prow adzić do 
spadku ich poziom u w osoczu.

VI. Modyfikacje HDL

H D L  (lipoproteiny wysokiej gęstości) nie podlegają 
m odyfikacjom  tak łatwo jak  LD L i VLDL. Być może, 
podatność na modyfikacje zależy od charakterystycz­
nego układu am inokwasów w apolipoproteinie 
B wchodzącej w skład VLD L i LD L —  białko to 
zawiera w łańcuchu peptydowym  fragmenty złożone 
z powtarzających się reszt argininy i lizyny [38].

H D L  podlegają utlenieniu in vitro, doprow adza ono 
do zm ian konformacji apolipoproteiny Al — głów­
nego białka H D L  [39] oraz degradacji ich składników  
lipidowych, ale towarzyszy tem u mniejszy wzrost 
stężenia substancji reagujących z kwasem tiobarbitu- 
rowym niż to ma miejsce w trakcie utleniania LD L 
[40]. P rodukty  utleniania LD L m ogą natom iast m o­
dyfikować H D L  i upośledzać ich funkcjonow anie jako  
czynników transportujących cholesterol z tkanek ob ­
wodowych do w ątroby [41].

Z drugiej strony niezmiernie ważną cechą H D L jest 
ich zdolność ham ow ania procesu utleniania LD L [42, 
43]. H D L  stanow ią tzw. „czynnik antyryzyka” z pu n k ­
tu widzenia rozwoju miażdżycy. Obserwacja o ich 
działaniu antyoksydacyjnym  wnosi więc nowy ważny 
element do zrozum ienia m echanizm u ochronnego 
działania tej frakcji lipoproteinowej.

VII. Dyskusja i uwagi końcowe

W dyskusji nad biologicznymi skutkam i pow staw a­
nia różnych pochodnych L D L istotne wydają się 
nstępujące zagadnienia:

Zauw ażono, że m etaboliczne losy w różny sposób 
zmodyfikowanych LD L nie są jednakow e. I tak 
—  utlenione LD L po pobraniu  przez m akrofagi są 
znacznie wolniej degradow ane przez proteazy lizoso- 
malne niż np. acetylowane. Przyczyną może być ham o­
wanie tych enzymów przez utlenione L D L [37, 44]. 
Pow olna degradacja LD L w kom órkach układu siate- 
czkowo-śródbłonkow ego pow odow ać może większą 
ich szkodliwość dla tętnic. Nie zbadano jak  szybko 
degradow ane są lipoproteiny modyfikowane w inny 
sposób.

Nie wszystkie modyfikacje zachodzące in vitro zwięk­
szają podatność na utlenienie tak jak  to ma miejsce m.in. 
w cukrzycy. Zmodyfikowanie wolnych grup am ino­
wych białka może nawet zmniejszać podatność całej 
cząsteczki lipoproteiny na peroksydację lipidów [45].

W ydaje się, że lokalizacja tkankow a czynników 
działających m odyfikująco na lipoproteiny może mieć 
istotny wpływ na skutki modyfikacji. Jeżeli utlenianie 
LD L zachodzi w ścianie naczyniowej to szkodliwy 
wpływ jaki wywierają zm odyfikowane lipoproteiny 
dotyczy przede wszystkim tej właśnie tkanki. Reakcja 
pod wpływem acetałdehydu prow adząca do etylacji 
lipoprotein odbywa się najpraw dopodobniej w w ąt­
robie, ponieważ tam  właśnie powstaje acetaldehyd, 
który może reagować z syntetyzowanymi w w ątrobie 
lipoproteinam i klasy VLDL. Jest zatem bardzo praw ­
dopodobne, że w przypadku modyfikacji acetaldehy- 
dem skutki ponosi przede wszystkim tkanka w ąt­
robowa, ściana naczyniowa natom iast jest w m niej­
szym stopniu narażona na szkodę.

N a podstawie posiadanych obecnie danych wydaje 
się, że ostateczny wpływ zmodyfikowanych lipoprotein 
na różne tkanki m.in. na ścianę naczyniową stanowi 
wypadkową czasem przeciwstawnie działających czyn­
ników takich jak: zm niejszona reakcja z receptorem  
LD L co wpływa na opóźnienie ich usuwania z krwio- 
biegu; pobieranie zmodyfikowanych LDL przez recep­
to r zmiatający i grom adzenie cholesterolu w kom ór­
kach układu siateczkowo-śródbłonkow ego; w ytw arza­
nie przeciwciał przeciw zm odyfikowanym LD L, tj. 
powstawanie kom pleksów antygenu z przeciwciałem 
i szybkie usuwanie ich za pośrednictwem  receptora Fc; 
wpływ H D L oraz inne czynniki.

