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ARTYKULY

Niektore biochemiczne aspekty patogenezy ,,serca ogtu-

szonego™

Biochemical aspects of pathogenesis of the stunned myocardium

ANNA MOCZARSKA*

Spis tresci:

I.  Wstep
Il. Zmiany zachodzace w migéniu po odwracalnym krotko-
trwatym niedokrwieniu
I1-1. Produkcja i zuzycie ATP
11-2. Generowanie  wolnych
w ogtuszonym sercu
11-3. Zaburzenie homeostazy wapniowej
I1-4. Zmiany w aparacie skurczu wynikajgce z zabu-
rzen homeostazy wapniowej
I11. Ztozono$¢ patogenezy serca ogtuszonego

rodnikéw  tlenowych

Wykaz stosowanych skrétéw: cAMP-cykliczny monofosfo-
ran adenozyny; Pi — fosforan nieorganiczny; PCr — fosfok-
reatyna; CK — kinaza kreatynowa; O” — anionorodnik
ponadtlenkowy; OH — rodnik hydroksylowy; LC, — lekki
fancuch miozyny istotny; LC2 — lekki fancuch miozyny
regulujacy; TN-1 — podjednostka | troponiny; SOD — dys-
mutaza ponadtlenkowa; NADH — dinukleotyd nikotynoa-
midoadeninowy (posta¢ zredukowana).

I. Wstep

Okreslenie ,,ogtuszony miesien sercowy” nalezy ro-
zumieé jako krotkotrwate, w petni odwracalne upo-
Sledzenie funkcji skurczowej serca, pojawiajgce sie we
wczesniej niedokrwionym jego obszarze. Nie wystepu-
je przy tym uszkodzenie miocytéw, a po przywroceniu
przeptywu wiericowego funkcja skurczowa stopniowo
powraca do normy.

Zjawisko to, pierwszy opisat Heyndrickx
i wsp. [1] na przykfadzie serca psa poddanego 15
min. niedokrwieniu (ischemii), przez podwigzanie tet-
nicy wiefcowej i nastepujacej po tym reperfuzji. Kon-
sekwencje zmian jakie powstalty w rezultacie takiego
zabiegu zostaly nazwane przez Braunwalda
i Klonera stunned myocardium, co w do-

* Mgr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, Zaktad Biochemii Komdérki. Pasteura 3, 02-093 War-
szawa
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stownym ttlumaczeniu znaczy ogtuszone serce [2]. Jest
to klasyczny i zarazem najbardziej rozpowszechniony
eksperymentalny model serca ogtuszonego.

Catkowita odbudowa uposledzonej kurczliwosci
serca po 15 minutowej okluzji wieficowej wymaga 12
do 24 godzin reperfuzji [1]. Niektérzy badacze zaob-
serwowali, ze powrdt do prawidtowej funkcji po krot-
kim czasie ischemii wymagat 3-7 dni [3]. Po znacznie
dtuzszym niedokrwieniu, trwajagcym 1 godzine i 2 go-
dziny, co zwykle powoduje trwate uszkodzenie mieénia
sercowego, zaobserwowano takze pewng regeneracje
jego funkcji, pojawiajacg sie po wielu tygodniach
[4, 5]. Podobnie u pacjentéw poddanych chirurgicznej
rewaskularyzacji tetnic wiencowych obserwuje sie sto-
pniowa poprawe miejscowego zaburzenia kurczliwosci
po ponownym unaczynieniu ischemicznego fragmentu
serca [6],

Przedtuzone zaburzenie funkcji skurczowej towa-
rzyszy najczesciej niewydolnosci serca w chorobach
sercowo-naczyniowych, obserwowane jest po angio-
plastyce wiericowej, podczas zawatu serca z wczesng
reperfuzja, a takze po krotkich epizodach niedokrwie-
nia (np. zawat zagrazajacy), gdzie ustepuje samoistnie
lub w wyniku zastosowania $rodkéw inotropowo
dodatnich' (dopamina, dobutamina, izoprenalina).

1 czynniki inotropowe (dodatnie lub ujemne) — zwigzki
chemiczne zmieniajace kurczliwo$¢ miesnia sercowego.
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Dobutamina np. podnosi przeptyw krwi w reperfun-
dowanym obszarze, a takze poprawia zuzycie i produ-
kcje energii, co wykazano na podstawie badania
poziomu fosfokreatyny i ATP w reperfundowanych po
15 min. niedokrwienia sercach $wini [7], Powrét
prawidtowej funkcji skurczowej jest wyraznie uspraw-
niony przez reperfuzje roztworami o niskim stezeniu
Ca2+ [8], Stymulacja inotropowa, ktérej koricowym
rezultatem jest poprawa kurcztiwosci miesnia sercowe-
go to dziatanie amin katecholowych. Zwigzki te, 3czgc
sie z receptorami typu B, sarkolemmy, aktywujg
zlokalizowang tam cyklaze adenylowa, ktéra syn-
tetyzuje 3’5’adenozynomonofosforan (CAMP). Dziata-
nie CAMP polega na aktywacji fosfokinaz. Do biatek
fosforylowanych przez zalezne od cAM P kinazy nalezg
m.in. biatka strukturalne sarkolemmy wchodzgace
w skiad wolnego kanatu wapniowego, fosfolamban
— biatko charakterystyczne dla siateczki $rodbton-
kowej mie$nia sercowego, oraz wazne W procesie
skurczu podjednostka | troponiny i biatko C.

Ogtuszone serca pozostajg wrazliwe na katechola-
miny co podkre$la dynamiczng nature ostabienia
kurcztiwosci. Histologiczne badania struktury oraz
badania metabolizmu tych serc, nie wykazaty objawéw
nieodwracalnego ich uszkodzenia [8].

Paradoks dtugo trwajgcego zaburzenia w zdolnej do
zycia tkance stanowi zatem interesujgce wyzwanie dla
fizjologow, biochemikow i klinicystow. Pomimo roz-
licznych badan i hipotez nie wiadomo, kt6éra z wielu
obserwowanych w komorce zmian jest bezposrednia
przyczyng zaburzenia funkcji skurczowej serca.

Il. Zmiany zachodzace w mie$niu po odwra-
calnym krotkotrwatym niedokrwieniu

I1-1. Produkcja i zuzycie ATP

Biochemiczne i fizjologiczne cechy ogtuszenia nie sg
do konca scharakteryzowane i mechanizm ich po-
wstawania pozostaje wcigz nie wyjasniony. Jako przy-
czyne zaburzenia funkcji serca sugerowano obnizenie
zawartosci zwiazkéw wysokoenergetycznych przez
ostabienie ich wytwarzania lub uszkodzenie transpor-
tu utrudniajgce ich dostepnos¢. Kusuoka [8] ba-
dajagc wewnatrzkomorkowg zawartosé fosforanu nie-
organicznego (Pi) i fosfokreatyny (PCr) oraz zmiany
pH w sercu, obserwowat gwattowny wzrost poziomu
Pi oraz spadek poziomu PCr podczas 15 minutowej
ischemii, a nastepnie szybki ich powrdt do wartosci
wyjsciowych rozpoczynajacy sie juz po 30 sekundach
reperfuzji. Podobnie warto$¢ pH obnizata sie w czasie
trwania niedokrwienia i wracata do normy w momen-
cie przywrécenia przeptywu wiefcowego. Jedynie ste-
zenie ATP po znacznym obnizeniu wzrastato powoli
i nie osiggato pierwotnego poziomu nawet po przy-
wrdceniu przeptywu wiencowego. Takze inni badacze
wykazali, ze 15 minutowe niedokrwienie powoduje
obnizenie stezenia tkankowego ATP, ajego powrdt do
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normy nastepuje dopiero po trzech dniach, réwnolegle
z regeneracjg funkcji skurczowej [9], Wedtug nie-
ktorych autoréw, obnizenie poziomu nukleotydéw
adeninowych i uszkodzenie mechanizmu odbudowy
ATP po reperfuzji jest krytycznym czynnikiem, zapo-
czatkowujagcym nieodwracalno$¢ zaburzenia hemody-
namicznej funkcji serca [10]. Badania produkcji fos-
foranu kreatyny wykazaly, ze jego poziom wzrasta
bardzo szybko po reperfuzji. Poniewaz fosforan krea-
tyny moze powstawaé tylko w procesie fosforylacji
kreatyny przez ATP z udziatem kinazy kreatynowej
(CK), (ATP kreatyno N-fosfotransferaza EC 2.7.3.2.)
mozna przypuszczac, ze wytwarzanie ATP rozpoczyna
sie natychmiast po reperfuzji [11, 12]. Zatem zaburze-
nia produkcji zwigzkéw wysokoenergetycznych, nie
moga by¢ gtdwnym elementem w patogenezie ogtusze-
nia. Istotnym czynnikiem w procesie przeksztatcania
energii w miofibryllach jest zwigzany z nimi izoenzym
kinazy kreatynowej (CK) [13]. Izoenzym ten funkc-
jonalnie potagczony z ATPazg miozynowa jest waznym
miofibryllarnym sktadnikiem uktadu regenerujacego
ATP w obecnosci substratéw ADP i fosforanu kreaty-
ny. Obnizenie aktywnos$ci tego enzymu lub stezenia
substratu moze zaburzy¢ produkcje ATP i nastepnie
zmieni¢ funkcje miocytu. Greenfield i Swain
[14] w badaniach miofibrylli izolowanych po 15 min.
niedokrwienia wykazaty maty 17% spadek aktywnosci
CK. Analogiczny spadek aktywnosci kinazy kreatyno-
wej, po podobnym czasie ischemii, obserwowano wcze-
$niej w mitochondriach [15, 16]. Zdaniem tych auto-
rek, potencjalnym mechanizmem po ischemicznej dys-
funkcji, moze by¢ obnizona mozliwos$¢ utylizacji ATP.
Jednak pytanie, ktérych wewnatrzkomé6rkowych pro-
ceséw ono dotyczy, pozostaje na razie bez odpowiedzi
[17, 18],

Mechnizm zmian, ktére poprzez kréotkotrwate nie-
dokrwienie prowadzg do przedtuzonego uposledzenia
kurcztiwosci mies$nia sercowego, nie jest doktadnie
poznany. Do tej pory zaproponowano wiele réznych
hipotez. Oto niektore z nich:

11-2. Generowanie wolnych rodnikow w ogtuszo-
nym sercu

Od kilku lat duzo uwagi poswieca sie wolnym
rodnikom, sugerujac, ze reaktywne metabolity tlenowe
takie jak anion ponadtlenkowy (O j), nadtlenek wodo-
ru (H,02 i rodnik hydroksylowy (OH-) odgrywaja
decydujacag role w patogenezie serca ogtuszonego.
Wolne rodniki to atomy lub czasteczki z wiecej niz
jednym niesparowanym elektronem. Nieparzysta licz-
ba elektron6w sprawia, ze sg one bardzo aktywne
chemicznie, nietrwate (okres péttrwania wynosi 10-6-
10~9sekundy) i szybko reagujg z innymi rodnikami lub
czasteczkami, przez co trudne sg do wykrycia i ilos-
ciowego oznaczenia [19].

Rodniki moga atakowaé praktycznie wszystkie skta-
dniki komérkowe, denaturowac biatka, inaktywowac
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enzymy. Uszkadzajgc biatka aparatu kurczliwego mo-
ga przyczynic sie do zmiany ich wrazliwos$ci na wapn,
a inicjujac peroksydacje wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych wchodzgcych w skiad bton komorko-
wych, uszkadza¢ ich selektywng przepuszczalnosé.
Praktycznie kazde zaburzenie obserwowane w ogtu-
szonym sercu moze byé przypisane dziataniu rod-
nikéw tlenowych.

Prawdopodobnymi Zrédtami wolnych rodnikow
tlenowych w niedokrwionych tkankach sg reakcje
utleniania zachodzgce podczas zaburzenia wewnagtrz-
mitochondrialnego transportu elektronéw, aktywo-
wanie wapniem fosfolipazy, ktéra pobudza metaboli-
czny szlak kwasu arachidonowego do produkcji rod-
nikéw tlenowych, dziatanie oksydazy ksantynowej,
autoutlenianie katecholamin oraz procesy utleniania
zachodzgce podczas reakcji wywotanych przez pobu-
dzone w niedokrwionym obszarze granulocyty [20,21].

Badania in vitro wykazaty, ze wytwarzanie wolnych
rodnikdw w niedokrwionym mig$niu sercowym rozpo-
czyna sie juz w trakcie upos$ledzenia przeptywu, a naj-
wieksze jest po 2-4 minutach reperfuzji. Nastepnie ich
produkcja spada, i utrzymuje sie na niskich poziomach
przez okoto 3 godziny od momentu przywrécenia
przeptywu wiencowego [22],

Wykazano, ze dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),
ktora jest enzymem katalizujgcym dysmutacje 0 2 do
02i HXD 2oraz katalaza — enzym, ktory redukuje
H202do 02i H2 podane jednocze$Snie istotnie
zmniejszajg stopien uszkodzen obserwowanych w nie-
dokrwieniu i reperfuzji, poniewaz przeciwdziatajg
powstawaniu rodnikéw hydroksylowych [23]. Takze
podawanie chelatora desferrioksaminy lub MPG (N-2
merkaptopropionylo glicyna, silny zmiatacz rodnikow
*OH) przed niedokrwieniem lub na minute przed
reperfuzjg efektywnie hamuje rozw6j ogtuszenia [24,
25]. Obserwacje te majg bardzo istotne znaczenie
terapeutyczne bowiem wskazuja, ze rozpoczeta przed
reperfuzjg terapia antyutleniaczami moze chronié ser-
ce przed ogluszeniem. Zatem czasowa niewydolno$é
skurczowa serca moze by¢ wynikiem indukowanych
reperfuzjg uszkodzen, w powstawaniu ktorych, wolne
rodniki tlenowe odgrywajg decydujgcg role. O ile ich
rola i chemiczny mechanizm dziatania nie budzg wat-
pliwosci, to szczego6ty dotyczace sposobu w jaki przy-
czyniajg sie do czasowej niewydolnosci skurczowej
serca pozostajg na razie nie wyjasnione i dyskusyjne.

Szczegollnie intrygujaca wydaje sie mozliwos¢ dzia-
tania wolnych rodnikdw poprzez zaburzenie homeo-
stazy wapniowej.

11-3. Zaburzenie homeostazy wapniowej

Jak juz wspomniano, opinie na temat mechanizmu
stunned sg bardzo zr6znicowane. Wielu badaczy tego
zjawiska taczy ze sobg procesy generowania rodnikow
tlenowych w ogtuszonym sercu z zaburzeniem homeo-
stazy wapniowej.
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Badanie izolowanych serc poddanych catkowitej
ischemii wykazalo, ze stezenie jonéw wapnia wzrasta
pomiedzy 10 a 20 minutg trwania niedokrwienia
i powraca do wartosci wyjsciowych w kilka minut po
przywréceniu przeptywu wiencowego [26]. Krdtko-
trwate przecigzenie wapniem izolowanych serc przy
braku niedokrwienia (serca kontrolne) wywotuje me-
chaniczne i metaboliczne zaburzenia podobne do tych
obserwowanych w sercu ogtuszonym [27].

Istnieje hipoteza zaktadajaca, ze rodniki tlenowe
powodujg upos$ledzenie funkcji siateczki sarkoplaz-
matycznej (w ogtuszonym sercu wykazuje ona ob-
nizong zdolnos$¢ transportu Ca2+), wzrost przeptywu
Ca2+ przez sarkolemme na skutek utraty jej selektyw-
nej przepuszczalno$ci i ostatecznie przecigzenie ko-
morki wapniem oraz rozchwianie systemu pobudze-
niowo-skurczowego [28].

Niektorzy badacze twierdzg, ze wzrost poziomu
Ca2+ moze odbywac sie za posrednictwem wymiany
N a+—Ca2+ jako konsekwencja wewngatrzkomorko-
wego wzrostu Na+ obserwowanego podczas niedo-
krwienia, a spowodowanego inhibicjg sarkolemmalnej
Na+K +ATPazy. Moze to doprowadzi¢ do przecigze-
nia komérki jonami sodu i w rezultacie do aktywnej
wymiany Na+—Ca2+ [29]. Inng mozliwo$¢ wzrostu
poziomu wapnia stwarza przejSciowe zakwaszenie
komérki. Najnowsze badania wykazaty, ze ostre prze-
cigzenie komdrek wapniem i wynikajace z tego zabu-
rzenie funkcji skurczowej serca moze by¢ konsekwen-
cjg szybkiej korekty zakwaszenia [30]. Jak juz wczes-
niej wspomniano, podczas krétkiego niedokrwienia
warto$¢ pH spada. Reperfuzjg powoduje gwattowny
jego wzrost i powrédt do stanu wyjsciowego. Szybkie
przywrocenie warto$ci pH zwigzane jest z aktywacja
wymiany Na+—H+, co z kolei prowadzi do wzrostu
wewnatrzkomorkowego poziomu jonow sodu i ak-
tywacji wymiany N a+— Ca2+. Koficowym tego rezul-
tatem bedzie przejSciowe przecigzenie komorek wap-
niem. Potwierdzeniem tego jest fakt, ze zablokowanie
na okres 3minut wymiany Na+—H +chroni komorke
przed wzrostem wewnatrzkomdérkowego Ca2+. Takze
zewnatrzkomoérkowe zwiekszenie stezenia jondw wo-
dorowych podczas reperfuzji moze zabezpieczy¢ serce
przed ogtuszeniem w wyniku ostabienia wymiany
Na+—H +, co uchroni komaérke przed wzrostem Na +
i aktywacjg wymiany Na+— Ca2+.

Zaburzenie funkcji siateczki sarkoplazmatycznej
(SR) podczas niedokrwienia i reperfuzji moze spowo-
dowacd utrate regulacji wewnatrzkomorkowego pozio-
mu wapnia. Sugeruje sie, ze zmniejszenie ilosci Ca2+
przechowywanych w SR jest wynikiem redukcji aktyw-
nosci pompy wapniowej (Ca2+Mg2+ATPazy) i w kon-
sekwencji obnizonej zdolnosci transportu Ca2+, co
moze mie¢ wptyw na zmniejszenie aktywacji biatek
kurczliwych przez zahamowanie uwalniania wapnia
podczas skurczu.

W celu sprawdzenia mozliwosci uszkodzenia trans-
portu wapnia w SR, dokonano pomiaru wychwytu
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Ca2+ oraz aktywnos$ci ATPazy w pecherzykach siate-
czki sarkoplazmatycznej, wyizolowanych z serca psa
poddanego krotkiemu miejscowemu niedokrwieniu
[31]. Maksymalny transportjondw wapnia byt zredu-
kowany do 17% przy jednoczesnym spadku mak-
symalnej aktywnoéci Ca2+Mg2+ATPazy. Wykazano
takze spadek uwalniania Ca2+ [32]. Krause [33]
badajac to zjawisko stwierdzit, ze obnizenie szybkosci
uwalniania Ca2+ spowodowane jest wzrostem przepu-
szczalno$ci blony siateczki sarkoplazmatycznej na
skutek jej uszkodzenia. Niewielkie, ale istotne, zabu-
rzenia wychwytu Ca2+ obserwowano takze w siateczce
sarkoplazmatycznej serca szczura. Badania przepro-
wadzone na sercu $wini nie potwierdzity jednak uzys-
kanych wczesniej wynikow. Poziom fosforylacji fos-
folambanu (fosforylacja ta odbywa sie za posrednict-
wem kinazy zaleznej od jonéw wapnia i kalmoduliny
i powoduje aktywacje ATPazy transportujgcej Ca2+
do wnetrza struktur siateczki) nie byt zmieniony,
a wychwyt jonéw wapnia podwyzszony o 17% w sto-
sunku do regionu kontrolnego [34]. Co moze byé
przyczyng uzyskania tak odmiennych wynikéw?
Lammers i wsp. sugeruja, ze powodem mogg by¢
réznice gatunkowe, a takze czas trwania niedokrwie-
nia i reperfuzji.

Przeprowadzone przez Frass i wsp. [35] bada-
nia poziomu mRNA dla biatek wiazacych Ca2+, zwia-
zanych z siateczkg sarkoplazmatyczng, wykazaty istot-
ny wzrost poziomu mRNA Ca2+ ATPazy, fosfolam-
banu i kalsekwestryny po 90 i 180 min. reperfuzji.
Swiadczyé to moze o procesach naprawy tych biatek,
uszkodzonych podczas krétkiego niedokrwienia ijed-
noznacznie wskazuje na ich udziat w patogenezie
stunned. Jednocze$nie poziomy mRNA kalmoduliny
oraz a i Pciezkich tafcuchéw miozyny pozostawaty nie
zmienione.

Obserwowany spadek szybkosci wychwytu Ca2+,
moze prowadzi¢ do wzrostu jego poziomu w cytoplaz-
mie, obnizenia uwalniania Ca2+ podczas skurczu,
i w rezultacie do uposledzenia jego transportu. Nasu-
wa sie wiec pytanie czy czuto$¢ miofilamentu na
obecnos$¢ jondw wapnia moze by¢ zredukowana?

I1-4. Zmiany w aparacie skurczu wynikajace z za-
burzenia homeostazy wapniowej

Odpowiedz funkcjonalna miofilamentu na wolne
jony wapnia zalezy od czynnikéw regulujacych jego
wrazliwo$¢ na Ca2+. Wrazliwo$¢ ta okresla granice
stezenia jonéw wapnia aktywujacych skurcz. Mozna
przypuszczaé, ze zaburzenie homeostazy wapniowej
indukuje zmiane wiasciwosci aparatu kurczliwego
zwigzang z wrazliwoscig na wapn interakcji filamen-
tobw aktynowych z miozynowymi. Pojawiajgce sie
uposledzenie funkcji skurczowej serca moze wynikac
ze zmiany wrazliwosci na wapn biatek kurczliwych.

W izolowanych, pracujacych sercach krolika, bada-
no wiasciwosci miofibrylli przy jednoczesnej kontroli
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funkcji hemodynamicznej serca oraz wptyw izoprenali-
ny (lek adrenergiczny), pobudzajacy receptory [3
w miesniu sercowym) i chlorku wapnia w ischemicz-
nych i nie ischemicznych warunkach. Podanie izo-
prenaliny istotnie podnosito szybko$¢ pracy zdrowego
serca do 132% wartosci kontrolnych, +dP/dt =
= 142%,— dP/dt = 115%". Po ischemii funkcja serca
byta istotnie obnizona, a wydajnos¢ jego pracy spadta
do 69% kontrolnych wartosci przed ischemicznych.
Podanie 5 mM CaCl2 odwracato zaburzenie funkcji,
natomiast izoprenalina podnosita szybkos$¢ pracy ser-
cado 113%, a wiec powyzej normalnie obserwowanej.
Aktywnos$¢ miofibryllarnej ATPazy przy maksymal-
nym stezeniu jonéw wapnia byta podwyzszona, a jej
czuto$¢ na obecnos$¢ wolnych jonéw wapnia zreduko-
wana [36]. Hess [37] natomiast w analogicznym
doswiadczeniu stwierdzit spadek maksymalnej aktyw-
nosci miofibryllarnej ATPazy oznaczanej w obecnosci
wapnia i zmiane jej czuto$ci na Ca2+. Krause [38]
nie wykazat zmian tych parametrow po 15 min.
niedokrwienia poprzedzajgcego reperfuzje.

Pojawia sie pytanie czy i jak uzyskane wyniki
pokrywaja sie z obserwowanym zaburzeniem funkcji
serca? Zmiana aktywno$ci miofibryllarnej ATPazy nie
zawsze jest zwiazana z funkcjonalnymi parametrami
skurczu serca. Wczesniejsze badania réwnolegtego
pomiaru sity skurczu i aktywnosci miofibryllarnej
ATPazy na pozbawionych btony widéknach mieénia
szkieletowego wykazaly, ze wzrost napiecia w skurczu
izometrycznym pojawia sie przy wyzszym stezeniu
jonow Ca2+ niz ma to miejsce w przypadku aktywacji
aktomiozynowej ATPazy [39]. Interesujgcym jest tak-
ze fakt, ze rozbieznosci pomiedzy sitg skurczu i aktyw-
noscig ATPazy stajg sie wieksze przy wyzszych steze-
niach jonéw magnezu, co jest o tyle wazne, ze w is-
chemicznych i nastepnie reperfundowanych sercach
stezenie M g2+ jest podwyzszone [40].

W badanych sercach krolika poddanych 20 min.
niedokrwieniu, podawanie CaCl2 lub izoprenaliny
odbudowuje funkcje hemodynamiczng, ale aktywnos$¢
ATPazy ciggle pozostaje podwyzszona, tak jak w pre-
paratach nie ischemicznych traktowanych w ten sam
sposéb. Obserwowane przesuniecie krzywej zalezno$ci
aktywnosci miofibryllarnej ATPazy od stezeniajonow
wapnia w kierunku wyzszych stezen, interpretowane
jako obnizenie czutoSci na Ca2+,zgodne jest z przypu-
szczeniem, ze spadek czutosci miofilamentu na wapnh
jest jednym z czynnikéw wywotujacych zaburzenie
skurczu [8], Dodatkowe potwierdzenie stanowi obser-
wacja, ze CaCl2i izoprenalina podawane po ischemii
zdolne sg podwyzszy¢ czuto$¢ na wapn miofibryllarnej
ATPazy i przywroci¢ w tym samym czasie prawidtowg
funkcje serca [36]. Jaki jest mechanizm tego zjawiska
nie wiadomo, ale pewng role odgrywac¢ tu moze
fosforylacja biatek kurczliwych. Znaczenie fosforylacji

1 dP/dt — szybko$¢ narastania ci$nienia w fazie skurczu
serca, proporcjonalna do szybkosci narastania sity.
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lekkich tancuchéw miozyny serca nie jest dobrze
poznane. Z niektorych jednak badah wynika, ze fos-
forylacja i defosforylacja LC2moduluje skurcz miesnia
ijego czuto$¢ na wolne jony wapnia [41]. O fosforylacji
troponiny | wiadomo, ze powoduje zmniejszenie wraz-
liwosci na wapn ATPazy miofibrylli [42], natomiast
fosforylacja biatka C skraca czas relaksacji skurczu,
oraz — jak wykazano in vitro — obniza aktywnos$¢
ATPazy aktomiozynowej [43, 44]. W przeprowadzo-
nych eksperymentach, fosforylacja podjednostki I tro-
poniny nie byta istotnie zmieniona (preparaty miofib-
rylli z ischemicznych i kontrolnych serc nie wykazywa-
ty wyraznych ré6znic w zawartosci ufosforylowanej
TN-I). Zauwazalny jednak wzrost poziomu fosforyla-
cji TN-I obserwowano w preparatach serc ogtuszo-
nych poddanych dziataniu 5 mM CaCl2 lub izo-
prenaliny. W przypadku lekkich tancuchéw miozyny,
poziom ich fosforylacji nie réznit sie, podobnie jak
w przypadku TN-I, od miofibrylli serc kontrolnych.
Podawanie CaCl2 powodowato wzrost poziomu fos-
forylacji lekkich tancuchéw miozyny, podczas gdy
izoprenalina wywotywata tu efekt odwrotny. Na obec-
nym etapie badan trudno wykazac bezposrednig zalez-
nos¢ pomiedzy obserwowanymi poziomami fosforyla-
cji TN-1 i LC2 a zmianami miofibryllarnej ATPazy.
Zwiekszone stezenie Ca2+ moze zatem przyczyniac sie
do obserwowanych ischemicznych zmian czutosci na
Ca2+ i maksymalnej sity skurczu, poprzez aktywacje
kinaz biatkowych i fosforylacje jednego lub wielu
biatek kurczliwych.

Innym waznym nastepstwem zaburzenia homeo-
stazy Ca2+ w ogtuszeniu, moze okazac sie czeSciowa
degradacja niektérych biatek kurczliwych. W testach
klinicznych surowicy krwi pacjentéw z niedokrwie-
niem miesnia sercowego, wykazano np. wzrost pozio-
mu lekkich taricuchdw (LC,) miozyny, utrzymujacy sie
do 4 dnia od momentu przywrdécenia przeptywu wien-
cowego [45], co wskazuje na mozliwos¢ degradacji
lekkich tanicuchéw i/lub filamentéw miozynowych.

Kolejnym prawdopodobnym skutkiem zaburzenia
homeostazy wapniowej w ogtuszonym sercu, jest ob-
serwowane po 1 godzinie reperfuzji uszkodzenie mi-
krotubularnego systemu, przy czym krdtkie niedo-
krwienie (15 min.) nie wywotuje zadnych uszkodzen
tych struktur [46]. Odbudowa rozerwanej sieci mikro-
tubul w reperfundowanym sercu trwa 1do 3dni, a wiec
pokrywa sie z czasem potrzebnym dla odbudowy
upos$ledzonej czynnosci skurczowej. Mikrotubule wy-
stepujg m.in. w cytoplazmie stanowigc szkielet kom@-
rek i decydujac o ich ksztatcie. Biorg tez udziat
w systemie mikrokrgzenia komdérkowego. Za ich po-
Srednictwem ulegajg przemieszczeniu niektore orga-
nelle komérkowe np. wakuole, rybosomy, a takze
ziarenka pigmentu. Uszkodzenie tych struktur moze
spowodowaé dysfunkcje i dyslokacje organelli wpty-
wajac w ten sposob na funkcje miocytu. Mikrotubule
nie sg trwate i w wielu komdrkach rozpadajg sie
w temperaturze OC lub znikajg po podaniu kol-
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chicyny (np. mikrotubule we wrzecionach miotycznych
i w szkielecie komorkowym). Zwiekszone stezenie jo-
néw wapnia takze powoduje rozpad tych struktur. Na
przykiad Ca2+ przyspiesza depolaryzacje mikrotubul
co wykazano w badaniach in vitro [47], Fosforylacja
tubuliny i/lub biatek zwigzanych z mikrotubulami
przez kinaze biatkowga zalezng od Ca2+ i kalmoduliny,
moze hamowacé polimeryzacje tubuliny [48]. Wykaza-
no, ze podawanie przez 10 min. CaCl2 sercom nie
ischemicznym powoduje niszczenie mikrotubularnej
sieci [46]. Indukowane wapniem rozerwanie mikro-
tubul obserwowano tez w komdrkach nerki matpy
[49] oraz w fibroblastach [50] po mikroinjekcji Ca2+.