A rtykuł otrzymano 25 października 1994 r.
Zaakceptowano do druku 8 czerwca 1995 r.
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Doroczna konferencja kierowników Katedr 
Biochemii Wydziałów Lekarskich w  Polsce 1995

Doroczne konferencje, poświęcone problemom nauczania biochemii studentów medycyny, odbywają się 
od 12 lat, każdego roku organizowane są przez Katedrę Biochemii w  innym ośrodku akademickim. Pozwala to 
Kierownikom jednostek, prowadzących dydaktykę biochemii na Wydziałach Lekarskich, poznać warunki 
w  poszczególnych uczelniach, wymienić doświadczenia zarówno dydaktyczne jak i inne, a także — niekiedy
—  podjąć wspólne działania zmierzające do ulepszenia i unowocześnienia nauczania biochemii w  Polsce. 

W bieżącym roku po raz drugi, po dwunastu latach, Gdańskowi przypadło zorganizowanie Konferencji.
Zbiegło się to z jubileuszowym rokiem 50-u lat istnienia polskiej uczelni medycznej w  Gdańsku, co znalazło 
wyraz w  programie (Ryc. 1). Konferencja rozpoczęła się od spotkania w  Zakładzie Biochemii AMG po 
południu w  piątek 26 maja, co było okazją do obejrzenia Zakładu, poznania jego warunków lokalowych, 
nowych nabytków wyposażenia, a także do rozmów z pracownikami Katedry Biochemii AMG na temat 
aktualnie prowadzonych prac badawczych. Uczestnicy Konferencji zostali obdarowani nie tylko powielonymi 
materiałami dydaktycznymi Katedry Biochemii AMG (szczegółowe plany zajęć, programy nauczania 
biochemii studentów medycyny, stomatologii i farmacji, prospekt nowego wydania podręcznika Biochemia
—  Zajęcia Praktyczne dla Studentów Medycyny, Stomatologii i Farmacji), ale także materiałami informacyj­
nymi dostarczonymi przez firmy sponsorujące Konferencję. Głównym sponsorem była firma Merck, wsparcia 
finansowego udzieliły również firmy Cheminst, Prospecta i Kucharczyk.
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Zasadnicza część Konferencji 
odbyła się nazajutrz, w  sobotę 
27 maja 1995, w  ośrodku Leśny 
Dwór w  Sulęczynie, w  sercu 
Szwajcarii Kaszubskiej. Zgodnie 
z programem i tradycją, organiza­
tor Konferencji prof. Mariusz Ży- 
dowo, przedstawił program nau­
czania biochemii na Wydziale Le­
karskim w Gdańsku oraz sposoby 
realizacji tego programu. Było 
to wprowadzenie do ogólnej dys­
kusji, w  której porównywano spo­
soby nauczania, trudności i suk­
cesy dydaktyczne w  dziedzinie 
biochemii, występujące w  po­
szczególnych uczelniach medycz­
nych w  Polsce. Prezentacja prof. 
Janusza Gregera z Łodzi na te ­
mat centralnie projektowanych 
zintegrowanych egzaminów w tra­
kcie i po studiach medycznych były 
okazją do dyskusji na temat eg­
zaminowania, sposobów i efek­
tywności egzekwowania naby­
tych umiejętności biochemicz­
nych od studentów medycyny. 
Szczególną troskę uczestników 
Konferencji, podobnie jak i w  czasie 
poprzednich spotkań, budzą niedo­
statki molekularnego podejścia 
w  dalszym, także klinicznym kształ­
ceniu medyków w  Polsce. Podkreś­
lano celowość uczestniczenia 
w  Dorocznych Konferencjach także 
kierowników zespołów dydaktycz­
nych Biochemii Klinicznej. Organi­
zacja nauczania tego przedmiotu na 
Wydziałach Lekarskich polskich 

uczelni jest nader różnorodna. Organizator przyszłorocznej Konferencji przeprowadzi rozeznanie tej różnorod­
ności i ponownie dokona próby zaproszenia biochemików klinicznych do wspólnej dyskusji. Organizatorem 
następnej Konferencji, w  maju 1996 roku będzie prof. Roman Tarnawski z Wydziału Lekarskiego w  Zabrzu 
Śląskiej Akademii Medycznej.

Dyskusję w  Sulęczynie kontynuowano w  czasie wieczornego ogniska nad jeziorem, czemu sprzy­
jała konsumpcja znakomicie upieczonego kaszubskiego dzika oraz piękna wiosenna pogoda. W Konfe­
rencji wzięli udział wszyscy (z wyjątkiem dwóch) Kierownicy Katedr Biochemii Wydziałów Lekarskich 
w  Polsce, a także Prezes Zarządu Głównego PTBioch profesor Liliana Konarska i Przewodnicząca
Sekcji Dydaktyki PTBioch profesor Zofia Porembska. Tak się złozyło, że w  1995 roku następuje „w y ­
miana pokoleń" wśród kierowniczej kadry biochemicznej w  4 uczelniach medycznych w  Polsce (Gdańsk,
Lublin, Poznań i Szczecin). Uczestnikami Konferencji w Sulęczynie byli zarówno odchodzący na eme­
ryturę koledzy z tych ośrodków jak i potencjalni ich następcy. Uczestnicy postanowili ze zostanie 
założona kronika i spisana historia dotychczasowych Konferencji Kierowników Katedr Biochemii
na Wydziałach Lekarskich. Roli kronikarza podjęła się prof. Janina Kwiatkowska-Korczak z Wrocławia.

Program dorocznej Konferencji 
Kierowników Katedr Biochemii Wydziałów L ek arsk ich

26.V.1995.
d o  g o d z .  15°° o czek u jem y gości w Z a k ł a d z i e  B i o c h e m i i  

AMG. ul.Dębinki 1 w Gdańsku. IV p i ę t r o ,  p o k ó j  410. 
godZ.15°° Prezentacje Sponsorów

(Firmy: Merck. Cheminst. Prospecta) 
godz.l7°° Wyjazd autokarem do Sulęczyna.

zakwaterowanie w "Leśnym Dworze“ 
godz.l9°° Kolacja.

27.V.1995.
godz.9°° Śniadanie
godz.1000 Konferencja Dydaktyczna

1. Nauczanie biochemii na Wydziale
Lekarskim w Gdańsku (Mariusz M.Zydowo)

2. Dyskusja
3. Projekty zintegrowanych egzaminów

(Janusz Greger)
A . Dyskusja 

godz.l33° Obiad 
godz.l5°° Wznowienie obrad

1. Prezentacje sponsorów 
(Firmy: Merck, oraz Cheminst)

2. Ogólna dyskusja o treściach i metodach 
nauczania biochemii, wymiana doświadczeń

godz.1800 Kolacja
godz.l93° Ognisko nad jeziorem.

28.V.1995.
godz. 9°° Śniadanie
godz.1000 Wyjazd autokarem do Gdańska, po drodze 

kawa nad Jeziorem Gowidlińskira.

SERDECZNIE ZAPRASZAMY

G D A Ń S K  9 9 7 -1 9 9 7

Ryc. 1
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Ryc. 2

Załączona zbiorowa fotografia (Ryc. 2), wykonana w  drodze powrotnej do Gdańska, w  Amalce nad 
Jeziorem Gowidlińskim zdaje się świadczyć o tym, że Konferencja była przedsięwzięciem nie tylko 
pożytecznym, ale że atmosfera jej przebiegu była nader swobodna a uczestnicy mogli cieszyć się słoneczną 
pogodą oraz pięknem Ziemi Kaszubskiej.

Prof. Dr Mariusz M. Żyd owo

Aby zaprenumerować „P o ­
stępy Biochemii”  w  1995 r. 
należy wpłacić odpowied­
nią kwotę na konto ban­
kowe wydawcy (Polskiego 
Towarzystwa Biochemicz­
nego) za pomocą przekazu 
zamieszczonego na odwro­
cie. Zamówione egzempla­
rze będziemy wysyłać po­
cztą na adres podany nam 
na przekazie. Ponieważ od­
cinek przekazu docierający 
do nas jast jednocześnie za­
mówieniem, prosimy o bar­
dzo w yraźne napisanie

imienia, nazwiska (lub na­
zwy instytucji) i dokładne­
go adresu wraz z kodem 
pocztowym (DRUKOWA­
NYMI LITERAMI) na wszy­
stkich trzech odcinkach 
przekazu.