W  przypadku krotkotrwatego niedokrwienia,
wzrost stezenia Ca2+ moze aktywowaé neutralne pro-
teazy iprzyczyniac sie do czeSciowej degradacji mikro-
tubul i biatek kurczliwych. Jezeli taka degradacja
rzeczywiscie zachodzi, to otrzymalibySmy odpowiedz
na pytanie dlaczego stunning ulega odwrdceniu niekie-
dy dopiero po uptywie kilku dni, a wiec w okresie czasu
odpowiadajacym szybkosci rekonstrukcji uszkodzo-
nych biatek.

I11. Ztozono$¢ patogenezy serca ogtuszonego

Obserwowane podczas niedokrwienia miesnia ser-
cowego i jego reperfuzji zjawiska wydajg sie byé
konsekwencja catej kaskady zdarzeri takich jak ob-
nizenie pH, wzrost liczby wolnych rodnikdw, zaburze-
nie homeostazy wapniowej, prowadzgcych ostatecznie
do uposledzenia funkcji skurczowej serca. Takze czyn-
niki takie jak katecholaminy, endotelina, trombok-
sanyl i rozne katabolity majg swéj udziat w po-
wstawaniu skutkéw niedokrwienia miesnia sercowego
[51]. Sugerowano np., ze katecholaminy ulegajac
samoutlenieniu mogg dostarczaé elektronéw dla for-
mowania sie¢ wolnych rodnikéw i przyczynia¢ w ten
sposOb do uszkodzenia serca. Nowsze badania wyka-
zaly jednak, ze proces utleniania katecholamin przy
pH odpowiadajgcym warunkom fizjologicznym prze-
biega bardzo wolno, a zatem ich rola w powstawaniu
rodnikow w stanach patologicznych nie jest raczej
duza.

Interesujgce sa obserwacje prowadzone nad en-
doteling — peptydem zwezajagcym naczynia. Wystepu-
je on m.in. w zdrowej tkance serca oraz we Kkrwi.
Niedokrwienie mie$nia sercowego indukuje wzrost
stezenia endoteliny, co z kolei przyczynia sie do
zwiekszenia obszaru tkanki objetej zawatem. Sugeruje
sie, ze dziatanie tego peptydu polega na stymulacji
naptywu Ca2+ do komorek ze Srodowiska zewnetrz-
nego, jak i uwalnianiu jego zapaséw z wewnatrz-
komérkowych magazynow [52], Na przyktadzie miegs-
nia sercowego szczura, w ktérym sztucznie wywotano
zawat przez podwiagzanie na okres 1 godziny lewej

1tromboksany — pochodne 20 weglowych wielonienasy-
conych kwaséw ttuszczowych.
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tetnicy wieficowej i nastepnie 24 godzinng reperfuzje,
wykazano, ze stezenie endoteliny w osoczu krwi i tkan-
ce serca wzrosto 4-7 razy w pordwnaniu z preparatami
kontrolnymi. Neutralizacja endoteliny przeciwciatami,
zredukowata w sposdb istotny rozlegtosé zawatu (43%
redukcja obszaru tkanki objetego zawatem) [53].

Badacze, zajmujacy sie od wielu lat problemem
krotkotrwatego niedokrwienia migsnia sercowego wo-
bec duzej liczby hipotez dotyczacych tego zjawiska,
prébuja okresli¢ jeden zwarty mechanizm przyczyno-
wy obserwowanych przez siebie zaburzeh w ischemicz-
nej komorce. Poznanie takiego mechanizmu umoz-
liwitoby opracowanie odpowiednich dziatarh farmako-
logicznych zmierzajacych do szybkiego przywrécenia
sprawnos$ci miesnia sercowego po okresie jego niedo-
krwienia.

Zebrane w przedstawionym schemacie (Ryc. 1)
obserwowane w sercu po ischemii i reperfuzji zaburze-
nia, ktére zdaniem Bolliego moga prowadzi¢ do
mechanicznej dysfunkcji serca, wskazujg na ztozono$¢
problemu. Jak wynika z przedstawionego schematu,
hipoteza rodnikowa i wapniowa nie wykluczajg sie
wzajemnie. Ostatnie badania wykazaly bowiem, ze
powstawanie wolnych rodnikéw prowadzi do przeta-
dowania komarki wapniem, cho¢ nie wiadomo jeszcze
w jaki sposéb [28].

Zwrécono takze uwage na proces glikolizy przebie-
gajacy bez zaburzen w ciggu pierwszych minut is-
chemii, ktéry jednak hamuja postepujacy wzrost za-
kwaszenia tkankowego, akumulacja NADH, cytrynia-
nu i mleczanu [54, 55]. Ograniczony dostep tlenu nie
jest wystarczajgcy dla utrzymania fosforylacji oksyda-
cyjnej, a pirogronian zamiast wejs¢ do cyklu Krebsa,
przeksztatcany jest do kwasu mlekowego. Beztlenowa

produkcja ATP nie moze sprosta¢é wymaganiom tkan-
kowym. Zatem przedtuzajgce sie niedokrwienie powo-
duje, ze poziom ATP spada, co zapoczgtkowuje serie
szkodliwych dla komérki zdarzen. Glikoliza odgrywa
wazng role w utrzymaniu transbtonowego gradientu
jonéw [56-58], Jej zaburzenie moze spowodowac
wzrost wewngtrzkomorkowego poziomu Ca2+ co
moze by¢ przyczyng p6Zniejszego zaburzenia homeo-
stazy wapniowej. Wolne jony wapnia sg tatwo wy-
chwytywane przez mitochondria, ktére przecigzone
nim nie sg zdolne do produkcji ATP i w krancowych
przypadkach mogg ulega¢ lizie [59]. Ischemia i p6z-
niejsza reperfuzja prowadzi takze do wzrostu produk-
cji wolnych rodnikéw w mitochondriach. Waph jest
aktywatorem wielu komérkowych proteaz i fosfolipaz.
Zatem kolejna szkodliwg konsekwencja jego podwyz-
szonego poziomu jest aktywacja tych enzyméw. Fos-
folipazy uszkadzajg btony komorkowe uwalniajgc
lizofosfolipidy i wolne kwasy ttuszczowe, ktore z kolei
moga inicjowa¢ metabolizm kwasu arachidonowego,
skutkiem czego wzrasta produkcja wolnych rodnikow
hydroksylowych [60]. Wolne rodniki inaktywuja klu-
czowy enzym glikolityczny dehydrogenaze aldehydu-
3-fosforowego [61]. Co ret ti [62] wykazat, ze ha-
mowanie glikolizy pojawia sie rownolegle ze wzrostem
stezenia Ca2+. Wysunat on zatem hipoteze, ze wolne
rodniki hamujg glikolize, co prowadzi do zaburzenia
homeostazy wapniowej, przecigzenia komadrki wap-
niem i ostatecznie dysfunkcji miesnia sercowego.
Ogtuszenie miesnia sercowego jest procesem obej-
mujacym caly szereg zaburzen komdérkowych, miedzy
ktorymi wystepujg wzajemne oddziatywania. Pozna-
nie tego zjawiska jest jednak dotad tylko fragmen-
taryczne, zadna bowiem z dotychczas przedstawio-
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Ryc. 1 Schemat patogenezy poischemicznej dysfunkcji miesnia sercowego zaproponowany przez Roberto Bolliego [28],
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nych hipotez nie wyjasnia go catkowicie. Poniewaz
hipotezy te nie wykluczajg sie wzajemnie, mozna
sadzi¢, ze odnoszg sie one do réznych elementéw tego
samego procesu, prowadzgcego ostatecznie do upo-
$ledzenia funkcji skurczowej serca.

Artykut otrzymano 6 kwietnia 1995 r.
Zaakceptowano do druku 20 kwietnia 1995 r.
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Cytoszkielet komorek miesniowych

The cytoskeleton of muscle cells
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I. Wprowadzenie

Obecnosé w komodrkach miesniowych aparatu skur-
czu, ztozonego z dwoéch biatek podstawowych — ak-
tyny i miozyny, oraz szeregu biatek regulatorowych,
umozliwia zachodzenie wszelkich zwigzanych z ru-
chem procesdw, od przemieszczania sie catych organiz-
mow, do przebiegu réznych proceséw fizjologicznych,
takich jak regulacja ci$nienia i szybkosci przeptywu
krwi, perystaltyka jelit czy skurcze macicy [1]. Spraw-
ne dziatanie aparatu skurczu uzaleznione jest od
witasciwego utozenia i integracji biatek domeny kurcz-
liwej oraz utrzymania ciggtosci i spdjnosci komarki
miesniowej w trakcie wykonywanej pracy. Prowadzo-
ne od lat badania wykazaty, ze funkcje te spetnia
ztozona, dynamiczna, struktura biatkowa cytoszkiele-
tu. Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie
organizacji przestrzennej cytoszkieletu komorek mies-
niowych kregowcow, oraz jego biatkowych skiadni-
kéw i roli jaka spetniaja.

Komorki dwoch réznych typéw tkanki mie$niowej,
miesni poprzecznie prazkowanych (mies$ni szkieleto-
wych i mies$nia sercowego) i miesni gtadkich, znacznie
réznig sie miedzy sobag zaréwno pod wzgledem or-
ganizacji, jak i sktadu biatkowego cytoszkieletu [2-4].
Wysoko zorganizowana, stabilna struktura aparatu
skurczu komdérek miesni poprzecznie prazkowanych
utrzymywana jest przez podporowy cytoszkielet we-

1 Prof. dr hab., Zaktad Biochemii Mies$ni, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa, 2 mgr, Zaktad Biologii Molekularnej,
Instytut Biochemii i Biofizyki, ul. Pawinskiego 5A, 02-106
Warszawa
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wnetrzny, ztozony z elastycznych filamentéw tytyno-
wych (miesnie szkieletowe, miesien sercowy) i filamen-
tow nebulinowych (miesnie szkieletowe) oraz cyto-
szkieletu zewnetrznego (na zewnatrz aparatu skurczu)
ztozonego z filamentéw posrednich. Mniej uporzad-
kowany aparat skurczu komodrek miesni gtadkich nie
zawiera biatek podporowych, a jego architekture
utrzymuje cytoszkielet zewnetrzny utworzony przez
filamenty posrednie i cytoszkieletowe filamenty ak-
tynowe oraz biatka z nimi zwigzane. W obydwu typach
miesni cytoszkieletowe filamenty tacza sie z dyskami
Z zwanymi rowniez liniami lub prazkami Z, lub
odpowiadajgcymi im ciatkami gestymi, i z cytoszkiele-
tem podbtonowym co zapewnia integralno$¢ mechani-
czng komérek mieSniowych.

1. Organizacja cytoszkieletu réznego typu
miesni
I1-1. Cytoszkielet wewnetrzny i zewnetrzny

aparatu skurczu
I1-1.I. Miesnie poprzecznie-prazkowane

Wewnetrzny cytoszkielet podporowy filamentow
miozynowych i aktynowych aparatu skurczu mieéni
poprzecznie prazkowanych tworzg filamentowe struk-
tury nierozpuszczalnych, wysokoczasteczkowych bia-
tek tytyny (konektyny) i nebuliny [5, 6].

Tytyna tworzy tzw. filamenty elastyczne, ktore,
zakotwiczone w dysku Z (prawdopodobnie poprzez
a-aktynine), przebiegaja przez potowe sarkomeru
wzdiuz prazka i A, itgczg sie zling M (prawdopodob-
nie poprzez biatko 190 kDa i miomezyne) [7-12]
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Ryc. 1 Schemat sarkomeru miesni poprzecznie prazkowanych pokazujacy w sposdb uproszczony organizacje struktur komoérkowych
cytoszkieletu iaparatu skurczu, a takze biatek zwigzanych z dyskiem Z (wg Vigoreaux [61]). Z i M obszary sarkomeru o wigkszej
gestosci optycznej zwane odpowiednio dyskiem Z i linig M. A, prazek anizotropowy; I, prazek izotropowy; SR, sarkoplazmatyczne

retikulum; T, kanalik systemu poprzecznego.

(Ryc. 1). Filamenty tytynowe wigzg sie z pateczkowatg
cze$cig czasteczek miozynowych na catej dtugosci fila-
mentu miozynowego, a takze z biatkami C i 86 kDa,
ktore sg zwigzane z filamentami miozynowymi [13, 14].
Stad tylko odcinek tytynowego filamentu w prazku
I wykazuje duzg elastycznos¢ [15, 16]. Tytyna pojawia
sie we wczesnym etapie miofibrylogenezy i bierze w niej
czynny udziat okreslajgc dtugos¢ filamentéw miozyno-
wych iich organizacje [17-19]. W migéniach dojrzatych
odpowiada za naprezenie witokien w stanie spoczynku,
a takze stabilno$¢ rozmieszczenia filamentéw miozyno-
wych podczas skurczu mieéni [20-22].

Tytyna stanowi 8-12% biatek mieséni szkieletowych
i serca [23], ma forme wydtuzonej pateczki (o dtugosci
900 nm i $rednicy 3-4 nm) [11], a jej masa czastecz-
kowa wynosi 2500 kDa [24]. CzeSciowa sekwencja
aminokwasowa tytyny z miesni szkieletowych krolika
ujawnita, ze czasteczka tego biatka zbudowana jest
zdwoch rodzajéw domen z ktérych kazda sktada sie ze
100 reszt aminokwasowych powtarzajgcych sie na
catej dtugosci biatka [25, 26]. Pierwsza z domen
wykazuje podobienstwo do domeny typu Ill fibronek-
tyny, druga, do regionéw C-2 immunoglobuliny. Oby-
dwie te domeny utozone sg w powtarzajgcg sie 11-
domenowa sekwencje, ktdra jest odbiciem powtarzaja-
cych sie regionow helikalnych w filamentach miozyno-
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wych [26]. Gtownym elementem struktury 1Urzedo-
wej tytyny jest struktura @[27, 28].

Biatka o analogicznej do tytyny strukturze i funkcji
znaleziono takze w miesniach szkieletowych szeregu
bezkregowcoéw. Jednym z nich jest twiczyna, biatko
0 masie 670 kDa wystepujace u przedstawiciela nicienia
Caenorhabditis elegans. Podobnie jak tytyna, twiczyna
zawiera utozone w sposob powtarzalny domeny biat-
kowe zblizone sktadem aminokwasowym do domen
immunoglobulin i fibronektyny [29, 30]. Ze wzgledu na
mniejszg dtugos¢ czasteczki (w poréwnaniu z tytyna),
twiczyna taczy dysk Z z koricem filamentéw miozyno-
wych, nie wchodzac w obszar pragzka A [31, 32].
Przypuszcza sie, ze podobnie jak tytyna, odgrywa ona
role w regulacji aktywnos$ci miozyny [29, 33].

Innym biatkiem, ktére odgrywa zblizong do tytyny
role u organizmow bezkregowych jest projektyna [31,
34], zwana rowniez mini-tytyng [28, 32] o masie
600-700 kDa, wystepujgca w miesniach szkieletowych
latajacych owadow.

Nebulina tworzy filamenty nierozciagliwe, ktore
zakotwiczone sg w dysku Z i przebiegajg wzdtuz
filamentéw aktynowych [7, 8, 10, 35] (Ryc. 1). Ich
wystepowanie ograniczone jest do miesni szkieleto-
wych [36, 37], Nebulina ma mase 600-900 kDa i jest
najdtuzszym (okoto 1 pm) z poznanych dotad biatek

POSTEPY BIOCHEMII 41(3), 1995



wigzacych aktyne [35, 37]. Jej gtéwng funkcjg jest
stabilizacja i regulacja dtugosci filamentéw aktyno-
wych, o czym Swiadczy Scista wspotzaleznos¢ dtugosci
filamentéw aktynowych i filamentéw nebulinowych
[38, 39],

Czasteczka nebuliny sktada sie z dwustopniowo
utozonych powtarzajgcych sie domen [40,41]. Pierwszy
35-aminokwasowy motyw powtarza sie wiecej niz 200
razy wzdtuz czasteczki, drugi wystepuje wewnatrz tych
powt6rzen w odstepach 245 reszt aminokwasowych co
odpowiada siedmiokrotnemu powto6rzeniu jednostki
35-aminokwasowej [39, 42]. Przypuszcza sig, ze te
jednostki sekwencji tworzg wiele (100-200) miejsc wigza-
nia aktyny wzdtuz czasteczki nebuliny [38, 39], W ten
sposOb powstaje podobny do zamka biyskawicznego
filament aktynowo-nebulinowy [43]. Przy zalozeniu, ze
nebulina przyjmuje strukture helikalng i 35-amino-
kwasowa jednostka wigze 1monomer aktyny, zapropo-
nowano hipotetyczny model budowy kompleksu F-ak-
tyna-nebulina in vivo. Wskazuje on, ze dwa filamenty
nebuliny usytuowane sag w rowkach podwdjnej spirali
filamentu aktynowego [44]. Badania sklonowanych
fragmentéw nebuliny ludzkiej wykazaly jednak, ze
biatko to in vitro fatwiej wytwarza struktury @ niz
strukture helikalng [45]. Nie mozna jednak wykluczyé
konformacyjnych zmian w czasteczce nebuliny pod
wpltywem wigzanie filamentéow aktynowych.

Ostatnie badania wskazujg, ze nebulina w migsniach
szkieletowych, podobnie jak kaldesmon w migéniach
gtadkich [46], moze odgrywac role w zaleznej od Ca2+
regulacji skurczu. Przemawia za tym hamowanie ak-
tywnosci ATPazy aktomiozynowej iruchu filamentéw
aktynowych wobec immobilizowanych czasteczek
miozyny przez fragment kofica N nebuliny. Fragment
ten wykazuje silne powinowactwo nie tylko wobec
aktyny ale i wobec miozyny i usytuowany jest w sar-
komerze dystalnie w stosunku do dysku Z, tj w miejscu
oddziatywania filamentow aktynowych z miozynowy-
mi [47]. Hamowanie tych proces6w w obecnosci Ca2+
jest znoszone przez kalmoduline.

Jednym z gtéwnych elementow witoknistych cyto-
szkieletu zewnetrznego wszystkich typéw mieséni jest
biatko zwane desming [48] (lub szkieletyng [2, 49])
tworzace sie¢ filamentow posrednich o $rednicy okoto
10 nm [50]. Masa czgsteczkowa desminy z rdznych
komdrek miesniowych waha sie od 52 do 55 kDa [2,
48]. Wszystkie jej izoformy sg w wysokim stopniu
homologiczne: niewielkie jedynie réznice w sktadzie
aminokwasowym sprawiajg, ze np. desmina pochodzg-
ca z komorek miesni ssakbw ma charakter silniej
kwasowy niz desmina wyizolowana z komérek miesni
ptakéw [51]. Desmina, podobnie jak inne biatka
tworzace filamenty posrednie, skiada si¢ z centralnej,
konserwatywnej domeny helikalnej (47 nm), ktéra
dzieki powtarzalnos$ci siedmiu hydrofobowych reszt
aminokwasowych wytwarza dwuniciowe superhelikal-
ne segmenty, i dwu domen kofAcowych [52]. RoOznice
w sekwencji domeny konica N determinujg wystepowa-
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nie izoform desminy. Wykazano, ze trzon filamentow
posrednich o $rednicy 8-9 nm stanowig superhelikalne
segmenty, a domeny koncowe wysuniete sg na zewnatrz
zwiekszajgc w ten sposob $rednice filamentéw [53].

Gtowng funkcjg filamentow desminowych jest
utrzymywanie przestrzennej organizacji sktadnikéw
komérkowych podczas cyklu skurczowo-rozkurczo-
wego miesni, ale jako elementy elastyczne odpowia-
daja, podobnie jak filamenty tytynowe, za naprezenie
spoczynkowe mieéni [54]. Sciste upakowanie miofib-
ryli sprawia, ze w migéniach poprzecznie prazkowa-
nych dorostych zwierzat filamenty desminowe sg pra-
wie niewidoczne [55], W trakcie miogenezy miesni
poprzecznie prazkowanych mozna obserwowac zmia-
ny w ich organizacji i strukturze. Poczatkowo sg
rozproszone w cytoplazmie i dobrze widoczne, w trak-
cie dalszego rozwoju komérki miesniowej nastepuje
ich kondensacja w obrebie nowopowstatych dyskow
Z i na koniec wytwarzajg sie¢ filamentéw biegnaca
w poprzek widkna miesniowego taczaca dyski Z kolej-
nych sarkomeréw wzdtuz miofibryli [56]. Filamenty
desminowe tgczg takze dyski Z z btong plazmatyczng
oraz innymi btonowymi strukturami komaérki poprzez
wysokoczgsteczkowe biatka: synemine (230 kDa) [57],
paranemine (280 kDa) [58] i plektyne (300 kDa)
(Ryc. 1) [59],

Organizacja strukturalna dyskow Z, a takze ich
sktad biatkowy w miesniach poprzecznie prazkowa-
nych jest rézny w zaleznosci od rodzaju widkien
miesniowych oraz od gatunku zwierzat [60, 61]. We
wszystkich mie$niach poprzecznie prazkowanych dys-
ki Z bogate sg w a-aktynine i penetrowane przez
filamenty aktynowe pochodzace z sasiednich sarkome-
row, sieciowane na poziomie dyskow Z przez a-
aktynine [60], Obok a-aktyniny w dyskach Z mieéni
szkieletowych kregowcoéw wystepuje takze wiele in-
nych biatek, takich jak Z-nina [62], biatko 220 kDa
[63], biatko Z [64], amorfina [65], zeugmatyna [66],
Eu-aktynina [67], biatko 32 kDa [68] oraz Cap Z,
biatko sktadajgce sie z dwdch podjednostek (32 i 36
kDa), ktore blokuje wzrastajgce konce filamentow
aktynowych [69]. W dysku Z poprzecznie pragzkowa-
nych miesni bezkregowcdw wystepuja specyficzne biat-
ka: ketyna [70] oraz biatka Z (400/600) [71], Z(210)
[72] i Z(175) [73]. Charakterystyke molekularng wy-
mienionych biatek iich wystepowanie podano w tabeli
1 Doktadnego rozmieszczenia poszczeg6lnych biatek
w dysku Z jeszcze nie poznano, ale wiadomo, ze jedne
tworzg trudne do ekstrakcji struktury filamentowe,
a inne fatwo rozpuszczalng amorficzng matriks wypet-
niajgca przestrzen miedzy filamentami [74]. Wyniki
badaA mechanicznych pokazujg, ze dysk Z nie ulega
deformacji podczas biernego rozciggania miesni, nato-
miast podlega struturalnym zmianom w odpowiedzi
na aktywne naprezenie. Wyniki te sugerujg, ze dysk
Z zbudowany jest z dwu domen [75]. Jedna z domen
dziata jako sktadnik aparatu skurczu, a druga, sztyw-
niejsza jako sktadnik cytoszkieletu.
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Tabela 1.
Strukturalne biatka dysku Z.

Masa czasteczkowa (kDa)

Biatko
Podjednostka Natywne biatko

Aktyna 42 filament
a-aktynina 94-103 homodimer
Amorfina 85 85
Capz 32 (a) al3-heterodimer

36 (B)
Eu-aktynina 42 homodimer (?)
Ketyna 500 ?

700
220000 220 220 (?)
32 kDa 32 32 (?)
Zeugmatyna 500-1000 2x500-1000
Z(210) 210 ?
Z(400/600) 400 ?

600
Z(175) 175 ?

158
Z-nina 300-400 ?
Biatko Z 55 4x55

11-1.2. Migsnie gtadkie

W przeciwienstwie do mies$ni poprzecznie prazko-
wanych, ktorych aparat skurczu ma bardzo regularna,
sarkomeryczng budowe, precyzyjna organizacja fila-
mentéw miozynowych i aktynowych aparatu skurczu
mieéni gtadkich nie zostata jeszcze wyjasniona [76-78].
Badania ultrastrukturalne pozwolity w komdrce mie-
$ni gtadkich rozr6zni¢ tzw. domene kurczliwg i dome-
ne cytoszkieletowg [78, 79] (Ryc. 2). Wewnatrz dome-
ny kurczliwej nie zidentyfikowano dotychczas ani
filamentow elastycznych tytyny, ani nebuliny, co pozo-
staje w zgodzie ze znacznie mniej regularng organiza-
cjg aparatu skurczu miesni gtadkich. Domene cyto-
szkieletowg tworzy sie¢ filamentéw posrednich bieg-
ngca wzdtuz diugiej osi komarki tgczgca elektronowo
geste struktury cytoplazmatyczne (ciatka geste) i bto-
nowe (ptytki geste) oraz cytoszkieletowe filamenty
aktynowe [80, 81].

Gtownym sktadnikiem filamentéw posrednich
w wiekszo$ci komadrek miesni gtadkich (migénie zotad-
koéw ptakow [49, 82], mieSnie macicy i zotagdkow
ssakéw [49, 51]), podobnie jak miesni poprzecznie
prazkowanych, jest desmina. Jednakze, w innych mies-
niach gtadkich (miesnie $Scian naczyn krwionosnych
organizmow wyzszych, w tym takze cztowieka) za-
miast desminy filamenty pos$rednie tworzy wimentyna
[83, 84]. To biatko o masie 52 kDa ma strukture
podobng do desminy [85-87] i moze z nig wytwarzac
kopolimerowe filamenty posrednie [88]. Miejscem
odpowiedzialnym za bezposrednie potaczenie filamen-
téw posrednich z domeng kurczliwg sg cytoplazmaty-
czne owalne ciatka geste regularnie rozmieszczone
w cytoplazmie, bedace odpowiednikami dyskéw
Z w miesniach poprzecznie prazkowanych [78]. Sg one
bogate w a-aktynine (110 kDa), ktora dzieki tworzeniu
dimerow taczy filamenty aktynowe w wiazki i przymo-
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Wystepowanie PiSmiennictwo

wszystkie typy miesni [60, 61]
wszystkie typy miesni [60, 89]
mies$nie szkieletowe [65]
miesnie szkieletowe i sercowy [69]
mieénie szkieletowe i sercowy [67]
mies$nie skrzydet i n6g owadoéw [70]
mies$nie szkieletowe [63]
miesnie szkieletowe [68]
wszystkie typy miesni [66]
miesnie skrzydet Drosophila [72]
wszytkie miesnie owaddow [71]
miesnie skrzydet pszczoty [73]
miesnie szkieletowe [62]
miesnie szkieletowe [64]

cowuje je do ciatek gestych [89]. Wykazano, ze miejsce
wigzania aktyny znajduje sie w koricu N czasteczki
a-aktyniny, podczas gdy region C-koncowy jest od-
powiedzialny za jej zdolno$¢ do tworzenia dimeréw
[90]. Innymi zidentyfikowanymi dotychczas sktad-
nikami biatkowymi odpowiedzialnymi za organizacje
struktury ciatek gestych sa kalponina [91] i zeug-
matyna [66].

Mimo Scistego potgczenia z ciatkami gestymi, fila-
menty posrednie nie decyduja o ich przestrzennym
rozmieszczeniu w komorce. W komdrce skrdconej
obserwuje sie in vitro regularnie utozone szeregi ciatek
gestych mimo zaburzenia organizacji filamentow po-
$rednich [78], co wskazuje, ze pozycja ciatek gestych
jest wymuszona przez aparat skurczu. Z filamentami
posrednimi zbudowanymi zar6wno z desminy, wimen-
tyny jak iz obu tych biatek zwigzane s3: wysokoczas-
teczkowe biatko synemina (230 kDa) [57] i epinemina
(44 kDa) [92]. Funkcja tych biatek nie zostata jeszcze
poznana.

Oprocz filamentéw posrednich cytoszkielet miesni
gtadkich tworzg filamenty aktynowe, ktore ro6znig
sie of filamentéw aktynowych aparatu skurczu tym,
ze tworzy je cytoplazmatyczna izoforma P-aktyny,
a nie izoformy a iy, charakterystyczne dla filamentow
aktynowych domeny kurczliwej [93]. Z cytoszkie-
letowymi filamentami aktynowymi zwigzane sg dwa
biatka wigzace aktyne isieciujace filamenty aktynowe,
wysokoczgsteczkowa filamina (250 kDa) [78, 94] i ni-
skoczgsteczkowa kalponina (32 kDa) [91, 95]. Ta
sie¢ filamentéw aktynowych wypetnia przestrzen mie-
dzy filamentami posrednimi, a takze wystepuje w re-
jonach potgczen typu adhezyjnego (adherens junction)
(Ryc. 2). Miejscem zakotwiczenia filaminowo-kalpo-
ninowo-aktynowej sieci, podobnie jak sieci filamentéw
posrednich, sa ciatka geste i piytki geste [91, 94].
W ten spos6b cytoszkielet komoérkowy potgczony
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Ryc. 2 Schematyczna ilustracja organizacji cytoszkieletu i aparatu skurczu miesni gtadkich (wg Smal I1'a i inn. [4]).

jest z aparatem skurczu i powierzchnig komorki. Taka
organizacja przeciwdziata nadmiernemu rozcigganiu
iskracaniu domeny kurczliwej miesni gtadkich. Dowo-
dem na to jest zwiekszenie liczby filamentéw posred-
nich i filaminy w odpowiedzi na eksperymentalnie
indukowane zwezenie jelita [96] lub rozszerzenie na-
czyh krwiono$nych [97] czy pecherza moczowego
[98].

I11. Cytoszkielet podbtonowy komorek
miesniowych

I11-1.1. Miesnie szkieletowe

W btonie plazmatycznej komdrek mieSniowych mo-
zna wyrdézni¢ dwa rodzaje na przemian wystepujacych
obszardw; tylko wjednym z nich znajdujg sie miejsca
zakotwiczenia filamentow posrednich i filamentéw
aktynowych [99]. W przypadku mie$ni poprzecznie
prazkowanych ten region stanowig potgczenia miesni
ze Sciegnami (miesnie szkieletowe) oraz potgczenia
sgsiadujacych ze sobg komorek (wstawki) (intercalated
disks) (miesien sercowy) [4] (Ryc. 3). Biatka cyto-
szkieletu podbtonowego biorg ponadto udziat w wy-
twarzaniu synaps nerwowo-mie$niowych, a takze po-
taczen miedzy miofibrylami i sarkolemma.

Powigzanie miofibryli z sarkolemmag miesni szkie-
letowych poprzez filamenty posrednie i filamenty
aktynowe przebiega na poziomie peryferyjnych dy-
skow Z [100]. W sk#ad tych podbtonowych potgczen,
o charakterze potgczen adhezyjnych, wchodzg biatka:
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talina [101], winuklina [100, 102], spektryna [102-
104], ankiryna [105] i acykulina [106] (Tab. 2).
Biatka te sg badZ skumulowane w regularnych od-
stepach w postaci poprzecznych linii wzdtuz btony,
badz tworzg kostamery [100]. Przypuszcza sig, ze
istnieje rowniez potaczenie podbtonowego cytoszkie-
letu z linig M peryferyjnych miofibryli [107], chociaz
skfadnikéw struktur tgczacych jeszcze nie zidenty-
fikowano.

Powszechnie wystepujacym sktadnikiem cytoszkie-
letu podbtonowego migsnijest dystrofina, biatko o ma-
sie 400 kDa stanowigce okoto 5% puli biatek cyto-
szkieletu podbtonowego miesni szkieletowych, ktdre
nadaje sprezysto$¢ btonie komorkowej podczas cyklu
skurczowo-rozkurczowego [108]. Czgsteczka dystro-
finy o dtugosci 125 nm [109] skiada sie z czterech
domen: domeny N-konca wigzacej aktyne (homo-
logicznej do konserwatywnych miejsc wigzacych ak-
tyne a-aktyniny i spektryny [110]), dtugiej domeny
helikalnej (o powtarzalnosci reszt aminokwasowych
podobnejjak w spektrynie), bogatej w cysteine domeny
wigzacej jony wapnia i domeny C-koncowej [111].
Kompleks dystrofin-aktyna uczestniczy w tworzeniu
podbtonowego cytoszkieletu i jest prawdopodobnie
odpowiedzialny za utrzymanie stabilno$ci btony ko-
moérkowej [112]. Dystrofina wiagze si¢ rowniez z biat-
kami btonowymi i w ten sposéb wytwarza potaczenie
miedzy wewnatrzkomérkowymi filamentami aktyno-
wymi i zewnatrzkomdrkowg matriks w obszarach
btony komdrkowej, w ktdrych brak jest potgczen typu
adhezyjnego [113].
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Ryc. 3 Podbtonowy cytoszkielet komorek migsni réznego typu (wg Sma 11’a iinn. [4]). Z — potaczenie z dyskiem Z, M — potaczenie z linig M.

Powigzanie widkno mieSniowe-Sciegno nastepuje
poprzez filamenty aktynowe, wychodzace z koricowe-
go dysku Z miofibryli [114,115] (Ryc. 3). W po#aczeniu
ich ze $ciegnem biorg udziat dwa biatka cytoszkieletu
podbtonowego talina i winkulina [91, 116], oraz
ulokowane w poprzek btony plazmatycznej — integ-
ryny, ktére zapewniajg potaczenie z biatkami matriks
btony podstawnej: lamining i proteoglikanami [117].
Potgczenie widkno miesniowe-Sciegno wzmacnia dys-
trofina, ktora skumulowana jest w fatdach sarkolem-
my i bierze prawdopodobnie udziat w przekazywaniu
naprezenia z filamentéw aktynowych poprzez btone
komérkowa do Sciegna [116]. Ostatnio udowodnione
oddziatywanie dystrofiny z taling moze stuzy¢ dodat-
kowemu potgczeniu cytoszkieletu podbtonowego (po-
przez integryny) z biatkami zewngtrzkomorkowej mat-
riks [118].

W odrdznieniu od potgczenia widkna migsnia szkie-
letowego ze Sciegnem, ktdre jest miejscem specyficz-
nego wigzania filamentdw aktynowych, wstawki ko-
morek miesnia sercowego posiadajg rdwniez domeny
zakotwiczenia filamentéw posrednich (typu desmoso-
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malnego i typu potgczen adhezyjnych) [119] (Ryc. 3).
W skiad tych domen wchodzi szereg dodatkowych
biatek, charakterystycznych dla potaczen miedzyko-
modrkowych, takich jak: tenuina [120], radiksyna
[121] i biatko 220 kDa [122] (Tab. 2).

Biatka cytoszkieletu podbtonowego miesni szkiele-
towych sg rbwniez zaangazowane w tworzenie synaps
nerwowo-miesniowych. Btona postsynaptyczna tych
potagczen posiada dwa rodzaje domen: domeny ob-
fitujagce w receptory acetylocholinowe (AChR), ktére
potozone sg blisko zakonczern komorek nerwowych,
i domeny pozbawione tych receptoréw, wpuklone do
wnetrza komorki mieSniowej [123]. Nagromadzanie
AChR w btonie postsynaptycznej zachodzi pod wpty-
wem biatka btony podstawnej, agryny (o masie 220
kDa) [124, 125]. W mechanizmie nagromadzania
AChR i/lub stabilizacji wytworzonych agregatéw bio-
rg rowniez udziat biatka cytoszkieletowe wigzgce
AChR: biatko o masie 43 kDa (na ktérego agregatach
tworzg sie mikroagregaty AChR) [126, 127], utrofina,
biatko homologiczne do dystrofiny o masie 300 kDa,
specyficzne dla synaps nerwowo-miesniowych dojrza-
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Tabela 2.

Strukturalne biatka cytoszkieletu podbtonowego komdrek migsniowych i ich wystepowanie.

Cytoszkielet podbtonowy

miesnie szkieletowe migdnie szkieletowe isercowy miesien
sercowy

Biatko potacze- synapsa dysk Z  kosta- sarko-
nie mie- nerwo- mer lemma
sien wo-mie-
-$ciegno  $niowa
Aktyna + + +
Winkulina
Metawinkulina
a-aktynina + +
Talina + + +
Filamina +
Kalponina
Radiksyna
Tenuina
220 kDa
Zeugmatyna
Desmina
Plektyna
Dystrofina +
Utrofina +
Spektryna + +
Ankiryna + +
Integryna +
Kadheryna
AChR +
43 kDa +
58 kDa + +
Acykulina + + +

tych miesni szkieletowych [128] (ktére sprzyja wzros-
towi agregatéow AChR [126]), glikoproteina podbto-
nowa (syntrofina), o masie 58 kDa [129] oraz gliko-
proteiny btonowe zwiazane z utrofma, homologiczne
do tych, ktére wigzg dystrofine [111]. Agryna wigze sie
w sposéb zalezny od jonéw wapnia z zewnatrzkomér-
kowym a-dystroglikanem (156 kDa) i poprzez gliko-
proteiny btonowe tgczy utrofinowy cytoszkielet z ze-
wnatrzkomaérkowg matriks synapsy [130]. W rejonie
btony postsynaptycznej w komdrkach miesni poprze-
cznie prazkowanych, zaré6wno u form embrionalnych
jak i noworodkéw kregowcow, stwierdzono obecnos$é
biatek: winkuliny, a-aktyniny i filaminy [131], co
pozwala sadzi¢, ze biatka te, podobnie jak agryna,
moga bra¢ udziat w procesie réznicowania synaps
nerwowo-miesniowych. Przypuszcza sie, ze a-aktynina
i winkulina biorg udziat w potgczeniu sktadnikéw
zewnatrzkomérkowej matriks z wewnatrzkomorko-
wymi filamentami aktynowymi [132], natomiast Fila-
mina poprzez sieciowanie filamentow aktynowych
stabilizuje to potaczenie [133]. Oprécz wymienionych
biatek w rejonie synaps nerwowo-mie$niowych obecne
sg réwniez talina [134], spektryna (izoforma f3 [135]
i dystrofina (obecna w miejscach wpuklonych btony
postsynaptycznej) [124, 136] oraz ankiryna [137],
posredniczagce w kontaktach miedzy biatkami cyto-
szkieletu i zewnatrzkomdérkowg matriks (Tab. 2).
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wstawka potacze- caueolae  plytki

mie$nie gtadkie

PiSmiennictwo
nie ad- geste
hezyjne

[4, 99]
[100, 102, 132]
[140]
[89, 90, 99, 110, 132, 139]
[89, 101, 139]
[89, 133, 139]
+ [91, 95]
[121]
[120]
[122]
+ + [66]
[2, 48]
+ + [59]
+ [108, 111, 112, 136]
[128]
[102-104, 135]
[105, 137]
+ [117, 142]
+ [141]
[123]
[126, 127]
[129]
+ [106]

+ o+ o+ o+
+ o+ + 4+ o+ o+
+

+

+ o+ o+ o+ o+ o+

111-1.2 Migénie gtadkie

W miesniach gtadkich podbtonowe potaczenia z fila-
mentami aktynowymi cytoszkieletu sg wytwarzane na
catej dtugosci btony komdrkowej przez na przemian
usytuowane ptytki geste (nalezace do typu potaczen
adhezyjnych) i pecherzykowate wpuklenia sarkolem-
my (caneolae) [ 138] (Ryc. 3). Pierwsze z nich zawierajg:
a-aktynine, filaminge winkuline, taline [89, 139] oraz
dodatkowo metawinkuling [140] i kalponine [91]
(Tab. 2) i sa typowymi miejscami przymocowania
filamentéw aktynowych do btony komdrkowej po-
przez ulokowane w poprzek btony plazmatycznej
biatka, kadheryny [141] i integryny [142]. Skiad-
nikiem drugich jest dystrofina réwniez wigzaca cyto-
plazmatyczne filamenty aktynowe [136], Cytoplaz-
matyczne filamenty posrednie przytgczajq sie do ptytek
gestych prawdopodobnie poprzez plektyne [59],

I1l. Uwagi koncowe

Mimo stosunkowo krétkiej, bo 20 letniej, historii
badan cytoszkieletu komdrek mie$niowych uzyskano
juz bardzo wiele cennych informacji dotyczgcych jego
architektury, skiadu biatkowego i funkcji. Rozwdj
metod mikroskopowych m.in. przez zwiekszenie kont-
rastu w mikroskopii optycznej przy pomocy techniki
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wideo oraz zwigkszenie rozdzielczo$ci mikroskopii
fluorescencyjnej [143], przyczynit sie do znacznego
postepu w badaniach organizacji cytoszkieletu komé-
rek miesniowych, jego dynamiki i powigzah z apara-
tem skurczu. Rozpoczeto badania nad rolg poszczeg6l-
nych sktadnikow biatkowych w funkcjonowaniu cyto-
szkieletu metodami genetyki molekularnej. Dotych-
czasowe badania przeprowadzono wytacznie przy uzy-
ciu miesni bezkregowcéw (C. elegans i Drosophila).
Analiza mutantéw, ktére powoduja zaburzenia w pra-
cy mieé$ni wykazata na przyktad, ze mutacja kodujace-
go winkuline genu debl powoduje paraliz C. elegans
wywotany dezorganizacjg miesni. Moze by¢ on cof-
niety po wstrzyknieciu do migéni genu winkuliny typu
dzikiego [144]. Mutacje w Drosophila, ktorych wyni-
kiem jest zablokowanie lub redukcja syntezy ot-ak-
tyniny, powodujg niezdolno$¢ mutantow do latania
[145]. Ich miesSnie majg zaburzong organizacje sar-
komerow, szczegdlnie na poziomie dyskdw Z i linii M.

Cytoszkielet jest strukturg dynamiczng, ulegajaca
ciggtej reorganizacji w zaleznosci od stanu fizjologicz-
nego miesni. Czynnikami determinujgcymi reorgani-
zacje cytoszkieletu mogg by¢ procesy modyfikacji,
badz degradacji jego biatkowych sktadnikéw. Jakkol-
wiek zarowno tytynajak i nebulina ulegajg fosforylacji
(in vivo) [146], jej wptyw na strukture tych biatek nie
zostat dotychczas opisany. Fosforylacja wimentyny (in
vitro), przy udziale kinazy zaleznej od cyklicznego
AMP lub kinezy biatkowej C [147], powoduje rozpad
jej filamentéw [147]. Desmina i wimentyna ulegaja
ponadto degradacji in situ przez zalezng od jondw
wapnia obojetng proteaze, kéra odcina 9 kDa peptyd
konca N czasteczek obu biatek [148]. Degradacja ta
wywotuje defekty w strukturze filamentéw i przypusz-
cza sie, ze ma ona znaczenie funkcjonalne.

W wielu chorobach mie$niowych obserwuje sie
zaburzenia struktury cytoszkieletu. Na przykiad,
w niektérych kardiomiopatiach obserwuje sie nad-
mierng akumulacje desminowych filamentéw w mies-
niu sercowym [149]. Hypertrofia komdrek miegéni
gtadkich réwniez charakteryzuje sie przyrostem liczby
filamentéw posrednich oraz filaminy [97, 98]. Skiad
filamentow posrednich iizoform aktyny postuzyt diag-
nozowaniu réznych nowotworéw tkanek miekkich,
ktérych obraz histologiczny jest taki sam [150].

Mutacje lub delecje genu ludzkiej dystrofiny prowa-
dza do progresywnej degeneracji miesni o réznym
stopniu natezenia, od stosunkowo tagodnych przypad-
kéw chorobowych dystrofii typu Beckera (BMD) do
bardzo ostrych form dystrofii typu Duchenne’a
(DMD) [151]. Ostatnio wykazano, ze dystrofia o ob-
jawach klinicznych posrednich (pomiedzy BMD
i DM D) wywotana jest delecjg 53% tancucha polipep-
tydowego dystrofiny w regionie jego korica N wigzgce-
go aktyne [152], co moze sugerowac, ze jest on
niezbedny dla prawidtowej funkcji dystrofiny. Inne
badania wskazujg na istotne znaczenie regionu korca
C dystrofiny (domeny bogatej w cysteine i pierwszej
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potowy domeny C konca), ktdry oddziatuje z btono-
wym kompleksem glikoprotein i w ten sposdb igczy
sarkolemme z zewnatrzkomérkowa matriks [111].
Wystepujaca u niektérych pacjentow z DMD, dys-
trofina bez konca C wykazuje prawidtowg lokalizacje
w sarkolemmie [153]. Jednakze zawarto$¢ glikoprote-
in btonowych z nig zwigzanych ulega dramatycznemu
obnizeniu, co z kolei jest prawdopodobnie przyczyng
naptywu jonow wapnia do komarki miesniowej [154]
i degradacji biatek przez zalezne od jonéw wapnia
proteazy [155, 156].

Artykut otrzymano 13 marca 1995 r.
Zaakceptowano do druku 20 kwietnia 1995 r.
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Biatko MAP-2 ijego rola w wielu przejawach plastycznosci
| stanach patologicznych w osrodkowym uktadzie 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*

Spis tresci:

l. Wprowadzenie

Il.  lzoformy, wystepowanie, funkcja
I11. Budowa czgsteczki

IV. Procesy fosforylacji

V. MAP-2 w zjawiskach plastycznych
VI. MAP-2 w zjawiskach patologicznych
VIl. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétow: MAPs — biatka zwigzane
z mikrotubulami (ang. microtubule associated proteins);
NMDA — kwas N-metylo-D-asparaginowy; APV — kwas
5-aminofosfonowalerianowy; CNOX — 6-cjano-5-nitrochi-
noksalino-2,3-dion; cAM P — cykliczny adenozynomonofos-
foran; PKA — kinaza biatkowa A (ang. protein kinase A);
PKC — kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C); CaM I
— kinaza biatkowa Il zalezna od wapnia/kalmoduliny; LTP
— diugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term
potentation); CS2 — siarczek wegla.

I. Wprowadzenie

W osrodkowym uktadzie nerwowym pod wpltywem
rozmaitych czynnikéw moze dochodzi¢ do zmian
plastycznych, ktore polegaja na reorganizacji potgczen
miedzyneuronalnych lub zmianie ich efektywnosci
(zwiekszenie lub zmniejszenie sity synaps). Wydaje sie
oczywiste, ze podstawa zmian o charakterze morfo-
logiczno-anatomicznym sg procesy, jakim podlegajg
elementy szkieletowe komorki nerwowej. W skiad
cytoszkieletu neuronu wchodzg widkna trzech pod-
stawowych rodzajéow; mikrotubule, neurofilamenty
i mikrofilamenty aktynowe. Jak dotad najlepiej po-
znano mikrotubule, struktury nadajgce ksztatt komor-
kom iwypustkom nerwowym oraz warunkujgce trans-
port substancji wewnatrz wypustek komorek nerwo-
wych. Naturalng wiasciwoscig mikrotubul jest ich
labilno$¢. Mikrotubule zbudowane sg z tubuliny wy-

* Mgr, Zaktad Neurofizjologii, Instytut Biologii DoSwiad-
czalnej PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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stepujacej w postaci dimeréw, ktére tworzag Sciane
mikrotubuli. W komérkach nienerwowych mikrotu-
bule znajduja sie w stanie ,,dynamicznej niestabilnosci”
(ang. dynamie instability), tzn. na przemian rosng lub
kurczg sie w wyniku procesow polimeryzacji i depoli-
meryzacji. W cytoszkielecie neuronéw mikrotubule sg
zwigzane z biatkami towarzyszacymi (microtubule-
associated proteins, MAPSs), ktore regulujg dynamike
tych przemian i tym samym mogg w pewnym stopniu
stabilizowa¢ mikrotubule. MAPs ponadto tworzg mo-
stki tgczgace mikrotubule z pozostatymi elementami
cytoszkieletu, jak réwniez z niektérymi organellami
komérkowymi (np. z mitochondriami), co znacznie
wplywa na usztywnienie cytoszkieletu.

Komaérka nerwowa jest $ciSle spolaryzowana mor-
fologicznie (Ryc. 1) i funkcjonalnie. Mozna w niej
wyrozni¢ wystepujagce na ogoét pojedynczo, diugie
aksony przewodzgce informacje w kierunku od ciata
komorki nerwowej, oraz krétsze, licznie reprezentowa-
ne dendryty, niosace informacje do ciata neuronu.
Polaryzacja morfologiczno-funkcjonalna jest wyni-
kiem wystepowania poszczeg6lnych biatek w obrebie
jednego lub drugiego typu wypustek nerwowych. | tak
wsérod biatek zaliczanych do rodziny MAPs na szcze-
g6lIng uwage zastugujg biatko MAP-2, ktore stabilizuje
cytoszkielet w przedziale somatodendrytycznym neu-
ronu, oraz biatko Tau zwigzane z cytoszkieletem
aksonéw. Powinowactwo do struktur wewnatrzko-
morkowych zalezy od stopnia ufosforylowania biatek
MAP-2 i Tau. Dla zachowania wilasciwej struktury,
a zatem i funkcji neuronu konieczne jest ustalenie
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Ryc. 1 Schemat budowy neuronu, a — akson; d — dendryty;
p — perykarion (ciato komérki nerwowej); j — jadro.

subtelnej réwnowagi miedzy procesami fosforylacji
i defosforylacji, zachwianie ktérej moze prowadzi¢ do
zmian w strukturze cytoszkieletu neuronéw, a w kon-
sekwencji do zmian morfologiczno-anatomicznych
w strukturach osrodkowego uktadu nerwowego.

W niniejszym artykule starano si¢ przedstawi¢ zgro-
madzong dotychczas wiedze na temat biatka MAP-2
w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz podac przy-
ktady jego udziatu w procesach plastycznych i patolo-
gicznych.

Il. Izoformy, wystepowanie, funkcja

MAP-2 jest biatkiem termostabilnym, ktore wy-
stepuje w trzech izoformach; dwie z nich to wysoko-
czasteczckowe MAP-2a i MAP-2b, o ciezarach czas-
teczkowych odpowiednio 288 kDa i 280 kDa, trzecia,
MAP-2c, jest formg niskoczgsteczkowg (70 kDa) [1, 2]
(Tab. 1). Wszystkie izoformy sg produktami jednego
genu [3]. MAP-2b i MAP-2c powstajg w wyniku
odmiennej obrobki pierwotnego transkryptu, tzw. al-
ternatywnego sktadania (ang. alternative splicing)
(Ryc. 2). Nie jest natomiast jasne, czy MAP-2a po-
wstaje w ten sam sposéb, czy tez tworzy sie na drodze
potranslacyjnej modyfikacji MAP-2b [2, 4].

MAP-2 w oSrodkowym uktadzie nerwowym doros-
tych zwierzat wystepuje przede wszystkim w przedziale
somatodendrytycznym neuronow [5], przy czym pod
pojeciem MAP-2 rozumie sie wtym przypadku tgcznie
formy MAP-2a i -2b. Jest to powszechnie stosowana
praktyka nomenklaturowa, wynikajgca ze zblizonego
ciezaru czasteczkowego obu polipeptydéw oraz z ich
wspétwystepowania w dojrzatej tkance nerwowej [1].
MAP-2c wystepuje nie tylko w dendrytach, ale rowniez
w aksonach rozwijajacych sie neurondéw [6] oraz
w komérkach glejowych [7]. MAP-2b u szczura
pojawia sie w poznym okresie embrionalnym i jest
obecne przez cale zycie zwierzecia. MAP-2a pojawia
sie dopiero okoto 10dnia po urodzeniu, to jest w czasie,
gdy zanika MAP-2c obecne w niedojrzatej tkance [4].
W opuszkach wechowych isiatkbwce procesy wzrostu
i roznicowania neuronéw czuciowych zachodzg przez
cate zycie. W tych strukturach stwierdza sie obecnos$é
niskoczasteczkowej formy MAP-2, ktérg wielu bada-
czy utozsamia z MAP-2c [8, 9]. Ostatnio jednak,
wykryto w mdzgu szczura inng izoforme niskoczas-
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Tabela 1.
Ogoélna charakterystyka izoform biatka MAP-2.
ciezar czg-

steczkowy
(kDa)

specyficznosé

izoforma .
komérkowa

wystepowanie

wysoko-
czgsteczkowa

od okoto 10 dnia
po urodzeniu,
we wszystkich ob-
szarach moézgu

MAP-2a 288 neurony

MAP-2b 280 od p6Zznego okresu
embrionalnego
przez cale zycie,
we wszystkich ob-

szarach moézgu

neurony

niskoczasteczkowg

MAP-2c 70 od okresu embrio- neurony
nalnego do okoto i

10 dnia po urodze- komarki
niu we wszystkich glejowe
obszarach mézgu

oraz

w dorostej tkance

opuszek  wecho-

wych i siatkéwki

MAP-2d okoto 70 w okresie embrio- neurony
nalnym i wczes- i
nym okresie po komaérki
urodzeniu we glejowe
wszystkich obsza-
rach moézgu
oraz
w dorostej tkance
kory  moézgowej,
mézdzku, hipo-
kampa i opuszek
wechowych

teczkowa, ktorg nazwano MAP-2d [10]. Badacze
uwazajg, ze ta wiadnie niskoczgsteczkowg forma
MAP-2 wystepuje w tkance dorostych zwierzat. Prze-
mawia za tym, stwierdzony podczas rozwoju, wzrost
poziomu MAP-2d w takich strukturach jak kora
mébzgowa, mdzdzek, opuszki wechowe, ktéremu towa-

HMW-MAP2
R1l CaM Tu
! QS | S
NH, COOH
— 0o
MAP2 ¢

Ryc. 2 Schemat budowy czasteczki wysoko- i niskoczgsteczkowych
form MAP-2. HMW-MAP2 — wysokoczgsteczkowa forma
MAP-2 (ang. High Molecular Weight MAP-2); RIl — miejs-
ce wigzgce podjednostke regulatorowa RIl kinazy biatkowej
A; CaM — miejsce wigzace kalmoduline; Tu — domena
wigzaca tubuling; linia przerywana wskazuje fragment czas-
teczki wysokoczasteczkowej formy MAP-2b (miedzy RII,
a domeng wigzacg tubuling), ktéry zostaje usuniety w proce-
sie alternatywnego sktadania mRNA i ktérego nie zawiera
niskoczgsteczkowg forma MAP-2c.
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rzyszy obnizenie poziomu MAP-2c. Jedynie w hipo-
kampie, gdzie rowniez nastepuje spadek poziomu
MAP-2c podczas rozwoju postnatalnego zwierzat, to
wiasnie MAP-2c¢ zdaje sie dominowaé iloSciowo nad
obecnym tam rowniez MAP-2d.

W mézgu dorostych zwierzat wystepowanie MAP-2
ogranicza sie do dendrytédw iciat komorek nerwowych
i na og6t nie obserwuje sie go w aksonach [11]. Co
ciekawsze, w dendrytach wykrywa sie rowniez obec-
no$¢ mMRNA MAP-2 [12], podczas gdy mRNA innych
biatek cytoszkieletu wystepuje jedynie w ciele neuronu
[13] lub, co najwyzej, w poczgtkowych odcinkach
wypustek nerwowych, jak to ma miejsce w przypadku
MRNA Tau w aksonach [14]. Warto przypomnie¢, ze
biosynteza biatek zachodzi w ciatach neuronow, a tyl-
ko nieliczne biatka (w tym MAP-2) mogag byé syn-
tetyzowane w dendrytach, dzieki obecnosci polirybo-
soméw pod biong postsynaptyczng [15]. Komorki
nerwowe dysponujg systemem transportu mRNA,
ktéry to system jest obecny w wypustkach dendrytycz-
nych, ale nie wystepuje w aksonach [16]. Stwierdzono,
ze zakotwiczenie w dendrytach lub w poczatkowych
odcinkach aksonéw jest wynikiem zwigzania sie

MAP-2

Ryc. 3 Schemat stabilizacji mikrotubul przez MAP-2. MAP-2
— czasteczka biatka MAP-2; MT — mikrotubula; Tu
— domena wigzgca tubuline; DP — domena projekcyjna; a,
P — podjednostki alfa i beta dimeru tubulinowego.
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mMRNA MAP-2 lub mRNA Tau z mikrotubulami
wypustek nerwowych [14].

Badania nad rozwojem kory mdzgowej szczura
wykazujg, ze wzrostowi stezenia biatka MAP-2
w okresie miedzy narodzinami, a trzecim tygodniem
zycia, nie towarzyszy wzrost poziomu mRNA MAP-2
[17]. Obserwacje te mogg Swiadczy¢ o tym, ze mRNA
MAP-2 wystepuje w okresie rozwoju w komdrkach
nerwowych na statym poziomie, natomiast w okres-
lonych warunkach fizjologicznych wzrostowi moze
ulega¢ intensywnos$¢ syntezy biatka. Lokalna transla-
cja w dendrytach moze zatem stanowié¢ wyjasnienie
charakterystycznego rozmieszczenia MAP-2 w neuro-
nie. Ponadto, mozliwo$¢ szybkiego uruchomienia syn-
tezy w dendrytach, na ktérych znajduja sie liczne
synapsy odbierajace informacje niesiong przez aksony
komdrek presynaptycznych, moze mie¢ decydujace
znaczenie np. w procesach plastycznosci synaptycznej
(patrz dalej). Badania in vitro wykazujg, ze wstrzyk-
niecie MAP-2 do ciata komorki nerwowej prowadzi do
przemieszczenia sie tego biatka zaréwno do aksondw,
jak i do dendrytdw, cho¢ ostatecznie lokuje sie ono
w przedziale somatodendrytycznym [18]. Wydaje sie
prawdopodobne, ze przedzialowo$¢ wystepowania
MAP-2 jest wynikiem nie tylko charakterystycznego
rozmieszczenia jego mMRNA w neuronie, ale rowniez
powinowactwa tego biatka cytoszkieletowego do struk-
tur wewnatrz komorki nerwowej [1], gtdéwnie do
mikrotubul. Sugeruje sie rowniez, ze obecno$¢ MAP-2
w dendrytach moze by¢ wynikiem dziatania mechaniz-
mu, ktory in vivo miatby zapobiega¢ wejsciu biatka do
aksonow dojrzatych neuronéw lub prowadzié¢ do de-
gradacji MAP-2 wtym obszarze komorki nerwowej [6],

®u(owa czasteczki

Podstawowg rolg MAP-2 jest stabilizacja mikro-
tubul wdendrytach komdrek nerwowych [19] (Ryc. 3).
W tancuchu polipeptydowym MAP-2 przy kohcu
C czasteczki wyrdznia sie miejsca wigzgce tubuline
[20]. Sg to 18-aminokwasowe motywy potgczone
fragmentami 13-aminokwasowymi, ktdre jako luzne
taczniki nie zwigzane z tubuling pozwalajg na nie-
znaczne wyginanie mikrotubul [21]. Taki 31-amino-
kwasowy (18+13) fragment powtarza sie trzykrotnie
w czasteczce MAP-2 [22] i tworzy domene wiazaca
tubuline. Ostatnio wykazano obecnos$é¢ izoform biatka
z czterema takimi powtdrzeniami w mdzgu cztowieka
iszczura [23]. Stwierdzono, ze przy koncu C czasteczki
MAP-2 znajduje sie ponadto miejsce wigzace Kkal-
moduline [24]. Kalmodulina jest biatkiem wigzacym
wapn, ktére po przytaczeniu co najmniej trzech jonéw
wapnia ma zdolno$é aktywowania m.in. kinazy biat-
kowej nazywanej kinazg 1l zalezng od Ca2+ Kal-
moduliny (CaM 11) [25]. Jest zatem prawdopodobne,
ze wigzanie CaM 11 z czgsteczkg MAP-2, w poblizu
domeny wigzacej tubuline, odgrywa role w regulacji
przytgczania MAP-2 do mikrotubul. Przeciwlegty frag-
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ment biatka, przy konicu N czasteczki, tworzy domene
projekcyjng, czyli wolny odcinek zdolny do tgczenia sie
z innymi strukturami komoérkowymi (Ryc. 2). W jej
obrebie zidentyfikowano miejsce wigzania podjednos-
tki regulatorowej RII kinazy biatkowej zaleznej od
cCAMP (kinaza biatkowa A, PKA) [26]. Domena
projekcyjna moze odgrywac role w wigzaniu MAP-2
z pozostatymi elementami cytoszkieletu [27], chociaz
wydaje sie, ze w interakcje MAP-2 zar6wno z neuro-
filamentami, jak i z filamentami aktynowymi, zaan-
gazowana jest raczej domena wigzaca tubuline [28].
Mozliwe jest réwniez, ze MAP-2 ma wiecej niz jedno
miejsce wigzania aktyny [28], tzn. zarbwno w poblizu
konca C, jak i przy koncu N czasteczki. In vitro
wykazano zdolno$¢ MAP-2 do tworzenia dimeréw
[29] oraz do wigzania sie z mitochondriami [30]
i innymi sktadnikami komdrki (patrz [28]). Nie jest
jasne, czy za wigzanie sie réznych organelli komar-
kowych z MAP-2 odpowiada btonowa tubulina tych
struktur, czy tez inne biatka.