Prenumerata krajowa  
dla instytucji:
580 000 zł.
Prenumerata krajowa  
indywidualna:
280 000 zł, (50% zniżki dla 
członków Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerując
„Postępy
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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K w arta ln ik  „ Postępy B io ch em ii" 
w ydaw any z pom ocą finansow ą  
K o m ite tu  Badań N aukow ych

34
Pokwitowanie dla w płacającego

z ł ..........................................

Odcinek dla p osiadacza rachunku

zł..........................................

O dcinek dla p oczty  lub banku

z ł ..........................................
słownie....*....... .......... ........... . słownie........*.... ......................... . i słownie................................... ..... .

wpłacający.................................... wpłacający.................................. wpłacający....................................

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodera pocztowym imię. nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 W arszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. X III/0  W-wa, Al. Jerozolimskie 
3 7 0 0 4 4 - 1 2 2 5 - 1 3 9 - 1 1

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. X III/0  W-wa, Al. Jerozolimskie 
3 7 0 0 4 4 -1 2 2 5 - 1 3 9 -1 1

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIIl/O W-wa, Al. Jerozolimskie 
3 7 0 0 4 4 - 1 2 2 5 - 1 3 9 - 1 1

stempel

podpis przyjmującego

stempel

podpis przyjmującego

stempel

podpis przyjmującego
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W skazówki 
dla autorów

W ydawany przez Polskie Towarzystwo B iochem iczne 
kw arta ln ik  „Postępy B iochem ii”  pub liku je  prace prze­
glądow e om aw ia jące bieżące osiągnięcia , koncepcje 
i kierunki badawcze w dziedzin ie  biochem ii i nauk pokrew ­
nych; pub liku je  też noty z h istorii b iochem ii, zasady 
polskiego s łow nictw a biochem icznego, recenzje nade­
słanych książek oraz spraw ozdania ze zjazdów, konferen­
cji i szkół, w których b iorą udzia ł członkow ie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach B io­
c h e m ii”  mogą m ieć charakter a rtyku łów  m onograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc p iśm iennictw o i tabele), m in ire- 
views (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnowszych 
osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpow iadają  za praw id łow ość i ścis łość 
podawanych inform acji oraz poprawność cytow ania piś­
m iennictwa. Ujęcie prac w inno być syntetyczne, a przed­
staw ione zagadnien ie  z ilustrow ane za pomocą tabel, 
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzorów  i fo tografii.

Wskazany jest podzia ł artyku łów  m onograficznych na 
rozdzia ły  i podrozdzia ły, których rzeczowe ty tu ły  tworzą 
spis treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdzia ły noszą 
cyfry rzym skie podrozdzia ły odpow iednio  rzym skie i arab­
skie np. 1-1, I-2. Poprawność logiczna i s ty lis tyczna tekstu 
w arunkuje  jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy 
przeto w inni unikać składni obcojęzycznej, gw ary labora­
to ry jne j, a także ograniczać stosow anie doraźnie tw orzo­
nych skrótów, nawet jeże li bywają używane w pracach 
specja listycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac 
podlega ocenie specja lis tów  i opracow aniu redakcyjne­
mu. Redakcja zastrzega sobie m ożliw ość skrócenia  tekstu 
i w prow adzenie zm ian nie w pływ ających na treść pracy, 
dekla ru je  też gotowość konsultowania tekstu z Autoram i.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznacznie 
z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikow ana w innym czasopiśm ie, jeże li zostanie og ło ­
szona w „P ostępach B iochem ii” . W przypadku, gdy Au- 
tor(zy) zam ierza(ją) w łączyć do swego autora artykułu 
ilustrac je  publikow ane przez autorów  prac cytowanych, 
należy uzyskać i przekazać nam odpow iednią  zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących  
w skazów ek szczegółow ych:

TEKST: M aszynopis pow inien być napisany je d n o ­
stronnie, czcionką w ielkości standardow ej, z podw ójną  
interlinią, z lewym  marginesem ok. 4  cm z trzydziestom a  
wierszami na stronie i 60  znakami w  wierszu (litery  
+  odstęp), odstępy pom iędzy w yrazam i p ow inny o d ­
pow iadać jednem u znakow i (n ie rów nać do praw ego  
m arginesu).
W  tekście nie należy stosow ać żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ew entualne sugestie co do charak­
teru czcionki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć o łó w ­
kiem na marginesach maszynopisu. W  przypadku stoso­
w an ia  w  tekście liter alfabetu greckiego trzeba na m ar­
ginesie w pisać o łów kiem  ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jes t n ienum erowana, 
zaw iera  im iona i nazw isko (a) autora (ów ), nazwy, adresy 
w raz z numerem telefonu zakładów  (w języku polskim