Czasteczka MAP-2c jest pozbawiona domeny pro-
jekcyjnej, poniewaz kodujgca jg sekwencja zostaje
usunieta z mMRNA w procesie potranskrypcyjnej ob-
rébki (alternatywne skiadanie). Niektorzy badacze
wysuwajg hipoteze, ze funkcjg MAP-2c jest zapobiega-
nie wigzaniu sie form wysokoczgsteczkowych MAP-2
z mikrotubulami [31]. Czasteczka MAP-2c zawiera
domene wigzaca tubuline, a zatem MAP-2c moze
zajmowac miejsca przytgczania MAP-2b lub MAP-2a.
Wysokoczasteczkowe formy MAP-2 nie mogg wow-
czas wigzac sie z mikrotubulami i tworzy¢é poprzecz-
nych mostkéw miedzy nimi, ani wigza¢ ich z pozo-
statymi elementami cytoszkieletu. Taki mechanizm
pozwalatby na utrzymanie plastycznosci szkieletu ko-
morki nerwowej jeszcze w poczatkowym okresie roz-
woju postnatalnego (w okresie, kiedy MAP-2¢c wsp6t-
wystepuje z pojawiajagcym sie MAP-2a), oraz w doj-
rzatym ukladzie nerwowym, w obszarach, gdzie za-
chodzg procesy réznicowania i wzrostu i gdzie obecne
sq zaréwno formy wysoko- jak i niskoczgsteczkowe
MAP-2.

IV. Procesy fosforylacji

Oddziatywanie MAP-2 z innymi elementami cyto-
szkieletu, w tym gtdwnie z mikrotubulami, zalezy od
stopnia ufosforylowania czasteczki [32], Badania
Tsuyamy iwsp. [33] wskazuja, ze zawartos¢ 10-16
moli reszt fosforanowych na mol czasteczek MAP-2
nie zapobiega jeszcze wigzaniu sie biatka z mikro-
tubulami, natomiast wieksze ufosforylowanie (25 lub
46 moli reszt fosforanowych) znacznie utrudnia tgcze-
nie sie MAP-2 z tubuling. W doswiadczeniach in vitro
ufosforylowane MAP-2 pochodzace z mbdzgu szczura
i zawierajgce 10 lub 25 moli reszt fosforanowych na
mol biatka catkowicie tgczy sie z mikrotubulami po
wstrzyknieciu do hodowanych fibroblastéw (fibroblas-
ty nie zawierajg endogennego MAP-2). Natomiast
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zmiana zawartosci reszt fosforanowych do 2 lub 22
moli/mol biatka przez enzymatyczng defosforylacje
lub fosforylacje in vitro, hamuje przytagczanie MAP-2
do mikrotubul [34]. Wynik doswiadczenia wskazuje,
ze endogennie ufosforylowane MAP-2 tatwo wiaze sie
z mikrotubulami, natomiast proces wigzania ulega
zaktdceniu, gdy stopien ufosforylowania jest modyfi-
kowany in vitro. Jest prawdopodobne, ze in vitro
fosforylacji ulegajg inne miejsca w czgsteczce MAP-2,
niz in vivo. Sugeruje sie zatem, ze nie tylko ilos¢
zwigzanych reszt fosforanowych, ale i miejsce ich
przytaczenia decyduje o zdolnoSci MAP-2 do wigzania
sie z mikrotubulami. Stwierdzono réwniez, ze fos-
forylacja MAP-2 znacznie obniza jego zdolno$¢ do
oddziatywania z aktyng [35] oraz do indukowania
polimeryzacji tubuliny [33]. W doswiadczeniach in
vitro wykazano, ze fosforylacja MAP-2 zachodzi przy
udziale wielu kinaz: kinazy biatkowej A [36], kinazy
biatkowej Il zaleznej od Ca2+/kalmoduliny (CaM I1)
[37], kinazy biatkowej C [35], kinazy tyrozynowej,
m.in. receptora insulinowego i receptora nabtonkowe-
go czynnika wzrostu (epidermal growth factor, EGF)
[38]. Istniejg dane wskazujgce, ze przynajmniej nie-
ktére z tych proceséw przebiegajg w zywym ustroju np.
fosforylacja przez kinaze biatkowg C [39] lub kinaze
biatkowa A [40]. In vitro kinazy te fosforylujg niemal
wytgcznie reszty serynowe, ale miejsca dziatania kaz-
dego z tych enzyméw sg odrebne w czasteczce MAP-2
[35]. Z kolei CaM Il katalizuje fosforylacje zaréwno
reszt serynowych jak i treoninowych [35], przy czym
wydaje sie, ze reszty serynowe fosforylowane przy jej
udziale moga by¢ réwniez substratem kinazy biat-
kowej A. Uwaza sig, ze in vivo fosforylacji ulegajg reszty
serynowe, treoninowe ityrozynowe [33], ale doktadne
miejsca fosforylacji nie zostaty zidentyfikowane. Zaan-
gazowanie roznych kinaz w procesie fosforylacji MAP-
2, oraz wystepowanie zaleznosci miedzy stopniem
ufosforylowania MAP-2, a jego zdolnoscig do od-
dziatywania z innymi biatkami sugeruje, ze procesy
fosforylacji regulujg biologiczng funkcje MAP-2 oraz
ze odmiennie ufosforylowane izowarianty mogg od-
grywac rozng role dzieki zmiennemu powinowactwu
do struktur wewngatrzkomaérkowych.

V. MAP-2 w zjawiskach plastycznych

Wiasciwosci MAP-2 sugerujg, ze biatko to moze
uczestniczy¢ w procesach plastycznych w osrodkowym
uktadzie nerwowym. Jak wspomniano, odpowiednio
ufosforylowane biatko MAP-2 traci zdolno$¢ wigzania
sie z mikrotubulami, a wéwczas mikrotubule traca
sztywnos$¢ i staja sie strukturami labilnymi. Dlatego
procesy fosforylacji/defosforylacji MAP-2 moga miec
znaczenie dla reorganizacji cytoszkieletu w zjawiskach
plastycznych, dla wzrostu wypustek nerwowych lub
tez zmian wiasciwosci potaczen synaptycznych [41].
W hodowlach neuron6w rdzenia kregowego i kory
mozgowej stwierdzono, ze pobudzenie receptoréow
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glutaminianu powoduje reorganizacje cytoszkieletu
monitorowang immunoreaktywno$cia MAP-2 i tubu-
liny. W doswiadczeniach tych zaobserwowano, ze
MAP-2, poczatkowo dyfuzyjnie rozmieszczone w den-
drytach i ciatach neuronéw, po zadziataniu glutami-
nianu przyjmuje organizacje widkien i peczkéw. Pro-
ces reorganizacji jest hamowany przez antagonistow
receptorow glutaminianowych. Po podaniu glutami-
nianu zaobserwowano ponadto stabilizacje mikrotu-
bul oraz wspoétwystepowanie immunoreaktywnosci
MAP-2 i tubuliny, co wskazuje na zwiazanie sie
MAP-2 z mikrotubulami [42],

Aktywacja receptora glutaminianu typu NMDA
(receptor, Kktérego agonistg jest kwas N-me-
tylo-D-asparaginowy) prowadzi do defosforylacji
MAP-2 w skrawkach hipokampa [43]. Odmiennie,
depolaryzacja neuronu zachodzaca pod wptywem jo-
néw K+ w wysokich stezeniach w $rodowisku ze-
wnatrzkomorkowym, prowadzi do zwiekszenia stop-
nia ufosforylowania MAP-2 w skrawkach hipokam-
palnych [44]. Efektem tak wywotanej depolaryzacji
neuronu jest otwarcie kanatéw wapniowych typu
L zaleznych od potencjatu btony, podobnie jak efek-
tem pobudzenia przez glutaminian jest otwarcie kana-
tu wapniowego zwigzanego z receptorem NMDA.
Sugeruje sie, ze w neuronie wystepuje przedziatowos$é
rozmieszczenia enzymow, takich jak kinazy ifosfatazy,
pozwalajaca na ich aktywacje w zalezno$ci od miejsca
whniknieciajondw Ca2+ do komérki [45]. Mozliwe jest
takze, ze okreslone stezenie wapnia w danym momen-
cie determinuje, ktéry z enzyméw zostanie zaktywo-
wany [46]. Przyktadem procesu, w ktorym aktywacja
kinazy, badz fosfatazy zalezy od okres$lonego stezenia
jonow Ca2+,jest dziatanie pompy wapniowo-sodowej.
Kinaza aktywujgca pompe jest stymulowana przez
jony Ca2+ tylko do pewnej wartosci ich stezenia,
powyzej ktdrej aktywacji ulega fosfataza zalezna od
Ca2+, hamujaca prace pompy [25], Rowniez zmiany
wewngtrzkomoérkowego pH mogg odpowiadaé za
indukcje proceséw fosforylacji/defosforylacji. Sg do-
niesienia o wystepowaniu w mdzgu tzw. czynnika
aktywujacego fosfataze (ang. ATP Mg-dependent type-
1 protein phosphatase activatingfactor), ktéry w $rodo-
wisku alkalicznym dziata jako kinaza, ale przy ob-
nizonym pH moze petni¢ funkcje aktywatora fosfatazy
MAP-2 [47]. Wewnatrzkomdrkowe zakwaszenie wy-
wotane glutaminianem rejestrowano w hodowlach
neuronéw hipokampa [48], Efekt ten jest blokowany
przez antagoniste receptora NMDA (CGS 19755)
i wymaga obecnos$ci zewnatrzkomdrkowego wapnia.
Mozna zatem wyobrazi¢ sobie mechanizm, w ktérym
pobudzenie receptorbw NMDA prowadzi do obnize-
nia wewnatrzkomdérkowego pH i do uruchomienia
enzymu o aktywnosci fosfatazy katalizujgcego defos-
forylacje MAP-2.

Sg dane dotyczgce udziatlu MAP-2 w diugotrwatym
wzmocnieniu synaptycznym (ang. long-term potentia-
tion, LTP). Dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne jest
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jednym ze zjawisk plastycznych, wystepujacym w o0s-
rodkowym ukfadzie nerwowym, ktoére polega na
wzmochieniu efektywno$ci synaps przejawiajacym sie
wzmozeniem odpowiedzi postsynaptycznej po zadzia-
taniu na zakonczenie presynaptyczne bodzcem o wyso-
kiej czestotliwo$ci (tzw. tetanizacja) [49], Obecnie
wielu badaczy uznaje dtugotrwate wzmocnienie synap-
tyczne za zjawisko podstawowe dla tworzenia $ladu
pamieciowego na poziomie komérkowym [50],
Oprécz aktywacji wapniowo-zaleznych kinaz i fosf-
ataz [51], podczas dtugotrwatego wzmocnienia synap-
tycznego dochodzi do aktywacji kalpainy [52]. Kal-
paina jest enzymem proteolitycznym aktywowanym
przezjony wapnia, ktory katalizuje degradacje MAP-2
w spos6b zalezny od stanu jego ufosforylowania [53].
Stwierdzono, ze fosforylacja wzmaga opornos¢ MAP-
2 na proteolityczne dziatanie kalpainy [54], stad
sugeruje sie, ze katabolizm MAP-2 w cytozolu jest
regulowany przez stan ufosforylowania czasteczki,
w przeciwienstwie do proteolizy lizosomalnej zacho-
dzacej przy udziale katepsyny D niezaleznie od stopnia
fosforylacji MAP-2 [55]. Wiadomo, ze niektore formy
dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego wymagajg
pobudzenia receptorow typu NMDA [56] oraz, ze
w utrzymaniu dtugotrwatego wzmocnienia synaptycz-
nego sg zaangazowane zmiany ekspresji gendéw [57],
W badaniach komaérek ziarnistych hipokampa obser-
wuje sie wzrost ekspresji genu MAP-2 pod wpltywem
kwasu N-metylo-D-asparaginowego lub tlenku azotu
(tlenek azotu jest wydzielany po aktywacji receptora
typu NMDA ipostuluje siejego udziat w powstawaniu
dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego w zakrecie
zebatym hipokampa) [58, 59], Do podniesienia pozio-
mu mRNA MAP-2 dochodzi zaré6wno w ciatach
neuronéw jak i w dendrytach. Sugeruje sig, ze synteza
nowego biatka moze by¢ odpowiedzig na wzmozong
proteolize wywotana aktywacja kalpainy, i zapewnia
utrzymanie odpowiedniego poziomu MAP-2.

Do doswiadczen majacych na celu wyjasnienie mo-
lekularnych podstaw uczenia sie nalezy warunkowanie
klasyczne, w ktorym kojarzy sie potencjalny bodziec
warunkowy (np. bodziec stuchowy) z bodZcem bez-
warunkowym (np. szokiem elektrycznym). U szczu-
réw mozna wytworzy¢ warunkowg reakcje ,,zamiera-
nia” (ang. freezing) w odpowiedzi na, obojetny przed
warunkowaniem, bodziec stuchowy. Stwierdzono, ze
u szczuréw, wobec ktérych stosowano bodziec stucho-
wy skojarzony z szokiem elektrycznym, w korze skro-
niowej (kora stuchowa wyzszego rzedu) oraz w ciele
migdatowatym (struktura uczestniczagca w wytwarza-
niu awersyjnych reakcji warunkowych) dochodzi do
spadku zawartosci nienaruszonego MAP-2 z jedno-
czesnym wzrostem ilosci produktow jego rozpadu
[60], W doswiadczeniach tych obserwuje sie ponadto
wzrost immunoreaktywno$ci kinazy biatkowej C [61].
Mozna przypuszczac, ze procesowi degradacji MAP-2
towarzyszy fosforylacja produktéw rozpadu katalizo-
wana te kinaze. Zaobserwowano rdwniez zmiany
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0 charakterze morfologicznym, tj. powiekszenie kom6-
rek piramidowych w korze skroniowej i czotowej (kora
asocjacyjna), co moze stanowi¢ podstawe zmian funkc-
jonalnych w tych obszarach kory moézgowej [60]. Jest
zatem prawdopodobne, ze podczas warunkowania
klasycznego w komdérkach nerwowych zachodzg pro-
cesy, ktorych wynikiem jest wzrost labilnosci cyto-
szkieletu. Mozliwe jest wtedy wystgpienie zmian plas-
tycznych, takich jak zmiana morfologii neuronéw, czy
wzrost ilosci kolcdw dendrytycznych (gtéwne miejsca
lokalizacji postsynaptycznej czesci potagczenia miedzy-
neuronalnego).

Badania MAP-2 w zjawiskach takich jak diugo-
trwate wzmocnienie synaptyczne i warunkowanie kla-
syczne, w ktorych zachodzg zmiany w sile przekaznic-
twa synaptycznego wskazujg, ze biatko to bierze udziat
w plastycznos$ci neuronalnej juz na poziomie synap-
tycznym, uczestniczac w strukturalnej reorganizacji
zakonczen dendrytycznych. Nalezy takze przypusz-
cza¢, ze ze wzgledu na swoéj udziat w procesach
stabilizacji oraz tworzenia i rozpadu mikrotubul [36]
biatko MAP-2 jest istotne dla wzrostu, rozgateziania
lustalania morfologii dendrytow.

W konteks$cie udziatu MAP-2 w zjawiskach plas-
tycznych w osrodkowym uktadzie nerwowym szcze-
golnie interesujace sg doniesienia 0 powigzaniu proce-
séw fosforylacji MAP-2 ze zjawiskiem plastycznosci
kolumn dominacji ocznej u kotéw. W pierwotnej korze
wzrokowej komoérki nerwowe odpowiadajgce na po-
budzenie danego oka (prawego lub lewego) sg utozone
w taki sposdb, ze tworzg kolumny biegnace przez calg
grubo$¢ kory [62]. Kolumny te, zwane kolumnami
dominacji ocznej (ang. ocular dominance columns),
mozna zidentyfikowaé elektrofizjologicznie rejestrujac
odpowiedzi komdrek elektrodg umieszczong prosto-
padle do powierzchni i penetrujagcg w gigb kory
wzrokowej, lub nastrzykujgc siatkowke jednego oka
np. barwnikiem fluorescencyjnym. W tym ostatnim
przypadku na przekrojach poprzecznych przez kore
wzrokowga widoczny jest wzdr naprzemiennie wyste-
pujacych jasnych i ciemnych prazkéw, czyli kolumn
otrzymujacych potaczenia odpowiednio z oka nastrzy-
knietego i kontrolnego. W poczatkowym okresie zycia
zwierzecia, tzw. okresie krytycznym (u kota do trzecie-
go miesigca zycia), mozna wywotaé zmiane plastyczng
zwang przesunieciem dominacji ocznej (ang. ocular
dominance shift). Je$li nowonarodzonemu kotu unie-
mozliwi sie odbieranie bodzcéw wzrokowych przez
zakrycie powieki jednego oka (deprywacja jednoocz-
na), to po zakonczeniu okresu krytycznego w korze
wzrokowej obserwuje sie ekspansje kolumn reprezen-
tujgcych oko aktywne kosztem kolumn odpowiadajg-
cych oku deprywowanemu [63]. U zwierzat deprywo-
wanych obuocznie, tj. takich ktére sg pozbawione
doptywu bodzcow wzrokowych do obu oczu, ten okres
krytyczny ulega wydtuzeniu i zmiany w organizacji
kory wzrokowej mozna wywota¢ u starszych zwierzat
[64]. W 1985 roku Aoki i Siekevitz [65] zaob-
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serwowali, ze w tkance pobranej od kocigt hodowa-
nych w ciemnosci, a wiec u ktérych opdzZniono po-
czatek okresu krytycznego, fosforylacja MAP-2 in vitro
przy udziale kinazy biatkowej A zachodzi znacznie
trudniej niz w tkance pochodzacej od zwierzat, ktérych
widzenie nie byto zaburzone. Oznacza to, ze w mézgu
kociat doswiadczalnych MAP-2 znajdowato sie w sta-
nie wysokiego ufosforylowania. Po ekspozycji zwierzat
na Swiatto nastepowat natomiast ogromny wzrost
fosforylacji MAP-2 badany in vitro, co sugeruje, ze po
zadziataniu bodzca $wietlnego dochodzi do defos-
forylacji biatka in vivo. Badania plastycznosci kolumn
dominacji ocznej wskazuja wyraznie na udziat recep-
tora typu NMDA w tym zjawisku [66]. Bytoby zatem
interesujgce sprawdzenie, czy defosforylacja MAP-2 in
vivo, jakg obserwowali Aoki i Siekevitz, byifa
wynikiem aktywacji receptora NMDA po zadziataniu
bodzca wzrokowego.

VI. MAP-2 w zjawiskach patologicznych

Zmiany w poziomie MAP-2 obserwuje sie w wielu
eksperymentalnych i klinicznych stanach patologicz-
nych.

MAP-2 szczegélnie tatwo ulega degradacji wwarun-
kach niedoboru tlenowego. W badaniach, w ktdrych in
vivo u gerbili wywotywano niedotlenienie przez is-
chemie, stwierdzono znaczny spadek immunoreaktyw-
nosci MAP-2 w hipokampie [67], Podobnie, w do-
Swiadczeniach in vitro, zaobserwowano obnizenie im-
munoreaktywnosci MAP-2 po inkubacji skrawkow
hipokampa szczura przy niedoborze tlenu [68].
Stwierdza sie réwniez spadek poziomu MAP-2 w do-
Swiadczeniach, w ktérych wytwarza sie u zwierzat stan
odpowiadajacy udarowi mozgu. Obnizenie immuno-
reaktywnosci wystepuje w obszarach, gdzie rejestruje
sie degeneracje neuronéw (kora mézgowa i hipo-
kamp). Procesowi temu przeciwdziata podanie an-
tagonisty aminokwaséw pobudzeniowych (kwas kinu-
renowy) [69]. Sa dane wskazujace, ze podawanie
antagonisty receptora typu NMDA (APV) na godzine
przed uszkodzeniem nie hamuje spadku poziomu
MAP-2, natomiast zastosowanie antagonisty recep-
tora typu nie-NMDA (CNQX) prowadzi do wzrostu
immunoreaktywnosci [70]. Wyniki te wskazujg, ze
neurotoksyczne dziatanie aminokwaséw pobudzenio-
wych prowadzace do obnizenia immunoreaktywnosci
MAP-2 odbywa sie za po$rednictwem receptoréow typu
nie-NMDA.

Na poziom MAP-2 w mdzgu oraz na jego fosforyla-
cje wptywaja liczne neurotoksyny. Wzrost fosforylacji,
z jednoczesnym spadkiem poziomu biatka, nastepuje
pod wptywem glinu [55] oraz neurotoksycznych or-
ganicznych estrow fosforowych [72], Zjawiskom tym
nie towarzyszg zmiany w poziomie pozostatych biatek
cytoszkieletu neuronéw, w tym tubuliny i biatek
neurofilamentéw [55]. Wdychanie siarczku wegla
(CS2 prowadzi u szczuréw do wzrostu poziomu fos-
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forylacji MAP-2 [72], Proces fosforylacji jest w tym
przypadku zalezny od wapnia i kalmoduliny. Warto
przypomnie¢, ze CS2 jest substancjg toksyczng po-
wszechnie stosowang w przemysle. U ludzi wdychanie
CS2 prowadzi do zaburzen psychogennych, a juz
niewielkie stezenia tego zwigzku moga powodowadé
zmiany w funkcjach poznawczych i psychomoto-
rycznch. W doswiadczeniach na szczurach z uzyciem
silnej toksyny, trimetylocyny, obserwuje sie obnizenie
immunoreaktywno$ci MAP-2 w pewnych obszarach
hipokampa oraz jej podwyzszenie w innych [73]. Ten
ostatni efekt mozna ttumaczyé¢ rozrostem dendrytow,
poniewaz uznaje sie MAP-2 za znacznik dendrytéw
i uwaza sie, ze intensywno$¢ immunoreakcji koreluje
z iloScig tych wypustek. Bytby to przyktad zjawiska
kompensacji w odpowiedzi na odnerwienie tych ob-
szarow pod wpltywem toksyny, w ktérym MAP-2
odgrywatoby istotng role jako czynnik wptywajacy na
tworzenie nowych odgatezien wypustek dendrytycz-
nych. Spadek immunoreakcji na MAP-2 pojawia sie
tez w hipokampie szczura po dohipokampalnym po-
daniu NMDA [74] lub dokomorowym podaniu Kai-
nianu [75]. Obie substancje w wyzszych stezeniach
wykazujg dziatanie neurotoksyczne.

Badania patologii ukiadu nerwowego wskazujg
na wystepowanie zaburzen w cytoszkielecie. Na przy-
ktad, w hipokampie i w korze $rédwechowej cho-
rych cierpigcych na schizofrenie stwierdza sie post
mortem deficyt MAP-2. Badacze spekulujg, ze nie-
dobér MAP-2 moze oddziatywac na strukture i funk-
cje dendrytéw prowadzac do zaburzen przekazni-
ctwa synaptycznego i dajagc w efekcie zmiany beha-
wioralne [76].

VIIl. Podsumowanie

Dzieki swoim oddziatywaniom z pozostatymi ele-
mentami cytoszkieletu MAP-2 bierze udziat w ksztat-
towaniu morfologii dendrytéw, moze zatem wptywaé
na tworzenie struktury zakonczen nerwowych. Dlate-
go tez postuluje sie jego role w zjawiskach, w ktérych
dochodzi do zmian w potgczeniach miedzy neuronami
(np. zmiany kompensacyjne) oraz w procesach, kté-
rych efektem jest zmiana sity potaczen komérek ner-
wowych (np. procesy uczenia sig). Zmiany, jakim
podlegaja wypustki neuronéw pod wpltywem wielu
czynnikéw fizjologicznych ipatologicznych, wydajg sie
zaleze¢ w znacznym stopniu od proces6w jakim pod-
legajg biatka cytoszkieletu. Mechanizmy tych zjawisk
ciaggle pozostaja niewystarczajagco wyjasnione, jednak
badania prowadzace do ich poznania otwierajg cieka-
wy kierunek w neurobiologii, w ktdrym uwaga bada-
czy jest kierowana na role cytoszkieletu komérki
nerwowej w plastycznosci neuronalnej.

Artykut otrzymano 31 marca 1995 r.
Zaakceptowano do druku 26 maja 1995 r.
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Wrodzony niedobor deaminazy AMP — podtoze moleku-

larne defektu

Inherited AMP-Deaminase deficiency — molecular basis of the

defect
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Wykaz stosowanych skrotéw: AM PD (1-3) — geny ludzkie
kodujgce odpowiednie izoenzymy deaminazy AMP; Ampd
(1-3) — geny szczurze kodujace odpowiednie izoenzymy
deaminazy AMP; AMPD — deaminaza AMP.; kz — Kkilo-
zasady.

. Wstep

Deaminaza AMP (AMP-aminohydrolaza; EC
3.5.4.()), katalizuje reakcje hydrolitycznej deaminacji
kwasu adenylowego (AMP) do kwasu inozynowego
(IMP). Znaczenie fizjologiczne tej reakcji wiazane jest
gtoéwnie z regulacjg warto$ci tadunku energetycznego
adenylanéw [1] tkanek. W migs$niu szkieletowym,
gdzie aktywnos$¢ enzymu jest rzad, dwa rzedy wielko-
$ci, wyzsza anizeli w pozostatych tkankach [2], znacze-
nie fizjologiczne enzymatycznej deaminacji AMP wig-
zane jest dodatkowo z funkcjonowaniem tzw. cyklu
nukleotydéw purynowych [3].

U cztowieka niedobor miesniowej deaminazy AMP
wystepowaé moze w postaci wrodzonej (pierwotnej)
lub nabytej (wtdrnej).

W postaci wrodzonej homozygotycznej niedobdr
enzymu jest niemal catkowity — mierzona aktywnos¢
deaminazy AMP nie przekracza 5% wartos$ci prawid-
towej. Postal ta przebiega niekiedy bezobjawowo,
czesciej jednak towarzyszy jej rozmaicie nasilony ze-

1 Doc. dr hab., Katedra i Zaktad Biochemii Akademii
Medycznej w Gdansku, ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk,
2 Priv.-Doz. Dr., Medizinische Poliklinik der Universitat
Minchen, Pettenkoferstrasse 8a, 80336 Miinchen, Germany
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sp6t objawow, na ktéry skiadajg sie spoczynkowe
ostabienie mies$ni szkieletowych, tatwa powysitkowa
ich meczliwos¢ oraz bolesne skurcze [4, 5]. W postaci
wrodzonej heterozygotycznej niedobor enzymu jest
tylko czesciowy — mierzona aktywno$¢ miesSniowej
deaminazy AMP z reguly przewyzsza 40% wartosci
prawidtowej. Postac ta, o ile nie towarzyszgjej schorze-
nia uktadu miesniowo-nerwowego, przebiega bezob-
jawowo [5].

W postaci nabytej niedob6r miesniowej deaminazy
AMP jest niespecyficzny i wynika, podobnie jak niedo-
bory innych enzymdéw, z uszkodzen strukturalnych
mies$nia szkieletowego towarzyszacych rdéznorakim
schorzeniom uktadu nerwowo-migsniowego.

Postaci niedoboru miesniowej deaminazy AMP, ich
symptomatologia, diagnostyka laboratoryjna, a takze
implikacje metaboliczne opisane zostaty w jednym
z weczesniejszych numerow Postepéw Biochemii [6].
W artykule obecnym przedstawiono rezultaty ostatnich
badan wyjasniajgce podtoze molekularne tego defektu.
Zagadnienie to byto tematem okolicznoSciowego wy-
ktadu poswieconego pamieci Prof. Dr Wtodzimie-
rza Mozotowskiego. Wyktad ktéry wygtoszony
zostal w maju ubiegtego roku w Gdansku przez Doc.
Dr Manfreda Grossa. Zasadnicze tezy wyktadu
opublikowane zostaty w ubiegtorocznym numerze
Pharmacy World & Science [7].

Il. lzoenzymy

Deaminaza AMP w tkankach ssakéw wystepuje
w postaci wielorakich form molekularnych [8]. W doj-
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rzatych tkankach ludzkich wystepuja trzy immunolo-
giczne odmienne, strukturalnie homogenne formy mo-
lekularne deaminazy AMP. W najwiekszych ilosciach
znajdujemy je odpowiednio w watrobie (izoenzym L),
miesniu szkieletowym (izoenzym M) i erytrocytach
(izoenzym E). lzoenzym erytrocytarny wystepuje
w dwu formach, réznigcych sie wiasciwosciami chro-
matograficznymi i kinetycznymi: EI i E2 [8].

Skiad izoenzymowy tkanek zwierzecych, w tym
réwniez ludzkich, nie jest staty — w trakcie rozwoju
osobniczego podlega on wyraznym, genetycznie za-
programowanym zmianom [9, 10].

I11. Geny i transkrypty

Deaminaze AMP szczura i cztowieka koduje rodzi-
na co najmniej trzech, niezaleznych genéw [7]. W mie-
$niu szkieletowym szczegélnie intensywnej ekspresji
ulega gen Ampdl, odpowiedzialny za synteze izoen-
zymu miesniowego (M). Komplementarny DNA
(cDNA) dla szczurzego genu Ampdl sklonowano w ro-
ku 1987 [11]. Zsyntetyzowane najego matrycy biatko
enzymatyczne miato mase czgsteczkowg 80 kDa i wy-
kazywato wysokg specyficzno$¢ immunologiczng. Pet-
ng sekwencje nukleotydowag genu Ampdl szczura
i cztowieka wyznaczono w roku 1990 [12],

U cztowieka gen AMPD1 zlokalizowany jest w ra-
mieniu krotkim chromosomu 1, w regionie p13-p21
[12]. Geny szczurzy i ludzki majg zblizong wielko$¢
(odpowiednio 21 i 23 kz) i cechuje je daleko idace
podobieAstwo strukturalne i organizacyjne [12]. Sek-
wencje kodujgce obu gendw sktadajg sie z 16 eksondéw
i s3 w 88% homologiczne. WielkoSci poszczegd6lnych
eksondw sa rozne izawierajg od 103 (ekson 1) do 220
(ekson 6) nukleotydow. Wyjatkowy w tym wzgledzie
ekson 2 zawiera zaledwie 12 nukleotydéw. Wielkosci
eksonéw, usytuowanie miejsc zapoczatkowujgcych
transkrypcje, a takze granice miedzy eksonami i intro-
nami sg w genach szczurzym i ludzkim identyczne. Na
swych koncach 3' geny te zawierajg krotkie sekwencje
nukleotydowe (liczacag 13 nukleotydéw w genie ludz-
kim a 17 nukleotydéw w genie szczurzym), nie pod-
legajace translacji. Podobne sekwencje na koricach 5'
sg dtuzsze iw kazdym z genow liczg po 81 nukleotyddéw
[12, 13].

Badania ekspresji genu Ampdl w mieéniu szkieleto-
wym szczura [14] icztowieka [15] wykazaty obecnosé
w tej tkance dwu rodzajow transkryptéw, nierozréz-
nialnych technikg Northern biot, liczacych po okoto
2500 nukleotydéw. Transkrypty charakteryzuje nie-
mal identyczna sekwencja nukleotydowa, a jedyna
miedzy nimi réznica dotyczy obecnosci minieksonu 2.
Transkrypty te powstajg w wyniku alternatywnego
sktadania transkryptu posredniego, zawierajgcego na
pograniczu eksonu 1z eksonem 2 dodatkowe, nieobec-
ne w transkrypcie pierwotnym miejsce donorowe 5'
[16]. Proporcje ilosciowe wytwarzanych rodzajéw
transkryptéw podlegajg $cistym, ontogenetycznie za-
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Tabela 1.

Wiasciwosci zrekombinowanych czasteczek miesniowej deaminazy
AMP, kodowanych przez cDNA zawierajacy ekson 2 i cDNA nie
zawierajacy eksonu 2.

Reaktywnos$¢ z surowicg

aktywnos$¢ anty-AMPD
Km
ek\sNertzorn f\n'\lj/PmD AMP miesien serce
presyjny ( . Y (mM)  szkieletowy
biatka)
(%)

pKK <01 - - -
pKKrAMPD 147 31 88 < 10
pKKrAMPD

(bez eksonu 2) 108 3.0 93 < 10

~ Dane wzigete z pracy [15]

programowanym, tkankowo specyficznym mechaniz-
mom regulacyjnym [16, 17].

W dojrzatym, zréznicowanym, miesniu szkieleto-
wym szczurajedynie utamek (0.6-2.0%) wytworzonego
przez gen Ampdl catkowitego mMRNA stanowi trans-
krypt niekompletny (nie zawierajacy eksonu 2). W mie-
$niu sercowym, w ktdrym ekspresja genu Ampdl jest
znacznie stabsza, transkrypt niekompletny stanowi az
90% kodowanego przez ten gen mRNA. W mie$niu
gtadkim, watrobie, nerkach i $ledzionie ilosci wy-
tworzonego transkryptu niekompletnego siegaja
100%. Duze ilosci transkryptu niekompletnego znaj-
dujemy réwniez w niedojrzatym, ptodowym mie$niu
szkieletowym, a takze w hodowli niezr6znicowanych
komérek miesniowych [16].

Biatka enzymatyczne zsyntetyzowane na matrycy
obydwu transkryptéw nie r6znig sie immunoreaktyw-
noscia i specyficznoscig substratowa; enzym zsyntety-
zowany na matrycy transkryptu niekompletnego, jest
jednak blisko 25% mniej aktywny [15] (Tab. 1).

Izoenzym watrobowy (izoenzym L) deaminazy
AMP szczura i cztowieka kodowany jest przez gen
Ampd2 [18]. Gen ten, podobnie jak gen Amdl, umiejs-
cowiony jest wchromosomie 1[19]. Komplementarny
DNA ludzkiego genu AMPD2, zawierajacy jego peina,
otwartg ramke odczytu, sklonowano w roku 1992
[20]. Liczace okoto 3400 nukleotydéw (u szczura)
i okoto 4000 nukleotydéw (u cztowieka) transkrypty
pierwotne, po przeniesieniu do odpowiedniego wek-
tora ekspresyjnego, kodowaty synteze 760 aminokwa-
sowego biatka o masie czgsteczkowej 88. 1 kDa.

Przeprowadzona przy uzyciu techniki Northern biot
analiza wykazata, ze produkowany przez gen Ampd2
transkrypt, wystepuje w znaczniejszych ilosciach w wat-
robie, nerkach oraz w aorcie dorostego szczura i czto-
wieka [18]. Jego niewielkie ilosci znalezé mozna row-
niez w miesniu szkieletowym i sercowym [18].

Izoenzymy erytrocytarne (izoenzymy E) deaminazy
AMP szczurzej i ludzkiej kodowane sg przez gen
AmpdS [21]. Trzy warianty komplementarnego DNA
réznigce sie sekwencjami nukleotydowymi w kran-
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cowych fragmentach koncéw 5, sklonowane zostaty
niemal jednoczesnie w dwu niezaleznych laboratoriach
w roku 1992 [21, 22]. Sekwencje nukleotydowe tych
wariantéw obejmowaty petng (liczacg ponad 2300 par
zasad) otwartg ramke odczytu genu Ampd3, kodujgce-
go 767 aminokwasowe, immunologicznie specyficzne
biatko enzymatyczne o masie czasteczkowej 89 kDa
[21, 22].

Obydwie znajdowane w komérkach krwi ludzkiej
formy molekularne (El i E2) izoenzymu erytrocytar-
nego wydajg sie by¢ posttranskrypcyjne zmodyfikowa-
nymi (byé moze alternatywnie sktadanymi) produk-
tami jednego genu [23].

Wrodzony niedob6r deaminazy AMP jest specyficz-
ny tkankowo i jak na to wskazujg dotychczasowe
badania, dotyczy on jedynie miesnia szkieletowego
oraz erytrocytow.

IV. Wrodzony niedobdér miesniowej
deaminazy AMP

Wrodzony niedob6r migéniowej deaminazy AMP
opisano po raz pierwszy w roku 1978 [4], Prze-
prowadzone potem przesiewowe badania biopsyjne
wykazaty, ze w obrebie populacji amerykanskiej i eu-
ropejskiej defekt ten jest czesty i w postaci homo-
zygotycznej obserwuje sie go u okoto 2% ogo6tu
osobnikow [5].

Wrodzony niedobdér miesniowej deaminazy AMP
charakteryzuje sie autosomalnym typem dziedziczenia
i dotyczy wytacznie miesnia szkieletowego [5]. Pozio-
my aktywnos$ci enzymu w krwinkach os6b dotknietych
tego rodzaju defektem wykazujg wartosci nie od-
biegajace od normy [5].

U pacjentow z wrodzonym niedoborem mie$niowej
deaminazy AMP analiza materiatu biopsyjnego tech-
nika Southern biot nie wykazata widocznych odchylen
od normy [7, 24]. Analiza technikg Northern biot
przyniosta rezultat podobny — materiat biopsyjny
zawierat prawidtowa, a nawet zwiekszong ilos¢ trans-
kryptu pierwotnego [7,25], Analiza z uzyciem techniki
Western biot data jednak wynik odmienny — materiat
biopsyjny nie zawieral immunologicznie specyficzne-
go, aktywnego biatka enzymatycznego [7, 25].

W celu wyjasnienia przyczyny obserwowanego zja-
wiska, materiat biopsyjny pacjentéow dotknietych nie-
doborem mie$niowej deaminazy AMP, poddano
szczegb6towej analizie poréwnawczej. Sekwencje nuk-
leotydowg cDNA, zsyntetyzowanego na matrycy
mRNA z materiatu biopsyjnego o0s6b dotknietych
niedoborem, porownywano z sekwencjg cDNA, zsyn-
tetyzowanego na matrycy mRNA z bioptatu ludzi
zdrowych. Poréwnania te wskazaly dowodnie na
obecno$¢ w genie AMPDI dwu mutacji punktowych,
z ktérych jedna (C34T) zachodzi w obrebie eksonu 2,
adruga (C143T) wobrebie eksonu 3[7,25,26] (Ryc. 1).
Wszystkie przebadane do tej pory przypadki pierwo-
tnego niedoboru deaminazy AMP okazaly sie, ze
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Gin12 Pro48
exon 1 exon 2 | exon 3
CCA GCT GAA GAG AAA CAA ..., TGT CCG ATT,
o T IC143 T
TAA CTG
Stop Leu

Ryc. 1 Wplyw mutacji punktowych: C34T i C143T w genie AMPDI
na przewidywang strukture deaminazy AMP u 0s6b z wro-
dzonym niedoborem enzymu miesniowego.

wzgledu na wymienione wyzej mutacje, homozygoty-
czne [7].

Mutacja pierwsza (C34T; GIn-STOP) powoduje
podstawienie cytozyny przez tymine w tryplecie kodu-
jacym glutamine (Gin). Podstawienie takie generuje
wytworzenie kodonu konczacego translacje (sygnatu
STOP), hamujac w ten spos6b synteze 767 amino-
kwasowego biatka enzymatyzcnego na etapie 11 ami-
nokwasowego oligopeptydu. Oligopeptyd ten nie wy-
kazuje zadnej aktywnoS$ci katalitycznej i nie jest wy-
krywalny technikg Western biot [25]. Niezaleznie od
wytworzenia sygnatu STOP, mutacja (C34T) niszczy
jedyng w eksonie 2 sekwencje specyficzng rozpoznawa-
Ing przez enzym restrykcyjny Mae Il [7].

Mutacja druga (C143T; Pro48-Leu) powoduje pod-
stawienie proliny przez leucyne w pozycji 48 tafcucha
peptydowego. Podstawienie takie nie prowadzi jed-
nakze, jak to wykazaly przeprowadzone z udziatem
cDNA ludzkiego genu AMPDI badania, do zmiany
stabilnos$ci i aktywnosci katalitycznej syntetyzowane-
go biatka enzymatycznego [7 , 25].

Fakt, ze mutacja (C34T) likwiduje specyficzng dla
enzymu restrykcyjnego Mae Il sekwencje, wykorzys-
tano do analizy poréwnawczej struktury eksonu
2 [25]. Przeprowadzone z udziatem enzymu Mae II
trawienie zamplifikowanego (przy uzyciu techniki
PCR) eksonu 2 ujawnito w rozdziale elektroforetycz-
nym, w zalezno$ci od zrodta pochodzenia bioptatu,
fragmenty DNA integralne (jezeli wyizolowany DNA
pochodzit z bioptatu pacjentéw homozygotycznych),
lub pociete (jezeli wyizolowany DNA pochodzit z bio-
ptatu os6b zdrowych) albo jedne i drugie (jezeli
wyizolowany DNA pochodzit z bioptatu pacjentéw
heterozygotycznych) (Ryc. 2).

Przeprowadzona na bogatszym losowo pobieranym
materiale biopsyjnym analiza, oparta na rezultatach
opisanego wyzej postepowania oraz na allelo-specyfi-
cznej metodzie dot-blot, data wyniki (Tab. 2) po-
zwalajace wyliczy¢ czestos¢ wystepowania form al-
lelicznych mutacji, a takze (w oparciu o prawo Hardy-
Weinberga) oczekiwang czesto$é wystepowania homo-
zygotycznej postaci niedoboru. Jak to wynika z przed-
stawionych w tabeli 2 wyliczen, homozygotycznej
postaci wrodzonego niedoboru miesniowej deaminazy
AMP oczekiwaé mozna u 3,7% amerykanskich Mu-
rzynéw oraz 1,5% osobnikéw rasy kaukaskiej. U Az-
jatdw, rzecz interesujgca, przypadkow wystepowania
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A B C D

Ryc. 2 Analiza elektroforetyczna produktéw trawienia eksonu

2 enzymu restrykcyjnym Mae Il

Uzyskany z bioptatbw miesniowych c¢cDNA genu
AMPD1 zamplifikowano, po czym fragment nukleotydowy
obejmujacy obszar eksonu 2 poddano trawieniu enzymem
Mae Il

Panele A-D przedstawiajag odpowiednio: nukleotydowe
fragmenty markerowe (A) oraz produkty otrzymane w wyni-
ku trawienia eksonu 2, obecnego w cDNA u osoby zdrowej
(B), osoby heterozygotycznej (C) i homozygotycznej (D) ze
wzgledu na mutacje C34T. # Dane wziete z pracy [7],

wrodzonego niedoboru mig$niowej deaminazy AMP
dotad nie zanotowano.

Tabela 2.

Czestos¢ wystepowania zmutowanegto allelu genu AMPD1 (muta-
cja C34T) u przypadkowych osobnikéw réznych populacji

nukleotyd 34 oczekiwana
CIC CIT TIT czestosc  C28stosc
. wystepo-  WYStePO-
populacja n wania wan_la
- osobnikéw
alleli
homozygo-
tycznych
Amerykanie
— popula-
cja kaukaska 59 47 10 2 0.12 1.4%
Amerykanie
— Murzyni 13 9 3 1 0.19 3.7%
Japoniczycy 106 _ _ 0 0
Niemcy 106 83 20 3 0.12 1.5%

~ Dane dotyczace populacji amerykanskiej wziete z pracy [25].

Jak to wynika z przedstawionych oszacowan, prze-
widywana czesto$¢ wystepowania homozygotycznej
postaci defektu przewyzsza znacznie czestosé odnoto-
wywanych przypadkéw objawowych [5]. Przyczyna
dos$¢ czestego bezobjawowego przebiegu defektu cho-
ciaz niezupetnie jasna, ma prawdopodobnie zwigzek za
specyfika obrébki posttranskrypcyjnej transkryptu
pierwotnego.

Jak juz wspominano uprzednio, w nastepstwie alter-
natywnego skifadania transkryptu pierwotnego, od
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0,6% do 2% catoSci wytworzonego przez ludzki gen
AMPD1 mRNA stanowi transkrypt niekompletny
(transkrypt nie zawierajacy eksonu 2) [7, 15]. Ponie-
waz zachodzgca w obrebie eksonu 2, mutacja punk-
towa C34T transkryptu niekompletnego nie dotyczy,
przeto synteza Kkatalitycznie aktywnego biatka en-
zymatycznego na matrycy tego transkryptu wydaje sie
by¢ prawdopodobna. Prawdopodobiefstwo takie sta-
je sie tym bardziej realne jesli pod uwage wzig¢ fakt, ze
mutacja druga (C143T) nie wptywa istotniej na stabil-
no$¢ i na wilasciwosci kinetyczne syntetyzowanego
biatka enzymatycznego (Tab. 2). U osobnikéw z wro-
dzonym homozygotycznym typem niedoboru, alter-
natywne ciecie eksonu 2 mogtoby wiec stanowi¢ swois-
ty fenotypowy mechanizm zabezpieczajgcy [14], Ob-
serwowana u pacjentéw z niedoborem tego typu
prawidtowa, a czesto nawet zwigkszona w poréwnaniu
z osobami zdrowymi, ekspresja genu AMPD1, wyjas-
nienie takie zdaje sie potwierdza¢. Niezaleznie od
powyzszego, w miesniu szkieletowym ma miejsce réw-
niez szczatkowa ekspresja gendw pozostatych
(AMPD2 i AMPD3). Wytwarzane przez nie izoenzymy
wptynaé moga dodatkowo na ztagodzenie metabolicz-
nych skutkéw niedoboru i tagodniejszy (by¢é moze
asymptomatyczny) przebieg schorzenia.

V. Wrodzony niedobor erytrocytarnej deami-
nazy AMP

Wrodzony niedoboOr erytrocytarnej deaminazy
AMP, stwierdzony po raz pierwszy w populacji japoi-
skiej w roku 1984 [27], wystepuje rowniez wsrdd
ludnosci europejskiej [28]. Defekt ten, jak to wykazaty
przeprowadzone badania, dziedziczony jest w sposéb
autosomalny-recesywny i przebiega catkowicie bezob-
jawowo roéwniez u homozygot [27, 28]. W erytor-
cytach homozygot aktywno$é deaminazy AMP jest
niemierzalna, w erytrocytach heterozygot natomiast
jest ona wyraznie obnizona [28].

Przeprowadzona analiza poréwnawcza sekwencji
DNA komplementarnego wobec genu AMPD3, wyka-
zata, ze u oséb wykazujacych homozygotyczny typ
niedoboru, przyczyng defektu jest pojedyncza mutacja
punktowa (C1717T), powodujagca w tancuchu pep-
tydowym wytwarzanego biatka enzymatycznego pod-
stawienie argininy przez cysteing [23]. Mutacja ta
dotyczy zapewne zachowawczego fragmentu genu,
poniewaz syntetyzowane biatko, chociaz stabilne, nie
wykazuje aktywnos$ci enzymatycznej.
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Receptory kolagenu ptytek krwi

Platelet collagen receptors

URSZULA KRALISZ*

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Techniki badania adhezji ptytek krwi
I11. Ogdlna charakterystyka adhezji ptytek krwi do kolagenu
IV. Receptory pierwszorzedowe

IV-1. Podobienstwo  receptoréw  glikoproteinowych

GPla-lla do receptoréw integrynowych

1V-2. GPla-lla jako recpetor kolagenu

1V-3. Charakterystyka GPIV

1V-4. Funkcje biologiczne GPIV

1V-5. Antygen Naka

1V-6. GPVI jako receptor kolagenu

IV-7. Udziat GPIb w adhezji ptytek krwi do kolagenu
V. GPIlIb-llla jako receptor drugorzedowy
VI. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: GPla-1la — ptytkowa gliko-

proteina la-lla; GPIb — plytkowa glikoproteina Ib;
GPIIb-lIlla — ptytkowa glikoproteina Ilb-Illa; GPIV
— ptytkowa glikoproteina IV; GPVI — plytkowa gliko-
proteina VI; vWF — czynnik von Willebranda (ang. von

Willebrand factor); PAF — czynnik aktywujacy ptytki (ang.
Platelet Activating Factor), TXxA2 — tromboksan A2 (ang.
thromboxane A2; CD — antygen réznicowania komorek
(ang. cell differentiation antigen); VLA — bardzo pdzno
pojawiajacy sie antygen (ang. Very Late Antigen); Fab
— fragment przeciwciata wigzacy sie z antygenem (ang.
antigen binding fragment).

I. Wstep

W warunkach fizjologicznych ptytki krwi nie przyle-
gaja do komérek srédbtonka wyscielajagcych naczynia
krwionosne. Przerwanie ciggtosci komorek srddbton-
ka powoduje odstoniecie warstwy podsrédbtonka ina-
tychmiastowg adhezje ptytek krwi [1-3]. Adhezja
ptytek krwi do sktadnikéw podsrodbtonka, m.in. do
kolagenu, fibronektyny i czynnika VWF poczatkuje
proces hamowania krwawienia. Adhezja ptytek jest tez
przyczyng trombozy, gdy zawodzg skomplikowane
mechanizmy regulujagce krzepniecie krwi i rozpusz-
czanie zakrzepu. Poniewaz kolagen jest najbardziej
trombogenny ze wszystkich sktadnikow podsrédbton-
ka [1], poznanie mechanizméw adhezji ptytek do
kolagenu jest niezmiernie wazne. Od wielu lat trwaja
badania biatek ptytkowych odpowiedzialnych za pro-

* Dr, Urszula Kralisz, Zaktad Biofizyki Instytutu Fizjo-
logii i Biochemii, A.M. ul. Lindleya 3, 90-131 t06dz
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ces adhezji do kolagenu. Badania te wytonity szereg
receptorow plytkowych, ktére biorg udziat w pierw-
szorzedowej i drugorzedowej adhezji. Adhezja pierw-
szorzedowa zalezy od receptorow dziatajagcych na
powierzchni niezaaktywowanych ptytek krwi i bezpo-
Srednio tgczacych sie z kolagenem, jakimi sg obecne
w bionach ptytek glikoproteiny, np. GPla-lla, GPIV
i GPVI. Szczeg6lnym przypadkiem jest GPlb, ktéra
jest czynna na niezaaktywowanych ptytkach, a tgczy

Tabela |I.
Receptory kolagenu ptytek krwi.
kDa
Gp Warunki Warunki 1lo$¢ czasteczek
nieredu- redukujace na powierzchni ptytki
kujace
Ib 170 tha 143 25000
13 23 [17]
la 165 150 800-1 800
[4, 21, 27, 31, 33]
lla 130 145 nb
[4, 21, 27, 31, 33]
1lb 145 llbat 130 40000-60000
llbp 23 [21]
llia 90 115 40000-60000
[21]
\Y 88 88 12000-27 000
[47-49, 64, 67]
VI 57 62 nb

[14, 23]

nb — nie badano ilosci glikoprotein na powierzchni ptytki. W nawia-
sach podano l.p. odno$nych pozycji w wykazie piSmiennictwa.
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sie z kolagenem za posrednictwem czynnika vVWF.
W adhezji drugorzedowej biorg udziat receptory dru-
gorzedowe, ktorych dziatanie zalezy od aktywacji
ptytek np. GPIlb-llla. Udziat receptoréw Il rzedo-
wych w bezposrednim potaczeniu ptytki z kolagenem
jest niewielki, ale zwigksza sie on w obecnosci fibronek-
tyny, czynnika vWf i fibrynogenu, ktére tgczg zaak-
tywowany receptor z kolagenem [4-6]. Poznane do-
tychczas receptory kolagenu piytek krwi zebrane sag
w tabeli 1. Ztozono$¢ procesu adhezji polega nie tylko
na wystepowaniu wielu receptoréw ptytkowych i wielu
miejsc na kolagenie tgczacych sie z nimi, ale rowniez na
udziale wielu biatek posredniczagcych pomiedzy ptytka
a kolagenem, ktére reaguja ze soba. Tak na przykitad
fibronektyna #aczy sie z trombospondyng, czynnik
VWF z kolagenem, fibronektyng i trombospondyng
[7-9]. Ponadto, biatka adhezyjne tworzg potaczenia
pomiedzy receptorami ptytkowymi np. fibrynogen
itrombospondyng tgczg GPIIb-11la zGPIV na powie-
rzchni ptytek, a caty kompleks taczy sie z kolagenem
[10]. Zainicjowany, przez poczatkowe potgczenie ko-
lagenu z wieloma receptorami pierwszorzedowymi,
staby kontakt pomiedzy piytkg krwi a kolagenem
ulega wielokrotnemu wzmocnieniu i stabilizacji, dzieki
interakcjom receptorow drugorzedowych z kolagenem
i innymi biatkami adhezyjnymi. Ponadto, kolagen
wywotuje uwalnianie z ziarnisto$ci ptytkowych wielu
biologicznie czynnych substancji m.in. serotoniny,
ADP, biatek adhezyjnych: fibrynogenu, trombospon-
dyny, czynnika VWF, ktore potegujg adhezje i sg
niezbedne dla wytworzenia agregatow ptytkowych,
takze inicjuje krzepniecie osoczowe. Wynikiem tych
interakcji jest utworzenie mocnego usieciowania po-
miedzy ptytka a kolagenem i utworzenie czopu hemo-
statycznego [3, 5-6, 11].

Celem tej pracy jest opisanie receptoréw kolagenu
ptytek krwi, ze szczeg6lnym uwzglednieniem recep-
torow pierwszorzedowych, takich jak GPla-lla
i GPIV, poniewaz badania ostatnich kilku lat umoz-
liwity poznanie ich struktury i funkcji.

Il. Techniki badania adhezji ptytek krwi

Stosuje sie obecnie dwa rodzaje technik badania
adhezji: przeptywowe i statyczne. Komora przeptywo-
wa, wynaleziona przez Baumgartnera i Haunden-
schildta [12], a zmodyfikowana przez Sakariassena
[13] umozliwia badanie in vitro w petnej krwi adhezji
ptytek do pod$rdédbtonka naczyn krwiono$nych, lub
do izolowanych jego sktadnikéw w warunkach prze-
ptywu. Warunki adhezji ptytek w komorze przeptywo-
wej sg zblizone do adhezji in vivo i umozliwiajg
okreslenie wptywu na adhezje takich czynnikow jak
np.: szybko$¢ przeptywu krwi, hematokryt, sktadniki
osocza. Ze wzgledu na ztozono$¢ procesu adhezji, tj.
udziat wielu receptoréw ptytkowych reagujacych réw-
noczes$nie z wieloma biatkami adhezyjnymi, stosuje sie
ro6znorodne techniki badania adhezji w warunkach
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statycznych [4, 6, 14-16]. W odrdznieniu od technik
przeptywowych, pozwalajg one na badanie procesu
adhezji z catkowitym wyeliminowaniem tworzenia
agregatow ptytkowych. Techniki statyczne, gdzie kon-
takt ptytek krwi z kolagenem zachodzi na skutek sity
grawitacji (np. opadanie piytek zawieszonych w roz-
tworach na dno naczyn, ktore sg pokryte warstwg
kolagenu), i gdzie przylegte ptytki nie sg narazone na
sity Scierania (shear stress) wystepujace w plynacej
krwi, sg mniej zblizone do adhezji in vivo niz techniki
przeptywowe. Dostarczajg one jednak wielu cennych
informacji np. umozliwiaja badanie izolowanych rece-
ptorow ptytkowych odpowiedzialnych za pierwszy
kontakt z kolagenem.

I1l. Ogdlna charakterystyka adhezji ptytek
krwi do kolagenu

Opisano dotychczas 12 genetycznie ré6znych typow
kolagenu. W S$cianie naczyn krwiono$nych stwier-
dzono obecnos$¢ kolagenu typéw I, I, IV i V [4,
17-18]. Pytki krwi przylegajg do fibrylarnego i mono-
merycznego kolagenu, ale tylko przyleganiu do fi-
brylarnego towarzyszy aktywacja ptytek i uwalnianie
zawartos$ci z ziarnistosci ptytkowych [4]. W najwiek-
szym stopniu (okoto 25% adhezji) ptytki krwi przyle-
gaja do kolagenu typoéw 1 i Ill, w nieco mniejszym
(20%) do kolagenu typu IV. Przyleganie do kolagenu
typu Vjest bardzo niewielkie (2%) i nie towarzyszy mu
rozptaszczanie ptytek, ich aktywacja i tworzenie agre-
gatow [4, 17-18]. Piytki krwi nie przylegajg do zdena-
turowanego kolagenu (zelatyny) [4]. Reakcja uwal-
niania i aktywacja ptytek nie sg konieczne do zaini-
cjowania adhezji, ale zwiekszajg jg kilkukrotnie po-
przez uczynnianie receptoréw drugorzedowych [3-6,
19]. Adhezja zalezy od obecnosci jonéw; jony Mg2+,
Fe+2 Cu+2 Ca+2iZn +2zwiegkszajg adhezje,jony Sr+2
nie maja na nig wptywu, a jony Ca+2hamujg adhezje
zalezng od M g+2 [4, 6, 15, 20-21]. Adhezja ptytek przy
fizjologicznych wartosciach stezenn jonéw wapnia i ma-
gnezu jest nizsza o okoto 50%, niz adhezja badana
w obecnos$ci samych jonéw magnezu [4], Adhezja
ptytek wywotuje szereg zmian metabolicznych m.in.
zwiekszanie wewnatrzkomdrkowego poziomu jonow
wapnia, uwalnianie kwasu arachidonowego z fosfolipi-
doéw bionowych ijego przeksztatcanie w tromboksan
A2 fosforylacje wielu biatek ptytkowych, zwigkszanie
przemiany fosfolipidow inozytolowych, obnizanie po-
ziomu cAMP i zwiekszanie poziomu cGMP [14-15,
22-23], Zmiany te sa konieczne do zapoczatkowania
aktywacji i agregacji ptytek. Energia metaboliczna nie
jest potrzebna do utworzenia poczatkowego kontaktu
ptytka-kolagen, natomiast jest ona niezbedna dla
nastepujacego poézniej rozplaszczania ptytek i ich
agregacji [16, 24]. W przeciwiefistwie do innych proce-
sow plytkowych, np. reakcji uwalniania i agregacji,
wzrost poziomu cAMP i hamowanie syntezy TxA2nie
maja wptywu na adhezje [4, 21, 25].