i angielskim ), w których pracują autorzy, adres do kore­
spondencji nr te lefonu i ew entua ln ie  fax, adresy prywatne 
autorów, ty tu ł artykułu w języku polskim  i angielskim  oraz 
—  w prawym  dolnym rogu —  liczbę tabel, rycin, wzorów  
i fo togra fii oraz skrót tytułu pracy (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zaw iera im iona i nazw iska autorów, 
ty tu ł pracy w języku polskim  i’ angielskim , rzeczowy spis 
treści też w obu językach, tytu ł naukowy każdego z auto­
rów  i ich m ie jsce pracy z adresem  pocztowym oraz wykaz 
stosowanych skrótów.
Kolejno num erowane d a lsze  strony obejm ują tekst pracy, 
p iśm iennictw o, tabele, podpisy i ob jaśnien ia  rycin, wzo­
rów i fo tografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz p iśm iennictw a obejm uje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je 
liczbam i porządkowym i ujętym i w naw iasy kwadratowe, 
np. [3,7,9,— 26]. Odnośniki b ib liogra ficzne w inny mieć 
nową uproszczoną form ę. Sposób cytow ania czasopism 
(1), m onografii (2), rozdzia łów  z książek jednotom owych 
(3), rozdzia łów  z tom ów serii opracow anej przez tych 
samych redaktorów  (4), rozdzia łów  z tom ów serii opraco­
wanych przez różnych redaktorów  (5) wskazują poniżej 
podane przykłady:

1. H ildenbrandt GR, Aronson NN (1980) B iochim  Bio- 
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, Sum ner AT (1978) The Eukaryotic C hro­
mosome, E lsevier, North-Holand, Am sterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg 
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of 
Metals. E lsevier, North-Holland, Am sterdam , str 
541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: F lorkin M, Stotz EH (red) 
Com prehensive B iochem istry t 29B. Elsevier, 
North-Holland Am sterdam , str 1-77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) 
Research M onographs in Cell and Tissue Physio lo­
gy, t 7. E lsevier, North-Holland, Am sterdam , str 
243-272

ILU S TR A C JE : Ryciny w in n y być g o to w e do reprodukcji. 
Fotografie czarno-b iałe (kon trastow e), p ow inny być w y ­
konane na papierze m atow ym . Pozostałe ryciny należy 
w ykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
W skazane jest, aby ryciny były dw ukrotn ie większe od 
przyszłej reprodukcji, tj. w  skali 2:1. Cyfry i litery służące 
do opisu rysunku pow inny mieć wysokość nie mniejszą 
niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów  
słow nych, lecz posługiw ać się skrótami. Osie w ykresów  
w in n y  być opatrzone napisem ła tw o  zrozum iałym . D ecy­
zję o stopniu zmniejszenia ryciny podejm ie redakcja. 
Ilustracji nie należy w łączać w  tekst maszynopisu, lecz 
odpow iedn io  ponum erować: tabele i ryciny noszą cyfry 
arabskie, w zory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy 
zaznaczyć o łów kiem  preferowane miejsce umieszczenia 
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpow iednio  porub- 
rykow ane, w in n y  być opatrzone jednoznacznym  tytułem  
i ew entualn ie  także niezbędnym i objaśnieniam i. S łow ne  
objaśnienia znaków  graficznych można umieścić w  pod­
pisie pod ryciną, rysunkowe zaś jedynie na planszy ryciny. 
Tytu ły i objaśnienia rycin sporządza się w  postaci oddziel­
nego w ykazu. Ilustracje należy podpisać nazwiskiem  
pierwszego z autorów  i pierwszym słowem  tytułu pracy 
oraz oznaczyć „g ó ra -d ó ł"  (o łów kiem  na odw rocie). Ze 
w zględu na w ew nętrzn ą  spoistość artykułu w skazane jest 
konstruow anie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na 
podstawie danych z piśm iennictwa.

M aszynopis i za łączniki (w dwu egzem plarzach), w łaś­
ciw ie  zabezpieczone przed uszkodzeniem  w czasie trans­
portu, należy przesłać na adres:

Redakcja kw arta ln ika „P ostępy B iochem ii”
Instytut B io log ii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, 
ul. Pasteura 3,
02-093 W arszawa
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