IV. Receptory pierwszorzedowe

IV-1. Podobienstwo receptorow glikoproteino-
wych GPla-lla do receptoréw integryno-

wych

Heterodimer GPla-lla (integryna 03, jest jednym
z bardzo pdézno pojawiajgcych sie antygenow rodziny
VLAZ2(ang. Very Late Antigen), poczatkowo opisanych
odnos$nie limfocytéw T. GPla jest homologiczna z tan-
cuchem a2 VLA2 a GPlla jest homologiczna z tan-
cuchem P, [26]. Pierwszorzedowa struktura GPla
zostata poznana. Wykazuje ona okoto 25% homologii
sekwencji aminokwasowej z innymi podjednostkami
a integryn [27]. Homologia ta niejest duza, zwazywszy
na fakt, ze homologia tanicuchéw P réznych integryn
wynosi okoto 45% [28].

GPla zawiera zbudowang ze 191 reszt aminokwaso-
wych, tzw. domene |, ktéra wystepuje tylko w nielicz-
nych biatkach, np. w vWf, w czynnikach dopetniacza
BiC2, podjednostkach P2integryn oraz w podjednost-
kach a receptoréw adhezyjnych leukocytow Mac-1
ipl50,95. Domena | nie wystepuje w wielu integrynach
zawierajacych podjednostke a2 Sugeruje sie, ze dome-
na ta jest wazna dla wytworzenia potaczenia GPla
z kolagenem [27].

Gpla jest potagczona z biatkami cytoszkieletu ptyt-
kowego; okoto 50% GPla znajdywano w nierozpusz-
czalnym w Tritonie X 100 lizacie ptytkowym, podczas
gdy prawie cata GPlla znajdywana jest w lizacie
rozpuszczalnym [29-30], GPla-lla w ptytkach nieza-
aktywowanych obecna jest w bionie plazmatycznej
i btonach ziarnisto$ci a. GPla bton ziarnistosci a znaj-
dywana jest w btonie plazmatycznej dopiero po ak-
tywacji ptytek [30]. Zawartos¢ GPla-l1la w btonie
plazmatycznej ptytek réznych dawcow wykazuje duza
zmienno$¢ warunkujgc stopien adhezji ptytek do kola-
genu [31].

GPIlla ptytek krwi tworzy rdwniez heterodimerycz-
ne potgczenie z GPIlc, ktdra jest analogiczna z tan-
cuchem a VLA-5 limofocytéw. GPlc-Ila jest najpraw-
dopodobniej receptorem fibronektyny i lamininy [26].

IV-2. GPla-lla jako receptor kolagenu

Bardzo liczne sg dane doSwiadczalne przemawiajace
za funkcjonowaniem GPla-lla jako zaleznego od
M g+2 receptora uczestniczagcego w pierwszorzedowej
adhezji ptytek do kolagenu. Dane te wskazujg, ze
udziat GPla-11a w adhezji ptytek krwi jest najwiekszy
pod nieobecno$é biatek osocza, w ich obecnosci nato-
miast rowniez inne receptory ptytkowe uczestnicza
w adhezji [4, 32, 20]. Adhezja ptytek do chemicznie
zmodyfikowanego kolagenu oraz jego fragmentow
peptydowych wykazata, ze miejscem inicjujgcym potg-
czenie GPla-lla z kolagenem jest tetrapeptyd DGEA,
wystepujacy we fragmencie CB3 taficucha al(l) kolage-
nu (pozycje 435-438). Adhezja ptytek do innych miejsc
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kolagenu, tj. do peptydéw CB7 i CB8, jest czeSciowo
zalezna od GPla-lla, a czesciowo od innych recep-
torow ptytkowych [33]. Polgczenie GPla-lla z tetra-
peptydem DGEA nie wywotluje aktywacji ptytek [5,
34-35]. Boczne grupy karboksylowe reszt kwasu aspa-
raginowego i glutaminowego sg niezbedne dla prawid-
towej adhezji w ktérej posredniczy GPla-lla, przy
czym zaréwno dtugo$¢ tancucha bocznego oraz jego
ujemny tadunek odgrywaja wazng role. Modyfikacja
e-aminowych grup lizyny nie ma wptywu na adhezje
zalezng od jondw M g+2. Obniza ona natomiast adhe-
zje niezalezng od jon6w magnezu, w ktdrej biorg udziat
receptory ptytkowe o nizszym niz GPla-lla powino-
wactwie do kolagenu. Receptory te sg niezbedne dla
sekrecji i agregacji nastepujacej po poczatkowej ad-
hezji [5]. Model adhezji piytek krwi, z udziatem
GPla-lla, przedstawiono na rycinie 1

Pierwszy przypadek defektu hemostazy zwigzany
z GPla-lla opisat Nieuwenhuis i wsp. [36].
Ptytki krwi ptacjentki z objawami znacznie przedtuzo-

CERCHNDS

Ryc. 1 Schemat ilustrujacy zapoczatkowanie adhezji ptytek krwi do
kolagenu (wg. [5], zmodyfikowano)
Plytki krwi poczatkowo przylegaja do wiokien kolagenu
w sposob zalezny od jonéw dwuwartosciowych. Adhezja
pierwszorzedowa posredniczona jest przez GPla-lla, recep-
tor o duzym powinowactwie do kolagenu, wigzacy sie
z sekwencja DGEA kolagenu-1 Adhezja pierwszorzedowa
umozliwia i przyspiesza réwnoczesne taczenie si¢ wielu
receptoréw o niskim powinowactwie z miejscami na kolage-
nie zawierajagcymi boczne grupy aminowe-2. Potgczenie si¢
receptoréw o niskim powinowactwie z kolagenem jest nie-
zbedne dla uwolnienia zawartosci ziarnistosci ptytkowych do
srodowiska zewnatrzkomorkowego i dla aktywacji
GPlIb-llla.
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nego czasu krwawienia (30 min) (normalny czas do
8 min) i czestym wystepowaniem siAcow, nie zmieniaty
ksztattu oraz nie agregowaty pod wptywem r6znych
typow kolagenu. Adhezja tych ptytek do kolagenu byta
bardzo niska i wynosita tylko 4%, podczas gdy adhezja
ptytek osdb zdrowych wynosita 80% [37], Oznaczanie
zawartosci glikoprotein powierzchniowych w ptytkach
krwi pacjentki wykazato obnizony poziom GPI-lla,
wynoszgcy okoto 15% poziomu normalnego, podczas
gdy poziom innych glikoprotein byt bez zmian [36].
Objawy kliniczne opisane w przypadku pacjentéw
z defektami GPla-1la wskazujg na wazng funkcje tego
receptora w oddziatywaniu ptytek z kolagenem i po-
twierdzajg wyniki badan in vitro [36-39]. Poniewaz
objawy te nalezg do tagodnych, wskazujg jednocze$nie
na wazne znaczenie w krzepnieciu krwi innych recep-
torow kolagenu ptytek krwi oraz czynnikow krzep-
niecia np. trombiny, Fibrynogenu czy czynnika VWF.
Nalezy dodaé, ze integryna a2(3, ktoéra jest elektro-
foretycznie i immunochemicznie identyczna z GPla-
-lla piytek krwi, bardzo pdzno aktywujagcym sie
antygenem 2 limfocytéw iz receptorami klasy Il biatek
matrycy pozakomérkowej komérek fibroblastycz-
nych, funkcjonuje wylgcznie jako receptor kolagenu
w tych komdérkach [40-41]. Integryna a2@3 fibrobla-
stow nie tylko taczy sie z kolagenem, ale réwniez
zmienia strukture kolagenu wywotujgc jego kurczenie
sie. Ma to ogromne znaczenie w procesie gojenia sie
ran i tworzenia blizn [40], W innych komérkach np.
$§rodbtonka czy komorkach linii czerniaka, integryna
a2P, wykazuje szersze dziatanie ispetnia funkcje recep-
tora kolagenu i lamininy [41-42]. W komorkach
czerniaka integryna a2P, bierze udziat w ich zdolno$-
ciach metastatycznych [41].

IV-3. Charakterystyka GPIV

GPIV (opisywana tez jako GPIllIb i GP88) [43],
immunologicznie podobna do antygenu CD36 leuko-
cytéw [44], jest zbudowana z pojedynczego taricucha
polipeptydowego, a wiec nie nalezy do klasy recep-
toréw integrynowych. Cechg charakterystyczng GPIV
w phytkach krwi i w komdrkach nabtonka jest nie-
zwykle wysoka opornos$¢ na dziatanie wielu enzymoéw
proteolitycznych takich jak chymotrypsyna, trypsyna,
pepsyna, elastyna czy pronaza [45-47], llos¢ GPIV
w ptytkach os6b zdrowych wynosi $rednio 0.23 pg/100
pg biatka catkowitego ptytek i ulega znacznym waha-
niom [48]. Jak wykazaty ostatnie badania, w btonie
plazmatycznej ptytek krwi znajduje sie okoto 75%
catkowitej GPIV, a w ziarnistoSciach a okoto 25%
[49]. Antygen CD36 wystepuje na powierzchni komo-
rek wielu typow jak np. monocyty, komaérki nabtonka,
niektdre komorki naskorka, ptytki krwi, erytrocyty
ptodowe i komorki wielu hodowanych hematopoety-
cznych linii [44-47, 49-52], Wzgledna masa czastecz-
kowa CD36 z réznych Zrédet waha sie od 78 kDa do
88 kDa, co wynika gtownie z réznic zawarto$ci cuk-
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rowcow, a nie rdznic rodzaju i zawarto$ci amino-
kwasoéw [47, 50, 53]. GPIV plytek krwi o masie
czasteczkowej 88 kDa, zawiera ok. 26% cukrowcow.
Po deglikozylacji jej masa czasteczkowa wynosi 57
kDa, tak jak masy czgsteczkowe innych deglikozylo-
wanych antygenéw CD36 z roznych komdrek [50, 54].
GPIV zawiera dwa krotkie regiony hydrofobowe,
charakterystyczne dla regionéw transbtonowych bia-
tek. Regiony te znajdujg sie blisko C- i N-konca
czasteczki. Sugeruje sie, ze GPIV skiada sie z jednej
domeny zewnatrzptytkowej i dwdch wewnatrzptyt-
kowych zawierajgcych C- i N- koniec GPIV [54],
Takie utozenie GPIV w bionie bytoby wyjatkiem
wsrod biatek eukariotdw, o ile zostanie ono potwier-
dzone przez inne badania.

IV-4. Funkcje biologiczne GPIV

Funkcja GPIV ptytek krwijako receptora kolagenu
wynika z nastepujgcych obserwacji [6]:

1 Fragmenty Fab przeciwciat poliklonalnych
przeciwko GPIV hamujg catkowicie zmiane ksztat-
tu, agregacje i uwalnianie zawartosci ziarnistosci
a ptytek krwi przez kolagen,

2. lzolowana GPIV hamuje catkowicie aktywacje
ptytek pod wptywem kolagenu,

3. Izolowana GPIV wigze sie silnie z kolagenem
(Kd 0.34 nM),

4. Fragmenty Fab przeciwciat poliklonalnych
przeciwko GPIV hamujg w najwiekszym stopniu
poczatkowg adhezje, wskazujgc na znaczenie GPIV
w inicjowaniu adhezji.

Biatko CD36 jest rowniez receptorem trombospon-
dyny i erytrocytow zarazonych zarodzcem malarii
Plasmodium falciparum [55-59]. Adhezja zarazonych
erytrocytow do biatka CD36 komdrek Srddbtonka
odgrywa role w przebiegu malarii, poniewaz zwigksza
przezywalno$¢ zarazonych erytrocytdw w organizmie
nie dopuszczajac do ich usuniecia z krwioobiegu.
Adhezja zarazonych erytrocytéw jest tez przyczyna
okluzji naczyn krwionosnych maézgu [57-59].

Funkcjonowanie GPIV jako receptora kolagenu
i trombospondyny jest od kilku lat przedmiotem
intensywnych badan, przynoszacych wielokrotnie
sprzeczne wyniki [6, 53,60-64]. Sprzecznosci moga by¢
wywotane réznicami stopnia fosforylacji reszt seryno-
wych i treoninowych izolowanej GPIV. Wykazano
ostatnio, ze whasciwosci GPIV zalezg od reakcji fos-
forylacji i defosforylacji. W niezaaktywowanych ptyt-
kach GPI1V jest ufosforylowana i dziata jako wczesny
receptor kolagenu powodujgc aktywacje piytek, a to
z kolei powoduje uwalnianie fosfataz z ziarnistosci
ptytkowych do $rodowiska zewnatrzkomoérkowego.
Uwolnione fosfatazy defosforylujg domene zewnetrzng
GPIV (od aminokwasu 87 do 99), dzieki czemu traci
ona zdolno$¢ wiagzania sie z kolagenem i tgczy sie
z trombospondyng [65].
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IV-5. Antygen Naka

Antygen Naka warunkuje powstawanie opornosci
na wilasciwe antygenowo HLA transfuzje ptytkowe
u os6b fenotypu Naka Antygen ten jest obecny
u 90-97% Japoriczykéw i 99,7% Amerykanéw [66-
67]. Nie stwierdzono réznic w kodzie genetycznym
antygenu Nak3 i antygenu Naka+. Tak wiec brak
GPIV u Nakad os6b moze wynika¢ ze zwiekszonej
przemiany mRNA GPIV lub obnizonej stabilnosci
tego biatka [68]. Poniewaz plytki Naka nie zawieraja
GPIV [66-67], sg one doskonatym materiatem badaw-
czym dla sprawdzenia fizjologicznej funkcji tej gliko-
proteiny. Ptytki Nak3 agregujg normalnie pod wpty-
wem kolagenu typéw 1illl oraz pod wptywem innych
czynnikdéw agregujacych ptytki, natomiast nie agregu-
ja pod wptywem kolagenu typu V, ktéry nie odgrywa
znacznej roli w krzepnieciu krwi [18, 19, 60-61].
Adhezja Nak3 izolowanych ptytek jednego dawcy,
badana w uktadzie statycznym, byta taka sama jak
adhezja ptytek Nakat+ [63]. Adhezja ptytek (badana
w ukiadzie statycznym i dynamicznym) innego dawcy
z fenotypem Nak3 byta obnizona tylko w przypadku
badania wczesnych czaséw adhezji [62, 69]. Sugeruje
to, ze GPIV przyspiesza wczesng adhezje. Mimo braku
ptytkowej GPIV wszystkie przebadane dotychczas
osoby sg zdrowe i nie wykazujg zadnych zaburzen
hemostazy [67]. Odmienne wyniki in vitro i in vivo
sugerujg, ze GPIV jest jednym z wielu biatek ptytki
taczacym sie zkolagenem. Pod nieobecnos$¢ GPIV inne
biatka przejmujg jej funkcje nie doprowadzajgc do
zaburzen hemostazy u osobnikéw z fenotypem Nak3.

V-6. GPVI jako receptor kolagenu

Jedynym dowodem na to, ze GPIV dziata jako
receptor kolagenu jest brak tylko tej glikoproteiny
powierzchniowej w ptytkach pacjentki z przedtuzonym
czasem krwawienia, czestymi krwotokami z nosa
i krwawieniami dzigset. Ptytki tej pacjentki wykazywa-
ty specyficzny defekt agregacji tylko pod wptywem
kolagenu, podczas gdy agregacja przez inne czynniki
byta w normie. Plytki nie wykazywaty adhezji do
kolagenéw wielu typéw. Ponadto, fragmenty Fab
przeciwciat przeciwko GPVI, ktére pojawily sie we
krwi pacjentki po wielu transfuzjach ptytkowych,
hamowaty agregacje pod wptywem kolagenu ptytek
0s0b zdrowych [70-71].

V-7. Udziat GPIb w adhezji ptytek krwi do kola-
genu

GPIlbjest zbudowana zdwéch tancuchdw a i Ppota-
czonych mostkiem disiarczkowym. GPlb jest bardzo
bogata w cukrowce, ktére stanowig az 60% jej masy
czasteczkowej. Sktad aminokwasowy oraz sktad cuk-
rowcOw sg poznane. Jest ona receptorem obecnym na
niezaaktywowanych ptytkach czynnika vWf oraz ko-
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lagenu, z ktorym ftaczy sie za posrednictwem czynnika
VWF [72]. Miejscem wigzania czynnika VWF jest
N-kofAcowy segment tancucha a GPIb [73], GPIb
spetnia wazna role w adhezji w warunkach przeptywu
szczegO6lnie przy wysokich gradientach predkosci krwi
(shear rate) rzedu 1500 s-1. Potgczenie GPIlb-vW F-
-kolagen jest na tyle silne, ze przeciwstawia sie sile
$cierania (shear stress) i nie dopuszcza do oderwania
przylegtych do $ciany naczynia ptytek [3]. Ptytki nie
zawierajgce GPIb (Bernard-Soulier syndrome) oraz
ptytki chorych z niedoborem czynnika vWF (choroba
von Willebranda) w niewielkich ilosciach przylegaja do
odstonietego podsrodbtonka inie sg zdolne do rozpo-
$cierania sie [2, 33, 74], Czynnik VWF jest obecny
w plazmie, naczyniach krwionos$nych oraz ziarnistos-
ciach ptytkowych, z ktérych jest uwalniany po ak-
tywacji ptytek [9, 72]. Sugeruje sie, ze czynnik VWF
uwolniony z ptytek jako tzw. propolipeptyd VWF,
identyczny z antygenem Il vVWF, moze réwniez zapo-
biega¢ nadmiernej adhezji, poprzez maskowanie
miejsc na witdknach kolagenowych reagujacych z ptyt-
kami krwi [9]. Nie wykazano jak dotychczas roli GP1b
w adhezji ptytek do kolagenu badanej w warunkach
statycznych, co Swiadczy o tym, ze GPIb nie faczy sie
bezposrednio z kolagenem.

V. GPllIb-llla jako receptor drugorzedowy

GPIlb-Illa (integryna allb@) jest szeroko opisywa-
nym kompleksem glikoprotein piytek krwi, a jego
funkcje receptora fibrynogenu, fibronektyny, witrone-
ktyny iczynnika VWF oraz udziat w tworzeniu agrega-
téw piytkowych za posrednictwem fibrynogenu sg
dobrze znane, [2, 11, 75], W artykule tym ogranicze sie
do opisu udziatu GPIlIb-Ill1a w adhezji ptytek krwi do
kolagenu.

Sugerowane poczatkowo dziatanie tych glikoprote-
injako receptorow pierwszorzedowych kolagenu opie-
rato sie tylko na obserwacji hamowania adhezji staty-
cznej ptytek i hamowania adsorbcji glikoprotein ptyt-
kowych na witdknach kolagenowych przez przeciw-
ciata monoklonalne PMI-1 przeciwko GPIllIb-Illa
[76]. Liczne pdzniejsze doswiadczenia wskazaly, ze
przeciwciata PMI-1 wigzg sie z uprzednio zaaktywo-
wang GPIlIb-1lla oraz ze, gtdwna funkcja GPIllb-1lla
w adhezji do kolagenu polega na wytwarzaniu pota-
czen pomiedzy ptytkg a kolagenem za posrednictwem
innych biatek adhezyjnych. GPIlIb-Illa jest wiec zalez-
nym od aktywacji, drugorzedowym receptorem ad-
hezji ptytek krwi do kolagenu, co pokazaty m.in.
nastepujace fakty doswiadczalne:

1. Ptytki chorych na Trombasthenie Glanzman-
na (catkowity brak lub obnizona ilos¢ GPlla-I11b)
przylegaja w uktadzie statycznym do kolagenu tak,
jak ptytki os6b zdrowych [5],

2. Plytki trombasteniczne wykazujg obnizong
adhezje tylko w warunkach przeptywu przy wyso-
kich gradientach predkosci (1800 s~'), potwierdza-
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jac, ze GPIlIb-Il1a bierze udziat w rozpoScieraniu sie

ptytek, a nie w tworzeniu poczatkowego kontaktu

z kolagenem [2-3, 74].

Zaaktywowana GPIlIb-Illa bierze udziat w adhezji
drugorzedowej poprzez wytwarzanie potgczen pomie-
dzy ptytka a kolagenem za pos$rednictwem czynnika
vVWEF, fibronektyny i trombospondyny. Aktywacja
GPIlIb-Illa jest réwniez niezbedna dla polaczenia sie
ptytek z fibrynogenem i agregacji ptytek. Mechanizm
aktywacji GPIlIb-llla nie jest doktadnie poznany.
Wyniki prac wskazujg, ze adhezji pierwszorzedowej
towarzyszy fosforylacja biatek wewngtrzkomérko-
wych. GPla-lla, receptor pierwszorzedowy, przesyta
informacje o potaczeniu sie z kolagenem do wnetrza
ptytki (outside-in signalling) aktywujac m.in. kinazy
tyrozynowe [77, 78]. Kinazy te z kolei moga przesytac
informacje do wewngatrzkomorkowych domen odpo-
wiednich receptoréw, w tym takze do GPIlb-Illa,
wywotujgc ich aktywacje.

V1. Uwagi koncowe

Adhezja ptytek do kolagenu jest pierwszym etapem
powstawania czopu hemostatycznego, przyczynia sie
do rozwoju arteriosklerozy, powstawania zakrzepow
i zatoréw w naczyniach krwiono$nych. Poznanie mo-
lekularnych proceséw rzgdzacych adhezjg moze umo-
zliwi¢ skuteczniejsze zapobieganie wielu chorobom
zwigzanym np. z niedokrzepliwos$ciami oraz nadkrzep-
liwosciami krwi. Moze to sta¢ sie mozliwe na przykiad
poprzez zastosowanie peptydow nasladujgcych dome-
ny funkcjonalne biatek adhezyjnych, czy przez za-
stosowanie przeciwciat monoklonalnych przeciwko
tym domenom lub domenom receptoréw ptytkowych
oddziatywujacych z nimi.

Ze wzgledu na ztozonos$¢ procesu adhezji, w artykule
tym nie oméwiono szeregu waznych czynnikdw maja-
cych na niego wplyw, i tak nie oméwiono wptywu
gradientu predkosci krwi, wptywu erytrocytéw ileuko-
cytow, lepkosci osocza. Nie oméwiono tez roli biatek
adhezyjnych, z ktérych najwazniejsze dla adhezji pty-
tek do kolagenu sg fibronektyna i czynnik vWF,
a takze wptywu komorek srédbtonka i uwalnianych
z nich zwigzkéw np. prostacyklin i tlenku azotu,
artykut bowiem dotyczyt receptoréw plytek Kkrwi,
ktére biorg udziat w adhezji do kolagenu. Wazne
wydaje sie blizsze poznanie domeny receptoréw pierw-
szo- i drugorzedowych wigzacych sie z kolagenem,
struktury glikoproteiny VI, mechanizmu aktywacji
receptorow drugorzedowych, mechanizmu przesyta-
nia informacji od receptoréw do wnetrza ptytki oraz
mechanizmu wpltywu jonéw na powinowactwo recep-
torow do kolagenu. Intensywne badania, trwajace
w wielu pracowniach, pozwolg na poznanie w najbliz-
szej przysztosci tych i innych nierozwigzanych prob-
leméw.

Artykut otrzymano 13 pazdziernika 1994 r.
Zaakceptowano do druku 6 czerwca 1995 r.

POSTEPY BIOCHEMII 41(3), 1995

PiSmiennictwo

1 Baumgartner MR (1977) Thromb Haemostas 37: 11-16

2. Sakariassen KS, Nievelstein PFEM, Coller BS,

Sixma JJ (1986) Br J Haematol 63: 681-691

De Grott PG, SixmaJJ (1990) BrJ Haematol 75: 308-312

Santoro SA (1986) Cell 46: 913-920

5 Santoro SA, Walsh JJ, Statz WD, Baranski KJ
(1991) Cell Regulation 2: 905-913

6. Tandon NN, Kralisz U, Jamieson GA (1989) J Biol
Chem 264: 7576-7583

7. Pietu G, Fressinard E Girma JP, Nieuwenhuis
HK, Rotschild C, Meyer D (1987) J Lab Clin Med 109:
637-643

8. Walz DA, Bacon -Baguley T, Kendra-Franczak
S, De Pol i P (1987) Semin Thromb Hemostas 13: 317-325

9. Takagi J Sekiya F, Kasahara K, Inada Y, Saito
Y (1989) J Biol Chem 264: 6017-6020

10. Beiso P, Pidard D, Fournier D, Dubernard V,
Legrand C (1990) Biochim Biophys Acta 1033: 7-12

11. Siess W (1989) Physiol Rev 69: 89-93

12. Baumgartner HR, Haudenschildt C (1972) Annals
N Y Acad Sci 201: 22-29

13. Sakariassen KS, Aarts PAMM, De Groot PG,
Haudijk WPM, Sixma JJ (1983) J Lab Clin Med 102:
522-535

14. Smith JB, Selak MA, Dangelmaier C, Daniel JL
(1992) Biochem J 288: 925-929

15. Smith JB, Dangelmaier C (1990) Anal Biochem 187:
173-178

16. Smith JB, Dangelmaier C, Selak MA Daniel JL
(1991) J Cell Biochem 47: 54-61

17. Parsons TJ, Haycraft DL, Hoak JC, Sage H (1983)
Arteriosclerosis 3: 589-598

18. Parsons TJ, Haycraft DL Hoak JC, Sage H (1986)
Thromb Res 43: 435-443

19. Sinigaglia F, Balduini CL, Bisio A Balduini
C (1985) Brit J Haematol 59: 587-592

20. Santoro SA, Rajpara SM, Staatz WD, Woods VL
(1988) Biochem Biophvs Res Commun 153: 217-223

21. Shadle PJ, Barondes SH (1982) J Cell Biol 95: 361-365

22. Polanowska-Grabowska R,Geanacopoulos M,
Gear ARL (1993) Biochem J 296: 543-547

23. Polanowska-Grabowska R, Gear ARL (1994) Blood
83: 2508-2515

24, DolowyK, Cunningham LW (1984) Collagen Rel Res 4:
111-118

25. Smith JB, Dangelmaier C, Selak MA Ashby B
Daniel J (1992) Biochem J 283: 889-892

26. Pischel KD, Bluestein HG, Woods VL (1988)J Clin
Invest 81: 505-513

27. Takada Y, Hemler ME (1989) J Cell Biol 109: 397-407

28. Kishimoto TK, O'Connor K, Lee A Roberts TM,
Springer TA (1987) Cell 48: 681-690

29. Fox JE B (1985) J Clin Invest 76: 1673-1683

30. Bienz D, Clemetson KJ (1989)J Biol Chem 264: 507-514

31. Kunicki TJ, Orchekowski R Annis D, Honda
Y (1993) Blood 82: 2693-2703

32. Coller BS, Beer JH, Scudder LE, Steinberg MH
(1989) Blood 74: 182-192

33. Saelman EUM, Horton LF, Barnes MJ, Gral-
nick HR, Hese KM, Nieuwenhuis HKH, de Gro-
ot PhG, Sixma JJ (1993) Blood 82: 3029-3033

34. Staatz WD, Walsh JJ, Pexton T, Santoro SA
(1990) J Biol Chem 265: 4778-4781

35. Staatz WD, Fok KF Zutter MM, Adams SP,
Rodriguez BA, Santoro SA (1991) J Biol Chem 266:
7363-7367

36. Nieuwenhuis HK, Akkerman JWN, Houdijjk
WPM, Sixma JJ (1985) Nature (Lond) 318: 470-472

37. Nieuwenhuis HK, Sakariassen KS, Houdijk
WPM, Nievelstein PFEM, SixmaJJ (1986) Blood 68:
692-695

38. Kehrel B, Balleisen L Kokott R Mesters R
Stenzinger W,Clemetson KJ, van de Leo0J(1988)
Blood 71: 1074-1078

How

193



39. Deckmyn H, Chew SL, Vermylen J (1990) Thromb
Haemostas 64: 74-79 60.
40. Schiro JA Chan BMC, Roswit WT, Kassner PD,
Pentland AP, Hemler ME, Eisen AZ, Kupper TS
(1991) Cell 67: 403-410
41, Klein CE, Dressel D, Steinmayer T, Mauch C, 61.
Eckes B KriegT, Bankert RB, Weber L (1991)J Cell
Biol 115: 1427-1436 62.
42. Carter WG, Wayner EA, Bouchard TS, Kaur
P (1990) J Cell Biol 110: 1387-1404 63.
43. Catimel B Parmentier S Leung LKK, McGre-
gor JL (1991) W: Kaplan-Covet C, Schlegal N, Salmon Ch,
McGregor J (red) Platelet Immunology: Fundamental and 64.
Clinical Aspects, t 206. INSERM/John Libbey Eurotext Ltd. str
41-53 65.
44. Shaw S (1987) Immunol TodayS: 1-3
45. Podolsak (1977) Thromb Haemostas 37: 396-406
46. Greenwalt DE, Mather JM (1985) J Cell Biol 100: 66.
397-408
47. Tandon NN, Lipsky RH, Burgess WH, Jamieson
G A (1989) J Biol Chem 264: 7570-7575
48. Thibert V, Bellucci S, Edelman L Tandon NN, 67.
Legrand C (1992) Thromb Haemostas 69: 600-605
49. Berger G, Caen JP, Berndt MC, Cramer EM (1993)
Blood 82: 3034-3044 68.
50. Greenwalt DE, Watt KWK, So O0OY, Jiwani
N (1990) Biochemistry 29: 7054-7059
51. Greenwalt DE, Watt KWK, H, HaslerT, Howard 69.
RJ, Patel S (1990) J Biol Chem 265: 16296-16299
52. Imamura N, Mtasiwa DM, Inada T, Kuramoto
A (1990) Leukemia 4: 525-528 70.
53. Kieffer N, Bettaieb A Legrand C, Coulombel L,
Vainchenker W, Edelman L Breton-Gorius 71.
J (1989) Biochem J 262: 835-842
54. Greenwalt DE, Lipsky RH, Ockenhouse CF, 72.
Ikeda H, Tandon NN, Jamieson GA (1992) Blood 80:
1105-1116
55. Asch A Barnwell R Silverstein R Nachman RL 73.
(1987) J Clin Invest 79: 1054-1061
56. Alessio M, Greco NJ Primo L Ghigi D, Bosia A 74.
Tandon NN, Ockenhause CF, Jamieson GA,
Malavasi F (1993) Blood 82: 3637-3647 75.
57. Barnwell JW, Asch AS, Nachman RL, Yamaya M, 76.
Aikawa M,Ingravallo P (1989)J Clin Invest 84: 765-772
58. Oquendo P, Hundt E Lawler J Seed B (1989) Cell 77.
53: 95-101
59. Yamamoto N, Linpisarn S Promtet N, Kham- 78.
boonrueng C, Akamatsu N, Tanoue K (1993)
67 metod sprawdzonych i stosowanych w
spotka z o.0. ul.
zamawiac i nabywaé¢ podrecznik.
194

Thromb Haemostas 69: 1145

Kehrel B Kronenberg A, Rauterberg J Nie-
sing-Bresch D, Niehues U, KardoeusJ, Schwip-
pert B Tschope D, van de Leo J Clemetson
K (1993) Blood 82: 3364-3370

Yamamoto N, Akamatsu N, Yamazaki
noue K (1992) Brit J Haematol 81: 86-93
Tandon NN, Ockenhouse CF, Greco NJ Jamie-
son G A (1991) Blood 78: 2809-2813

McKeown L Vail M, Hansmann K, Williams S
Kramer W, Hansmann K Gralnick H (1994) Blood
83: 2866-2871

Aiken ML, Ginsberg MH, Byers-Ward V, Plow
EF (1990) Blood 76: 2501-2509

Asch AS, Liu I, Briccetti FM, Barnwell JW,
Kwakye-Berko F, Dokun A Goldberger J Per-
nambuco M (1993) Science 262: 1436-1439

Tomiyama S Take H, Ikeda H, Mitani T. Furu-
bayashi T, Mizutani H, Yamamoto T, Tandon
NN, Sekiguchi S Jamieson GA, Kurata Y,Yone-
zawa T, Tarui S (1990) Blood 75: 684-687

Yamamoto N, lkeda H, Tandon NN, Herman ]
Tomiyama Y, Mitani T, Sekiguchi S Lipsky R
Kralisz U, Jamieson GA (1990) Blood 76: 1698-1703
Lipsky R Sobieski DA, Tandon NN, Herman J
lkeda H, Jamieson GA (1990) Thromb Haemostas 65:
456-457

Diazricart M, Tandon
dinas A Bastida E Jamieson GA
491-497

Sugiyma T, Okuma M, Ushikubi F Sensaki S
Kenaji K, Uchino H (1987) Blood 69: 1712-1720
Moroi M, Jung MS, Okuma M, Shinmyozu
K (1989) J Clin Invest 84: 1440-1445

Fitzsimmons CM, Cockburn CG, Hornsey V,
Prowse CV, Barnes MJ (1988) Thromb Haemostas 59:

H Ta-

NN, Carretero M, Or-
(1993) Blood 82:

186-192

Handa M, Titani K, Holland LZ Roberts JR,
Ruggeri ZM (1986) J Biol Chem 261: 12579-12585
Weiss HJ, Turitto VT, Baumgartner HR (1986)

Blood 67: 322-330

Cierniewski CzS (1993) Post Bioch 40: 45-55
Tsenuhisa S Tsuji T, Tohyama H,Osawa T (1984)
Biochim Biophys Acta 797: 10-19

Kralisz U Tandon NN, Jamieson GA (1993) Thromb
Haemostas 69: 688

Haimovich B, Lipfert L Brugge JS, Shattil SJ
(1993) J Biol Chem 268: 15868-15877

Podrecznik laboratoryjny

Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk opracowat podrecznik laboratoryjny
pt. ,Inzynieria Genetyczna i Biologia Molekularna. Metody”, w ktérym zawarto na 170 stronach

IBB PAN. Wydawcg ksigzki jest ,TECHGEN”
Pawiriskiego 5a, 02-106 Warszawa, tel./fax 658-47-89,

u ktérego mozna

POSTEPY BIOCHEMII 41(3), 1995



Oddziatywania biatek z uszkodzonym DNA

Interactions of proteins with damaged DNA

PIOTR WIDLAK*

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Naprawa DNA

I1l. Replikacja

IV. Aktywnos$¢ nukleolityczna
V. Transkrypcja

VI. Struktura chromatyny
VII. Uwagi kohcowe

l. Wstep

Oddziatywania biatek i kwaséw nukleinowych sg
podstawg niemal wszystkich procesow powielania
i ekspresji informacji genetycznej, umozliwiajg tworze-
nie chromatyny, a takze synteze i degradacje kwaséw
nukleinowych. W komorce funkcjonujg specyficzne
biatka rozpoznajace zmiany struktury DNA na rdz-
nych poziomach organizacji chromatyny. Zmiany wy-
wotane nie tylko chemiczng modyfikacjg zasad, ale
rowniez nieprawidtowo sparowanymi zasadami (przy-
ktadem moga by¢ biatka biorgce udziat w procesie
»mismatch repair” lub korekcyjna aktywnos$é egzonu-
kleolityczna polimeraz DNA), lub ich nietypowym
utozeniem przestrzennym (na przykiad biatka wigzace
sie ze struktura Z-DNA) [1-3].

Przyktadem tego, jakie znaczenie moze mie¢ dla
komorki zmiana oddziatywan biatek z DNA jest
.endogenna” metylacja DNA. Obecno$¢ zmetylowa-
nych zasad (gtdwnie 5-metylocytozyny, ale rowniez
N 6-metyloadeniny) oprécz wptywu na stabilno$é dwu-
niciowej struktury DNA jest czynnikiem zmieniajgcym
swoisto$¢ oddziatywan z biatkami. Poziom metylacji
specyficznych sekwencji DNA zwigzany jest z regula-
cja inicjacji replikacji i wigzaniem czynnikdw trans-
krypcyjnych, chromatyna ,,aktywna” jest zwykle hypo-
metylowana. U kregowcow metylacja i demetylacja
DNA uwazana jest za jeden z czynnikéw zwigzanych
z regulacjg wzrostu i réznicowania komaérek [4],

5-metylocytozyne w DNA mozna traktowaé jako
addukt, ktérego powstawanie pozostaje pod kontrolg
komérki (metalacja jest postreplikacyjnym procesem
enzymatycznym, katalizowanym przez specyficzne
DNA-metylotransferazy). Jednak wiele zmian struk-
tury DNA indukowanych jest przez czynniki ,,niekon-

* Dr; Zak}ad Biologii Nowotworéw, Instytut Onkologii,
44-100 Gliwice.
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trolowane”, pochodzace zaréwno ze $rodowiska ze-
wnetrznego (zwigzki chemiczne ipromieniowanie elek-
tromagnetyczne), jak i ze $rodowiska wewnetrznego
(produkty ,normalnego” metabolizmu komérki) [5].
Te uszkodzenia makroczgsteczek zmieniajgc oddziaty-
wania biatko-DNA moga mie¢ réwniez wplyw na
przebieg proceséw komdrkowych. Czynniki, ktére
poprzez zmiane oddziatywan biatko-DNA zaburzajg
procesy replikacji, rekombinacji inaprawy DNA, majg
czesto charakter mutagenow. Inne czynniki, nie powo-
dujace bezposrednio mutacji, poprzez wptyw na struk-
ture chromatyny czy procesy transkrypcji moga zmie-
nia¢ sposéb ekspresji informacji genetycznej. Przed-
miotem niniejszej pracy jest przeglad zjawisk zwigza-
nych z wywotanymi przez uszkodzenia DNA zmiana-
mi oddziatywan biatek z DNA, a takze znaczeniem
tych zmian dla proceséw mutagenezy i kancerogenezy.

Il. Naprawa DNA

Biatkami, ktérych oddziatywanie z uszkodzonym
DNA ma ogromne znaczenie dla proces6w mutagene-
zy i nowotworzenia sg biatka naprawiajagce DNA.
Jednym z mechanizméw naprawy DNA jest (nuc-
leotide excision repair NER). Poniewaz w ostatnim
czasie, rowniez w piSmiennictwie polskim, ukazato sie
wiele prac przeglagdowych dotyczgcych tego mechaniz-
mu [6-11], tutaj omoOwiony zostanie gtownie pierwszy
etap naprawy DNA: faza rozpoznawania uszkodzen
DNA przez enzymy naprawcze. Funkcjonowanie me-
chanizmu NER poznane jest najlepiej na przyktadzie
kompleksu UvrABC endonukleazy z komdrek Esche-
richia coli. W duzym uproszczeniu kompleks funk-
cjonuje w nastepujacy sposob: po rozpoznaniu uszko-
dzenia, biatka kompleksu wigzg sie z DNA i nacinajg
ni¢ zawierajgcag uszkodzenie w odlegtosci kilku (kilku-
nastu) nukleotyddw po stronie 3'i 5' od uszkodzenia,
nastepnie wyciety fragment zostaje uzupetniony przez
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polimeraze i ligaze DNA. Biatkiem rozpoznajgcym
uszkodzony fragment DNA (0 1000-krotnie wigkszym
powinowactwie do DNA uszkodzonego niz do nie-
uszkodzonego) jest UvrA. W warunkach fizjologicz-
nych z uszkodzonym fragmentem DNA wigze sig
najprawdopodobniej dimer A2 Rejon oddziatywania
obejmuje okoto 30 bp wokét uszkodzenia. Kompleks
A2DNA jest nietrwaty; jesli nie nastapi przytaczenie
biatka UvrB rozpada sie. Po oddysocjowaniu dimeru
A2do zwigzanego z DNA biatka UvrB przytgcza sie
biatko UvrC inastepuje naciecie nici DNA. Kompleks
UvrABC rozpoznaje i naprawia uszkodzenia, ktoére
w réoznym stopniu zaburzajg strukture DNA. W zwigz-
ku z szerokim spektrum potencjalnych substratow,
wydaje sie ze biatko UvrA rozpoznaje nie tyle specyfi-
czne uszkodzenia, co raczej pewne wspbélne dla wszyst-
kich naprawianych uszkodzen cechy strukturalne [3,
12]. Funkcja biatka UvrA w procesie NER jest umoz-
liwienie oddziatywania uszkodzonego DNA z UvrB
i UvrC, biatkami ktére same nie wykazujg powinowac-
twa do uszkodzonego DNA [13]. Postulowany jest
rowniez model, w ktorym DNA ,kontrolowany” bytby
przez kompleks UvrA2B. Wedtug tego modelu, biatko
UvrB bytoby czynnikiem rozpoznajgcym zaburzenia
hydrofobowych oddziatywarn miedzy pierscieniami za-
sad utozonych kolejno w nici DNA (base stacking
interactions), ktdre prawdopodobnie powstajg w przy-
padku wszystkich uszkodzen DNA [14].

W komorkach eukariotycznych réwniez istniejg
odpowiedniki (przynajmniej funkcjonalne) kompleksu
UVvrABC. Z procesem NER w komdrkach eukarioty-
cznych zwigzanych jest kilkanascie biatek, czesto funk-
cjonujacych réwniez w innych procesach komérko-
wych takich jak transkrypcja czy replikacja [8, 9].
W komorkach ludzkich zidentyfikowano dwa rozpo-
znajace uszkodzenia biatka zwigzane z NER, produkty
genow XPA [15] i XPE [16]. Oba wigzg sie preferen-
cyjnie z DNA zawierajgcymi fotouszkodzenia; XPA
1000, a XPE 10000-krotnie silniej niz z nieuszkodzo-
nym DNA. Sugeruje sie réwniez, ze przynajmniej
w przypadku preferencyjnej naprawy genoéw tran-
skrybowanych, kompleks naprawiajgcy DNA rozpo-
znaje nie bezpos$rednio uszkodzenie DNA, ale za-
trzymany na nim kompleks polimerazy RNA [17].

Zarowno w komoarkach prokariotycznych jak ieu-
kariotycznych funkcjonujg inne, nie zwigzane z NER,
enzymy naprawiajgce DNA. Zwykle rozpoznajg one
i usuwaja jeden typ uszkodzen. Przyktadem moga by¢
fotoliaza i endonukleaza V faga T4 (specyficzne dla
fotodimeréw pirymidynowych) [18] czy 0 émetylo-
guanino-DNA metylotransferaza, przenoszgca grupy
alkilowe z uszkodzonego DNA na wiasne reszty
cysteinowe [6]. Biatkiem, ktore wigze sie do DNA
zawierajacego przerwy w jednej nici jest polimeraza
poli(ADP-rybozy). Biatko to zwigzane jest najpraw-
dopodobniej z innym procesem naprawy DNA (base
excision repair). Jednak jego rola w tym procesie nie
jest jasna (by¢ moze polega na usuwaniu histonow
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z uszkodzonego miejsca) [19, 20].
I1l. Replikacja

Biatkami, ktérych  zmienione oddzialywania
zuszkodzonym DNA majg kluczowe znaczenie w pro-
cesie mutagenezy sg polimerazy DNA. Uszkodzenie
zmienia whasciwosci matrycy, w zaleznosci od swojego
charakteru (oraz od otaczajgcej sekwencji i cech poli-
merazy) zatrzymujac kompleks replikacyjny lub osta-
biajgc wiernos¢ z jakg polimeraza dobudowuje nowy
nukleotyd. W pierwszym przypadku uszkodzenie po-
woduje zatrzymanie replikacji i zaburzenie cyklu po-
dziatowego (a w efekcie czesto $mier¢ komarki), wdru-
gim jest bezposrednig przyczyng mutacji.

Jednym z czynnikéw indukujgcych btedne paro-
wanie zasad (i zarazem mutacje punktowe) jest obec-
nos$¢ w komérce zmodyfikowanych nukleotydéw, tak
zwanych analogéw zasad [21]. Niektére z nich po-
wstaja w wyniku chemicznej metylacji DNA. Whbudo-
wywanie tyminy naprzeciw 0 6metyloguaniny jest
przyczyng tranzycji G->A, a wbudowywanie guaniny
naprzeciw 0 4metylotyminy jest przyczyng tranzycji
T->C [5], Rowniez zdolnos$¢ polimeraz do wbhudowy-
wania adeniny naprzeciw miejsc o ,nieokreslonej”
wartosci informacyjnej (np. miejsca apurynowe) moze
by¢ jedng z przyczyn mutacji (tzw. “A rule”) [22].

Uszkodzenia DNA powodujg na ogét blokade kom-
pleksu replikacyjnego. Zablokowanie wydtuzania no-
wosyntetyzowanej nici DNA zwykle ma miejsce na-
przeciwko uszkodzenia lub naprzeciwko nukleotydu
poprzedzajgcego uszkodzenie. Miejsce zatrzymania
replikacji uzaleznione jest zaréwno od struktury
uszkodzenia jak i od charakteru polimerazy DNA.
I tak wprzypadku polimerazy | DNA z Escherichia coli
zatrzymanie replikacji nastepuje naprzeciwko glikolu
tyminy, ale po alkalicznej konwersji glikolu w mocz-
nikowg pochodng deoksyrybozy, o jeden nukleotyd
wczesniej [23]. Indukowany przez 2-acetyloamino-
fluoren addukt dG-C8-AF powoduje zatrzymanie wy-
dtuzania nici DNA naprzeciwko uszkodzenia, a forma
acetylowana dG-C8-AAF (silniej zaburzajgca struk-
ture DNA; patrz dalej) o jeden nukleotyd wcze$niej
[24]. Stwierdzono, ze polimerazy DNA pozbawione
aktywnosci 3'->5' egzonukleolitycznej kornczg synteze
tancucha DNA naprzeciwko uszkodzenia [23], lub
nawet zdolne sg do ,przeciggniecia” replikacji przez
uszkodzenie (bypass) [25]. Prawdopodobnie zjawisko
blokowania replikacji o jeden nukleotyd przed uszko-
dzeniem nie jest zwigzane z niemozno$ciag whudowania
nukleotydu naprzeciwko uszkodzenia, ale wynika z te-
go, ze takie wbhudowanie jest krokiem spowalniajacym
replikacje i utatwiajacym korekcyjng aktywnos$é eg-
zonukleolityczng polimerazy [26]. Nastepnym krokiem
majacym wpltyw na blokade replikacji jest spowolnione
wydtuzanie taricucha DNA od miejsca uszkodzenia.
Wydaje sie zatem, ze wytgczenie aktywnos$ci egzonuk-
leolitycznej polimeraz DNA nie jest czynnikiem wystar-
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czajagcym dla efektywnego replikowania uszkodzonego
DNA. W komdrkach bakteryjnych czynnikiem utat-
wiajgcym kompletny przebieg replikacji (pomimo obec-
nosci uszkodzenn DNA) jest indukcja tzw. odpowiedzi
SOS. Obecnos$¢ indukowanych biatek UmuC, UmuD
i RecA jest czynnikiem, ktéry (najprawdopodobniegj
poprzez wpltyw na oddziatywania DNA-polimeraza)
utatwia polimerazie 111 DNA replikacje zawierajacego
uszkodzenia DNA [27, 28].

Ciekawym zagadnieniem jest porownanie wptywu
réznych uszkodzen DNA na replikacje z ich wzgledng
».mutagennoscia” czy ,kancerogennoscig”. Postuluje
sie, ze sposrod roznych adduktéw indukowanych
przez weglowodory poliaromatyczne, arylowana ade-
nina moze by¢ bardziej kancerogenna niz arylowana
guanina. Por6wnano wptyw adeniny i guaniny arylo-
wanej przez 7-bromometylobenzo(a)antracen na re-
plikacje prowadzong przez polimeraze DNA faga T7
i stwierdzono, ze oba addukty blokujg synteze DNA
jeden nukleotyd przed uszkodzeniem. Okazato sie
jednak, ze jesli przed uszkodzong adening znajdowata
sie tymina, to polimeraza btednie wbudowywata gua-
nine naprzeciwko tej tyminy. Taki btgd zwigzany byt
jednoczesnie ze zjawiskiem “bypass” i kontynuacjg
replikacji (przy zainicjowaniu mutacji T->C). Zjawiska
tego nie obserwowano w przypadku adduktu z guani-
ng [29, 30]. Amina aromatyczna 2-aminofluoren i jej
pochodne indukujg dwie gtéwne formy adduktéw
DNA. Forma acetylowana dG-C8-AAF silnie zabu-
rzajgca dwuniciowg strukture DNA, odpowiedzialna
jest za indukowane przez kancerogen efekty cytotok-
syczne iuruchamianie odpowiedzi SOS. Forma nieace-
tylowana dG-C8-AF (w niewielkim stopniu zaburzaja-
ca strukture DNA) jest czynnikiem indukujagcym mu-
tacje punktowe. Prawdopodobnie obie formy adduk-
téw réznig sie wplywem na proces nowotworzenia
[31]. W badaniach in vitro stwierdzono, ze addukty
obu typoéw blokujg synteze DNA prowadzong przez
polimeraze DNA faga T7, lecz odmienna jest kinetyka
obu reakcji. Naprzeciwko dG-C8-AF polimeraza
DNA wbudowywata cytozyne 5 x 104razy wolniej niz
w przypadku niezmodyfikowanej guaniny, a naprze-
ciwko dG-C8-AAF 4 x 106 razy wolniej. W drugim
przypadku dysocjacja enzymu od DNA nastepowata
szybciej niz przejscie przez uszkodzenie co powodowa-
to zakonczenie syntezy. Obecno$é adduktu ostabiata
doktadnos¢ zjaka polimeraza dobudowywata nukleo-
tydy. Doktadnos$¢ ta byta 500 x nizsza naprzeciwko
dG-C8-AF i 100 x nizsza o jeden nukleotyd dalej.
W obu przypadkach jako btednie sparowang zasade
polimeraza preferowata adenine (indukujgc mutacje
G-+T) [32]. Blokowanie replikacji przez dG-C8-AAF
ma zwigzek z delecjami indukowanymi przez ten
addukt. Delecja jednego nukleotydu z sekwencji 5'-
GGG-3' (indukowana przez addukt w 3' kohcowej
guaninie) wynika najprawdopodobniej z zablokowa-
nia polimerazy naprzeciwko tego adduktu a nastepnie
»poslizgu” kompleksu replikacyjnego z terminalng
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cytozyng do miejsca znajdujgcego sie naprzeciwko
nastepnej, nieuszkodzonej guaniny (mechanizm slip-
page) [33]. Postuluje sig, ze umozliwiajace zajscie
takiego poslizgu cechy polimerazy 111 DNA z Esche-
richia coli sa ,niesymetryczne” wzgledem obu nici
DNA, co ttumaczytoby zaobserwowang wiekszg czes-
tos¢ takiej mutacji w przypadku adduktu na nici
opéznionej (lagging strand) w poréwnaniu z nicig
wiodgcg (leading strand) [34]. W komorkach eukario-
tycznych replikacje obu nici DNA katalizujg najpraw-
dopodobniej rozne polimerazy. Przypuszcza sie, ze
réznice w ich doktadnosci, moga by¢jedng z przyczyn
réznic w czestosci mutacji zwigzanych z uszkodzenia-
mi obu nici DNA; np. wyzszej czestoSci mutacji
zwigzanych z uszkodzeniami nici transkrybowanej,
obserwowanej w komorkach z defektem preferencyjnej
naprawy DNA [35].

Osobnym zjawiskiem zwigzanym z wptywem uszko-
dzeh DNA na proces replikacji jest zmiana struktury
sekwencji regulujgcych replikacje (na przykiad sek-
wencji ori). Wiadomo, ze metylacja DNA w obrebie
sekwencji ori (prawdopodobnie poprzez zmiane od-
dziatywan z biatkami regulatorowymi) moze by¢ jed-
nym z mechanizméw regulujacych inicjacje replikacji
[4]. Inne chemiczne modyfikacje DNA w obrebie
sekwencji regulatorowych réwniez moga byé przy-
czyng zaburzen inicjacji replikacji. Na przyktad obec-
no$¢ 0 6metytoguaniny w obrebie sekwencji ori wirusa
SV40 blokuje wigzanie sie duzego antygenu T, wiruso-
wego czynnika wzrostu [36]. Stwierdzono réwniez, ze
obecno$¢ wewnagtrzniciowego wigzania indukowane-
go przez cis-dwuaminodwuchloroplatyne (cis-DDP)
jest czynnikiem hamujgcym aktywnos$¢ helikazy kodo-
wanej przez gen wirusa Herpes simplex, innego biatka
zwigzanego ze startem replikacji [37].

W uproszczeniu, efekty cytotoksyczne wykazywane
przez pewne czynniki srodowiskowe zwigzane sg z za-
blokowaniem syntezy DNA (oraz RNA, patrz dalej)
w miejscu uszkodzenia. Wykorzystywane jest to w te-
rapii przeciwnowotworowej z zastosowaniem lekow
cytostatycznych takich jak cis-DDP. Natomiast in-
dukowane przez uszkodzenia DNA mutacje zwigzane
sg ze zdolnoScig polimeraz DNA do obejscia (bypass)
takiego uszkodzenia przy jednoczesnym obnizeniu do-
ktadnosci replikacji. Mechanizmem obrony przed re-
plikacjg zawierajgcego uszkodzenia DNA jest blokada
cyklu komorkowego — tzw. checkpoint control [38, 39].

IV. Aktywnos¢ nukleolityczna

Enzymy nukleolityczne sg biatkami, ktdrych aktyw-
no$¢ ma istotne znaczenie w takich procesach jak
naprawa i rekombinacja DNA. Rozpoznajg one takze
zmienione wiasciwosci substratu (DNA) wynikajgce
zjego chemicznej modyfikacji. Przyktadem mogg by¢
prokariotyczne nukleazy restrykcyjne rozpoznajgce
specyficzne sekwencje DNA. Wywotana obecnoscig
5-metylocytozyny zmiana wzoru metylacji tych sek-
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wencji moze wplywaé na ich rozpoznawanie przez
odpowiednie izoschizomery endonukleaz restrykcyj-
nych, stuzac jako rodzaj systemu rozpoznawania
,SW0j/obcy” [40]. Podobnie jak endogenna 5-metylo-
cytozyna, rowniez inne zmodyfikowane zasady, takie
jak 0 4alkilotymina [41] czy fotodimery pirymidyno-
we [42] wptywajg (w reakcji in vitro) na rozpoznawanie
sekwencji zawierajgcych uszkodzenie przez specyficz-
ne enzymy restrykcyjne. Wiele innych enzymoéw nuk-
leolitycznych o stabszej specyfice substratowej, bada-
nych w uktadzie in vitro, rowniez rozpoznaje uszkodze-
nia DNA. Nukleazy o aktywno$ci 3’-*5" fosfodiesteraz
dla prawidtowego rozpoznawania i trawienia DNA
wymagajg niezmodyfikowanego nukleotydu po stro-
nie 5’hydrolizowanego wigzania fosfodiestrowego. Na
przyktad nukleaza Pl i nukleaza SI nie hydrolizujg
wigzan w sasiedztwie glikolu tyminy, miejsc apuryno-
wych i niektorych adduktow aromatycznych [43-45].
Z kolei nukleazy o aktywnosci 5’->3’ fosfodiesterazy
wymagajg niezmodyfikowanego nukleotydu po stronie
3" wigzania fosfodiestrowego. | tak np. fosfodiesteraza
zjadu weza nie hydrolizuje wigzan w ktorych sasiedzt-
wie znajduja sie fotodimery pirymidynowe [45].

Do nukleaz, ktore specyficznie hydrolizujg wiazania
fosfodiestrowe w poblizu uszkodzenia nalezg wykazu-
jace aktywnos$¢ nukleolityczng biatka zwigzane z pro-
cesami naprawy DNA. Takie nukleazy naprawcze,
oprocz AP-endonukleaz (enzyméw specyficznych dla
miejsc apurynowych i apirymidynowych), nie majg
jednak specyficznego powinowactwa do zmodyfiko-
wanego DNA (na przykiad bakteryjne biatka UvrB
i UvrC czy ludzkie biatka XPG i XPF) [46], Poniewaz
wiele uszkodzen indukuje lokalne zaburzenia dwu-
niciowej struktury DNA, moga one by¢ rozpoznawane
przez nukleazy specyficzne dla DNA jednoniciowego
(np. nukleaza SI) [47].

V. Transkrypcja

Regulujgce synteze RNA biatkowe czynniki trans-
krypcyjne oddziatujg w sposéb wysoce specyficzny
z regulatorowymi sekwencjami DNA rozpoznajac
konkretne sekwencje nukleotydéw. Modyfikacje nuk-
leotydéw w obrebie sekwencji regulatorowej (poprzez
zmiane rozktadu potencjalnych miejsc tworzenia spe-
cyficznych wigzan wodorowych z aminokwasami) mo-
ga zmienia¢ oddziatywania z czynnikiem biatkowym.
Na przyktad endogenna metylacja DNA jest jednym
z mechanizméw regulacji ekspresji gendw, a odmienne
wzory metylacji sekwencji regulatorowych mogtyby
odpowiada¢ za tkankowo specyficzng transkrypcje
RNA [4]. Modyfikacje nukleotydéw indukowane
przez Srodowiskowe czynniki genotoksyczne réwniez
moga wptywaé na regulacje ekspresji genéw. Modyfi-
kacja guanin (poprzez metylacje w pozycji O 6)w specy-
ficznych miejscach promotora genu fos i wigzgcych
czynniki transkrypcyjne SP1 i NFxB fragmentach
sekwencji LTR wirusa HIV powoduje blokade wigza-
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nia biatkowych czynnikéw transkrypcyjnych [48].
Podobnie alkilacja guanin indukowana przez pochod-
ne iperytu blokuje wigzanie czynnika NFxB i unie-
mozliwia ekspresje gendéw bedacych pod kontrolg
sekwencji LTR [49]. R6wniez nie wigzace sie kowalen-
cyjnie z DNA czynniki interkalujgce (takie jak anty-
biotyk dystamycyna A) mogag zablokowa¢ oddziaty-
wania czynnikdw transkrypcyjnych z sekwencjami
regulatorowymi [50]. Modyfikacja DNA w obrebie
sekwencji promotorowych zmienia réwniez ich od-
dziatywania z polimerazami RNA. Na przyktad mety-
lacja guanin i adenin oraz tworzenie etylofosfotriestéw
w obrebie specyficznych miejsc promotora A3 faga T7
blokuje wigzanie polimerazy RNA z Escherichia coli
[51]. Z drugiej strony indukowana przez iperyt alkila-
cja guanin w obrebie promotora lacUV5 powoduje
niezalezne od fazy transkrypcji, stabilne wigzanie
polimerazy RNA [52], Znane sg rodwniez przykiady
niespecyficznego wigzania czynnikéw transkrypcyj-
nych do DNA zawierajgcego uszkodzenia. Na przy-
ktad czynnik hUBF [53] oraz biatko HMG1 [54]
wigzg sie niespecyficznie z sekwencjami zawierajgcymi
uszkodzenia indukowane przez cis-DDP. Takie nie-
specyficzne wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych mo-
ze rowniez (np. poprzez ograniczenie ich puli) zaburzaé
regulacje transkrypcji.

Innym zjawiskiem zwigzanym z wplywem uszko-
dzen DNA na synteze RNA jest blokada transkrypcji (i
wynikajgca z tego przedweczesna terminacja i synteza
niepetnych transkryptéw). Efektywnos$¢ tej blokady
zalezy gtéwnie od natury uszkodzen DNA. Do uszko-
dzen DNA silnie blokujgcych transkrypcje nalezg
miedzy- i wewnatrzniciowe wigzania krzyzowe (szcze-
golnie w obrebie nici transkrybowanej), indukowane
na przyktad przez pochodne iperytu [55] lub cis-DDP
[56]. Innymi uszkodzeniami efektywnie blokujagcymi
kompleks transkrypcyjny sg addukty indukowane
w DNA przez pochodne benzo(a)pyrenu, i stabiej,
2-acetyloaminofluorenu [57]. Przy tym odmiennie niz
w przypadku syntezy DNA, obie formy adduktéow
indukowane przez 2-acetyloaminofluoren majg podo-
bny wptyw na transkrypcje. Odpowiedzig komdrki na
potencjalne zagrozenia wynikajgce z wplywu uszko-
dzen DNA na proces transkrypcji jest preferencyjna
naprawa genéw aktywnych transkrypcyjnie [17, 35].

VI. Struktura chromatyny

Chromatyna w jagdrach komorek eukariotycznych
zorganizowana jest w domeny. Organizacja taka ma
znaczenie nie tylko strukturalne, zwigzanajest rowniez
z regulacja replikacji i ekspresji genéw. Domeny te,
majgce charakter petli DNA, powstajg najprawdopod-
pobniej w wyniku oddziatywan niehistonowych biatek
tworzacych szkielet jadrowy ze specyficznymi sekwen-
cjami DNA, zwanych MAR (matrix attached region)
lub SAR (scaffold attached region) [58-60]. Oddziaty-
wania sekwencji MAR z biatkami majg inny charakter
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niz oddziatywania biatek z typowymi sekwencjami
regulatorowymi. Wydaje sie, ze biatka wigzace sie
z sekwencjami typu MAR rozpoznajg ich specyficzne
cechy strukturalne (takie jak zakrzywienie, zwezony
rowek mniejszy i trwate niesparowanie nici), a nie
konkretng sekwencje zasad [60],

Uszkodzenia struktury DNA takie jak depurynacja
czy metylacja adenin, w niewielkim stopniu wplywaja
na oddziatywania biatek z sekwencjami MAR. Nato-
miast przerwanie fosfodiestrowego rdzenia DNA po-
woduje zaburzenie tych oddziatywan [61]. Rowniez
substancje interkalujace, takie jak dystamycyna A wig-
zaca sie z DNA bogatym w pary AT izmieniajgca jego
strukture, sa czynnikiem blokujacym wigzanie biatek
z sekwencjami MAR [61, 62]. Wiadomo, ze obecnos$¢
dimerow pirymidynowych zmienia takie witasciwosci
strukturalne DNA jak zakrzywienie helisy (bending)
i parowanie zasad [3, 14], a wiec cechy rozpoznawane
przez biatka wigzace sekwencje typu MAR. Mozna
przypuszczaé, ze przynajmniej cze$¢ indukowanych
przez czynniki srodowiskowe uszkodzen DNA zmie-
niajego strukture w stopniu wystarczajgcym do zabu-
rzenia oddziatywan biatek z sekwencjami MAR. Takie
zmiany mogtyby mie¢ konsekwencje nie tylko struk-
turalne (zmiana dtugosci petli DNA) ale réwniez
funkcjonalne (zaburzenia regulacji replikacji i trans-
krypcji). Wydaje sie wiec, ze podobnie jak uszkodzenia
typowych sekwencji regulatorowych, uszkodzenia sek-
wencji MAR i zmiany struktury domen DNA moga
by¢ zwigzane z procesami epigenetycznymi zachodzg-
cymi w procesie transformacji nowotworowej. Za takg
hipotezg mogtoby przemawiaé to, ze zar6wno biatka
tworzgce szkieletjgdrowy jak izwigzane z nim sekwen-
cje DNA sg szczegoOlnie podatne na uszkodzenia przez
srodowiskowe kancerogeny [63], oraz fakt, ze ko-
morki prawidtowe i transformowane moga wykazy-
waé roznice w dtugosci petli DNA [64],

VI1I. Uwagi koncowe

Powyzszy przeglad jest prébg przedstawienia poten-
cjalnego znaczenia zmiany oddziatywan biatek
zuszkodzonym DNA dla proceséw mutagenezy i kan-
cerogenezy. Przeglad ten daleki jest od petnego przed-
stawienia ztozonosci zjawiska. Miedzy innymi nie
uwzglednia faktu, ze Srodowiskowe czynniki mutagen-
ne i kancerogenne wptywaja na zmiane oddziatywan
biatko-DNA réwniez poprzez zmiang struktury biatek.
W zwigzku z tym konieczne jest uzupetnienie tekstu
o kilka uwag:

A) Kowalencyjna modyfikacja aminokwasow jest

czynnikiem zmieniajagcym oddziatywania biatko-
-DNA. Na przykiad postranslacyjne enzymatyczne
modyfikacje histonéw sg jednym z mechanizméw
regulujgcych transkrypcje, replikacje i cykl komor-
kowy [65]. Stwierdzono, ze niektére czynniki o chara-
kterze kancerogenow rowniez indukujg modyfikacje
histondw [66].
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B). Czes¢ substancji o charakterze genotoksycznym
modyfikuje rowniez biatka, tworzgc addukty biatkowe
(protein-adducts). Przyktadem moze by¢ benzo(a)py-
ren, indukujacy addukty zar6wno w DNA jak i w biat-
kach jadrowych (np. w biatkach macierzy jadrowej [67],

C). Niektore czynniki uszkadzajagce DNA sg w sta-
nie indukowa¢ kowalencyjne wigzania krzyzowe (eros-
slinks) pomiedzy DNA i biatkami. Nalezg do nich
promieniowanie UV [68] oraz cis-DDP iinne zwigzki
platyny [69, 70].

D). Biatka oddziatujgce z DNA (i zmieniajace przez
to jego strukture) wptywaja na stopien uszkadzania
nukleotydéw przez czynniki genotoksyczne. Cieka-
wym przyktadem tego zjawiska sg biatka SASP obecne
w przetrwalnikach Bacillus subtilis. Biatka te wigzgac sie
z DNA zmieniaja jego konformacje z B-DNA na
A-DNA. Pod wplywem promieniowania UV w A-
DNA powstajg typowe dla przetrwalnikéw fotoad-
dukty, mniej toksyczne niz dimery pirymidynowe.
Zwigzane jest to z wykazywang przez przetrwalniki
bakterii opornoscig na cytotoksyczne dziatanie ultra-
fioletu [71],
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Biologiczne skutki modyfikacji lipoprotein

Biological consequences of lipoprotein modification

HANNA WEHR*
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IV-3. Reakcja z acetaldehydem (etylacja)
V. Przeciwciala przeciw zmodyfikowanym lipoproteinom
VI. Modyfikacje HDL
VII. Dyskusja i uwagi kohcowe

Wykaz stosowanych skrdtéw: LDL — lipoproteiny o niskiej
gestosci; VLDL — lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci;
1DL — lipoproteiny o pos$redniej gestosci; HDL — lipo-
proteiny o wysokiej gestosci.

I. Wstep

Lipoproteiny sg biatkami tatwo ulegajgcymi mody-
fikacjom chemicznym w zywych organizmach. Podob-
nie jak w przypadku innych biatek réwniez w lipo-
proteinach modyfikowane sg czesto wolne grupy ami-
nowe aminokwaséw zasadowych — lizyny i argininy.
Przytgczane do tych reszt rodniki tworzg poczatkowo
nietrwate pochodne, z ktdrych nastepnie pod wptywem
czynnika redukujgcego powstajg trwate kompleksy.

Przedmiotem niniejszego artykutu bedzie kilka ro-
dzajow modyfikacji lipoprotein, przede wszystkim
takich, ktérym przypisuje sie powiazanie ze stanami
patologicznymi u ludzi. Dotyczy to gtéwnie lipo-
protein niskiej gesto$ci (LDL), ktére bardzo tatwo
ulegajg modyfikacjom. Nieco mniej jest informacji na
temat innych grup lipoprotein: bardzo niskiej gestosci
(VLDL) i wysokiej gestosci (HDL).

VLDL sg gtdwnym transporterem trojglicerydéw
(trojacylogliceroli) a LDL — cholesterolu. VLDL sg
syntetyzowane w watrobie. W krwiobiegu ulegajg
stopniowo przemianie w LDL poprzez stadium lipo-
protein posredniej gestosci (IDL). Katabolizm LDL
odbywa sie w komdrkach. HDL odgrywajg wazng role
w transporcie cholesterolu z tkanek obwodowych do
watroby (tzw. zwrotny transport cholesterolu).

* Prof. dr hab. Instytut Psychiatrii i Neurologii Zak#ad
Genetyki 02-957 Warszawa, al. Sobieskiego 1/9
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Il. Receptory komorkowe LDL

Komponentg biatkowg LDL jest apolipoproteina
B i to wiasnie biatko jest rozpoznawane przez wazny
receptor komdrkowy, zwany receptorem LDL (po-
znanie funkcji tego receptora przyniosto jego odkryw-
com w 1985 roku nagrode Nobla). Zawiaduje on
rozpadem LDL, przy ich niedostatecznym wigzaniu
dochodzi do wzrostu poziomu LDL w krwiobiegu. Ten
sam receptor wigze réwniez apolipoproteine E — biatko
wchodzace w sktad innych lipoprotein. W wigzaniu
lipoprotein udziat biorg wolne grupy aminowe lizyny
i argininy. Ich zablokowanie powoduje, ze biatka prze-
stajg by¢ rozpoznawane przez receptor LDL.

Po zwigzaniu przez receptor LDL, lipoproteiny
wchodza do wnetrza komérki gdzie ulegajg rozpadowi
w lizosomach. Uwolniony z nich cholesterol wywiera
hamujacy wptyw zaréwno na synteze cholesterolu
komérkowego jak réwniez na synteze samego recep-
tora. Taki mechanizm regulacyjny umozliwia utrzy-
manie stezenia cholesterolu komdérkowego na statym
poziomie.

Receptor LDL obecny jest na powierzchni komorek
wielu tkanek. Najwiekszg role w ogdlnoustrojowym
rozpadzie LDL odgrywa watroba [1, 2].

Pod koniec lat siedemdziesigtych [3] zauwazono, ze
komorki uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego wigza
niezmienione LDL tylko w nieznacznym stopniu,
rozpoznaja natomiast zmodyfikowane chemicznie czg-
steczki lipoprotein. Procesem zawiaduje receptor od-
mienny od wspomnianego powyzej receptora LDL.
Nazwano go receptorem zmiatajgcym — czesto stoso-
wana jest angielska nazwa scavenger receptor. Recep-
tor ten odgrywa role ochronng w odniesieniu do wielu
tkanek, poniewaz posredniczy w usuwaniu zmienio-
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nych, a wiec niepotrzebnych, i by¢ moze, toksycznych
lipoprotein z krwiobiegu [4]. Ostatnio wysuwa sie
mozliwos$¢ ogolnej, ochronnej roli scavenger receptora
dla bton komdrkowych. Dziatanie tego receptora
moze by¢ jednak niekorzystne dla $cian tetnic o czym
bedzie dalej mowa.

W przebiegu pobierania lipoprotein przez komorki
za posrednictwem receptora zmiatajacego nie obser-
wuje sie, w przeciwienstwie do mechanizmu wynikaja-
cego z dziatania receptora LDL, regulacji zapobiegaja-
cej wzrostowi stezenia cholesterolu w komdrkach.
Moze wiec doj$¢ do nagromadzenia duzych jego ilosci.

Wiadomo obecnie, ze istniejg receptory zmiatajgce
0 réznej specyficznosci [5]. Opisano receptor wykazu-
jacy wysokie powinowactwo do acetylowanych LDL
1inny o wysokim powinowactwie do utlenionych.
Geny kodujgce powyzsze typy receptora zostaty sklo-
nowane [6, 7]. Opisano réwniez odmiane receptora
zmiatajgcego specyficznego w stosunku do glikozylo-
wanych LDL.

I11. Peroksydacja lipidéw

Peroksydacja lipidow prowadzi do powstania rod-
nikbw o wiasnosciach mutagennych i, wedtug przyje-
tych obecnie poglagdow, odgrywa wazng role w starze-
niu sie komorek oraz powstawaniu nowotworow.
Lipoproteiny zmodyfikowane przez utlenienie uwaza-
ne sg za bardzo istotny czynnik tworzenia sie zmian
miazdzycowych [8].

Przebieg utleniania LDL zostat szczeg6towo po-
znany w doswiadczeniach in vitro przy zastosowaniu
jako katalizatorow jonow metali ciezkich Cu2+ lub
Fe3 +. Utlenianie w srodowisku biologicznym przebie-
ga analogicznie z tg jednak réznica, ze w 0soczu oraz
w wielu tkankach wystepuja czynniki antyoksydacyj-
ne, ktére w znacznym stopniu hamujg proces utlenia-
nia. Nalezg do nich witamina E, witamina C, karoten,
ubichinon iinne [9]. W sytuacjach, w ktérych zwiek-
szona jest produkcja wolnych rodnikéw, dochodzi do
wyczerpania sie antyoksydantéw i wtedy proces pero-
ksydacji przestaje by¢ hamowany.

Utlenieniu podlegajg wielonienasycone kwasy ttusz-
czowe fosfolipiddw, gtéwnie fosfatydoloetanoloaminy.
Juz w pierwszym etapie utlenienia powstajg bardzo
silnie reaktywne rodniki i w efekcie lawinowo przebie-
gajacej kaskady peroksydacji dochodzi ostatecznie do
rozpadu tancucha kwasu tluszczowego i powstania
pochodnych niskoczasteczkowych [10]. Sg to przewa-
znie aldehydy, jednym z nich jest aldehyd dwumalono-
wy. Oznaczanie powstajgcych produktdw — reaguja-
cych z kwasem tiobarbiturowym — jest powszechnie
stosowanym wskaznikiem stopnia peroksydacji lipi-
déw. Cze$¢ powstatych zwigzkoéw taczy sie z wolnymi
grupami aminowymi lizyny iargininy a prawdopodob-
nie réwniez cze$ciowo z innymi grupami funkcyjnymi
jak SH i OH czasteczki biatkowej. W wyniku intensyw-
nego utleniania LDL apolipoproteina B ulega de-
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gradacji [11, 12],

Komorki srodbtonka tetnic majac zdolno$é utlenia-
nia LDL. Nie zawierajg one, lub zawierajg bardzo
niewiele, substancji chronigcych przed peroksydacja
lipidow. Stwierdzono, ze utlenione, nawet w minimal-
nym stopniu, LDL powodujg wytwarzanie czynnika
chemotaktycznego przez komdrki sciany naczyniowej.
Sprzyja to wychwytywaniu monocytow i wywotuje
odczyn zapalny. Aktywnym zwigzkiem w utlenionych
LDL jest zmodyfikowany fosfolipid, ktéry dziata po-
przez zwiekszenie stezenia CAMP w komoé6rkach. Mo-
nocyty ulegajg przemianie w makrofagi. Wigzg one za
posrednictwem receptora zmiatajgcego zmodyfikowa-
ne przez utlenienie LDL. Zwigzanie LDL uruchamia
w komaérkach szereg dalszych mechanizmow regula-
cyjnych — wywotuje zwiekszong produkcje czynni-
kéw wzrostu komdérek przez makrofagi oraz hamowa-
nie aktywnos$ci czynnika rozszerzajagcego naczynia
i zwiekszenie agregacji ptytek [13, 14].

Utlenione LDL hamujg migracje makrofagéw, po-
nadto majg dziatanie cytotoksyczne w stosunku do
komorek $rodbtonka naczyn. Utlenienie LDL zwiek-
sza ich immunogenno$¢ co prowadzi¢ moze do produ-
kcji przeciwciat.

Wszystkie opisane zjawiska sprzyjaja rozwojowi
zmian miazdzycowych. Powyzej wspomniano, ze
w komdrkach wyposazonych w receptor zmiatajgcy
nie obserwuje sie, tak jak w przypadku receptora LDL,
sprzezenia zwrotnego zapobiegajgcego wzrostowi ste-
zenia cholesterolu w komadrkach. Pobieranie utlenio-
nych LDL przez makrofagi powoduje zatem nagroma-
dzenie duzych ilosci cholesterolu. Z przetadowanych
cholesterolem makrofagéw powstawaé¢ mogg komorki
piankowate a towarzyszacy temu rozrost witokien
tkanki tgcznej prowadzi do wytworzenia sie pytki
miazdzycowej [15, 16],

Stwierdzono, ze podfrakcja LDL zwana Lp(a), sta-
nowigca niezalezny czynnik ryzyka miazdzycy, wy-
stepujaca w zmiennych stezeniach w osoczu réznych
0sOb, zawierajgca dodatkowy fragment polipeptydo-
wy iduzo reszt glikozylowych, podlega tatwiej utlenie-
niu niz pozostate LDL i jest silnie wigzana przez
receptor zmiatajgcy. Fakty te ttumaczg silnie miaz-
dzycorodne wtasnosci Lp(a) [17, 18],

Za poparciem hipotezy o znaczeniu peroksydacji
LDL w rozwoju miazdzycy przemawia stwierdzenie
obecnosci utlenionych LDL w zmienionej miazdzyco-
wo S$cianie naczyniowej [19].

Wykazano ze inkubacja LDL z ekstraktem otrzy-
manym z dymu papierosowego powoduje pojawienie
sie w nich duzej ilosci zwigzkdw reagujgcych z kwasem
tiobarbiturowym — aldehydu dwumalonowego i in-
nych produktéw peroksydacji lipidéw — oraz daleko
posunietg degradacje apolipoproteiny B [20]. Wydaje
sie, ze powyzsze doswiadczenie wyjasnia, przynajmniej
czesciowo, dlaczego palenie papieroséw sprzyja roz-
wojowi miazdzycy.

Wysoki poziom LDL w osoczu moze wynikaé ze
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zwiekszenia ich produkcji i/lub opdZnienia rozpadu.
Niezaleznie od przyczyny diugie przebywanie LDL
w krwiobiegu zwieksza mozliwos$¢ ich modyfikacji.

Wykazano, ze utlenieniu podlega rowniez frakcja
VLDL [21].

IV. Inne modyfikacje
IV-1. Glikacja

W organizmie chorych na cukrzyce, zwtaszcza w cu-
krzycy niewyrownanej, w ktérej ma miejsce diugo-
trwate podwyzszenie stezenia glukozy we krwi, do-
chodzi do glikacji (nieenzymatycznej glikozylacji) réz-
nych biatek (np. hemoglobiny co wykorzystuje sie jako
wskaznik diagnostyczny). W przebiegu glikacji na-
stepuje potgczenie lizyny z fruktozg (glukoza podlega
rearanzacji).

Glikacji podlega¢ mogg rowniez lipoproteiny
VLDL i LDL. W badaniach nad tym czy zmodyfiko-
wane w taki sposob lipoproteiny sg bardziej czy mniej
podatne na utlenienie w poréwnaniu z natywnymi
uzyskano niejednoznaczne wyniki. Niezgodnos$ci zale-
73 zapewne od tego, ze sama glukoza jest zaréwno
oksydantem jak i zmiataczem wolnych rodnikéw,
i jedna lub druga jej wilasciwo$¢ moze bra¢ gore
w zaleznosci od réznic w warunkach przeprowadza-
nych doswiadczen. Rézni autorzy stwierdzajg nato-
miast zgodnie, ze przy dtugotrwatym dziataniu gluko-
zy glikowane lipoproteiny podlegajg dalszym ztozo-
nym procesom, ktére nazwano glikoksydacjg. Prowa-
dzg one do wytworzenia utlenionych produktéow okre-
$lanych jako AGE (ang. advanced glycation end pro-
ducts). W toku tych przemian powstaje karboksymety-
lolizyna [22-24]. Produkty te uwaza sie za bardzo
szkodliwe dla srddbtonka naczyn — sg one wigzane
przez makrofagi. Jest to zgodne z faktem czestego
wczesnego wystepowania miazdzycy u chorych na
cukrzyce.

IV-2. Karbamylacja i inne

U os6b z przewlektg niewydolnoscig nerek wy-
twarza¢ sie mogg karbamylowane pochodne biatek.
Dochodzi wtym wypadku do kondensacji powstatego
z mocznika izocyjanianu z resztami lizyny. Stwier-
dzono, ze karbamylacja LDL in vitro dotyczaca nie
wiecej niz 20% reszt lizyny powoduje opéznienie
usuwania LDL z krwioobiegu. Wyzszy stopieA karba-
mylacji, przewyzszajacy 20% reszt, lizyny przyspiesza
usuwanie LDL co ttlumaczyé mozna udziatem recep-
tora zmiatajagcego. Wigzanie karbamylowanych LDL
przez receptor zmiatajacy mogtoby odgrywaé role
w rozwoju miazdzycy, ktéremu sprzyja przewlekta
niewydolnos¢ nerek [25, 26].

Jednym z niedawno rozpoznanych czynnikoéw ryzy-
ka miazdzycy jest wysoki poziom homocysteiny w 0so-
czu. Podwyzszenie stezenia homocysteiny jest w znacz-
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nym stopniu uwarunkowane genetycznie, sprzyja mu
réwniez niewlasciwa dieta. Wykazano, ze tiolakton
homocysteiny reaguje z wolnymi grupami aminowymi
LDL powodujac ich agregacje i zwiekszone pobieranie
przez makrofagi co prowadzi do tworzenia sie¢ zmian
miazdzycowych [27].

LDL ulegajg réwniez modyfikacjom pod wplywem
niektérych ksenobiotykéw. Przyktadem jest dwusiar-
czek wegla wytwarzany w niektérych procesach pro-
dukcyjnych, gdzie zatrudnieni robotnicy zapadajg na
wczesng miazdzyce. Wykazano, ze dwusiarczek wegla
tworzy zLDL pochodne rozpoznawane przez receptor
zmiatajacy izwieksza ich podatnos$¢ na utlenienie [28],

IVV-3. Modyfikacja acetaldehydem (etylacja)

W tkankach i ptynach ustrojowych os6b pijacych
duze ilosci alkoholu stwierdzono obecno$¢ biatek
zmodyfikowanych acetaldehydem. Aldehyd octowy
jest pierwszym produktem utlenienia alkoholu etylo-
wego i jest bardziej od niego reaktywny chemicznie
(jest rowniez bardziej toksyczny niz etanol). U oso6b
pijacych duze ilosci alkoholu stezenie acetaldedehydu
jest wysokie z powodu obnizonej aktywnosci dehyd-
rogenazy aldehydowej w watrobie [29]. Przypuszcza
sie, ze modyfikacja biatek acetaldehydem (etylacja)
odgrywa istotng role w powstawaniu poalkoholowego
uszkodzenia watroby [30],

Niedawno stwierdzono, ze u 0séb uzaleznionych od
alkoholu po okresie picia duzych jego ilosci wystepuja
w osoczu etylowane VLDL i w troche mniejszej ilosci
LDL [31]. W zwiazku z wykryciem takich pochod-
nych w lipoproteinach pojawito sie pytanie, czym rézni
sie ten rodzaj modyfikacji od innych pod wzgledem
szkodliwosci dla Sciany naczyniowej. W odréznieniu
bowiem od poprzednio omawianych schorzen jak
cukrzyca, niewydolno$¢ nerek lub zatrucie dwusiar-
czek wegla, u pijacych alkohol stwierdzono w bada-
niach epidemiologicznych mniejszg czesto$¢ wystepo-
wania zmian miazdzycowych w naczyniach wierco-
wych [32, 33]. Fakt ten nie moze oczywiscie zachecac
do picia alkoholu, poniewaz alkohol wywiera liczne
inne szkodliwe skutki zdrowotne oraz socjalne. Anali-
za dziatania alkoholu na metabolizm lipoprotein i na
§ciane naczyniowg moze natomiast przyczynic sie do
lepszego zrozumienia mechanizmu rozwoju miazdzycy
i czynnikéw ja hamujacych.

V. Przeciwciata przeciw zmodyfikowanym
lipoproteinom

Zwigkszona immunogenno$¢ zmodyfikowanych li-
poprotein w poréwnaniu z natywnymi i powstawanie
przeciwciat antylipoproteinowych uwazane sg za czyn-
nik pogarszajacy skutki modyfikacji z punktu widze-
nia wptywu na tkanki.

W miazdzycowo zmienionych tetnicach wykazano
obecnos$¢ 1gG, rozpoznajagcych zaréwno niezmienio-
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nych jak rowniez utlenionych LDL [34]. Stwierdzono
[35], ze podwyzszony poziom przeciwcial przeciw
utlenionym LDL wystepuje w o0soczu u o0s6b we
wczesnym, dynamicznym okresie miazdzycy, mniejszg
ich ilos¢ obserwowano w zaawansowanym stadium
choroby. Tak wiec wysoki poziom przeciwciat Swiad-
czytby o dynamice procesu chorobowego co mogtoby
mie¢ znaczenie prognostyczne zarbwno w przypadku
zmian miazdzycowych jak i w wypadku uszkodzenia
watroby (np. pod wptywem modyfikacji acetaldehy-
dem).

Za szczegOlnie szkodliwe uwazane jest powstawanie
komplekséw lipoprotein z przeciwciatami. Takie kom-
pleksy moga by¢ pobierane przy udziale innego me-
chanizmu niz opisane powyzej usuwanie zmodyfiko-
wanych lipoprotein. W usuwaniu komplekséw z prze-
ciwciatami biorg udziat receptory Fc wystepujace
w réznych komaérkach m.in. w makrofagach [36].

Utlenienie LDL sprzyja ich agregacji. Powstate
agregaty moga by¢ réwniez usuwane za posrednict-
wem receptora Fc komérek uktadu siateczkowo-$rod-
btonkowego [37]. Proces ten jest bardzo szybki i po-
wstaje pytanie czy przy duzym jego nasileniu utlenienie
LDL nie moze w efekcie koncowym prowadzi¢ do
spadku ich poziomu w osoczu.

V1. Modyfikacje HDL

HDL (lipoproteiny wysokiej gestosci) nie podlegajg
modyfikacjom tak tatwo jak LDL i VLDL. By¢ moze,
podatno$¢ na modyfikacje zalezy od charakterystycz-
nego uktadu aminokwaséw w apolipoproteinie
B wchodzgcej w sktad VLDL i LDL — biatko to
zawiera w tancuchu peptydowym fragmenty ztozone
z powtarzajgcych sie reszt argininy i lizyny [38].

HDL podlegajg utlenieniu in vitro, doprowadza ono
do zmian konformacji apolipoproteiny Al — gtdéw-
nego biatka HDL [39] oraz degradacji ich sktadnikow
lipidowych, ale towarzyszy temu mniejszy wzrost
stezenia substancji reagujacych z kwasem tiobarbitu-
rowym niz to ma miejsce w trakcie utleniania LDL
[40]. Produkty utleniania LDL mogg natomiast mo-
dyfikowaé HDL iuposledzaé ich funkcjonowanie jako
czynnikéw transportujgcych cholesterol z tkanek ob-
wodowych do watroby [41].

Z drugiej strony niezmiernie wazng cechg HDL jest
ich zdolno$¢ hamowania procesu utleniania LDL [42,
43]. HDL stanowig tzw. ,,czynnik antyryzyka” z punk-
tu widzenia rozwoju miazdzycy. Obserwacja o ich
dziataniu antyoksydacyjnym wnosi wiec nowy wazny
element do zrozumienia mechanizmu ochronnego
dziatania tej frakcji lipoproteinowej.

VI1I. Dyskusja i uwagi koncowe
W dyskusji nad biologicznymi skutkami powstawa-
nia réznych pochodnych LDL istotne wydaja sie

nstepujace zagadnienia:
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Zauwazono, ze metaboliczne losy w rézny sposéb
zmodyfikowanych LDL nie sg jednakowe. | tak
— utlenione LDL po pobraniu przez makrofagi sg
znacznie wolniej degradowane przez proteazy lizoso-
malne niz np. acetylowane. Przyczyng moze by¢ hamo-
wanie tych enzymdw przez utlenione LDL [37, 44].
Powolna degradacja LDL w komorkach uktadu siate-
czkowo-$rédbtonkowego powodowaé moze wiekszg
ich szkodliwo$¢ dla tetnic. Nie zbadano jak szybko
degradowane sg lipoproteiny modyfikowane w inny
sposoéb.

Nie wszystkie modyfikacje zachodzgce in vitro zwiek-
szajg podatnos¢ na utlenienie tak jak to ma miejsce m.in.
w cukrzycy. Zmodyfikowanie wolnych grup amino-
wych biatka moze nawet zmniejsza¢ podatnos¢ calej
czasteczki lipoproteiny na peroksydacje lipidow [45].

Wydaje sie, ze lokalizacja tkankowa czynnikéw
dziatajgcych modyfikujgco na lipoproteiny moze mie¢
istotny wptyw na skutki modyfikacji. Jezeli utlenianie
LDL zachodzi w $cianie naczyniowej to szkodliwy
wptyw jaki wywierajg zmodyfikowane lipoproteiny
dotyczy przede wszystkim tej wiasnie tkanki. Reakcja
pod wptywem acetatdehydu prowadzgca do etylacji
lipoprotein odbywa sie najprawdopodobniej w wat-
robie, poniewaz tam wilasnie powstaje acetaldehyd,
ktéry moze reagowac z syntetyzowanymi w watrobie
lipoproteinami klasy VLDL. Jest zatem bardzo praw-
dopodobne, ze w przypadku modyfikacji acetaldehy-
dem skutki ponosi przede wszystkim tkanka wat-
robowa, $ciana naczyniowa natomiast jest w mniej-
szym stopniu narazona na szkode.

Na podstawie posiadanych obecnie danych wydaje
sie, ze ostateczny wptyw zmodyfikowanych lipoprotein
na rézne tkanki m.in. na $ciane naczyniowga stanowi
wypadkowg czasem przeciwstawnie dziatajgcych czyn-
nikéw takich jak: zmniejszona reakcja z receptorem
LDL co wptywa na op6znienie ich usuwania z krwio-
biegu; pobieranie zmodyfikowanych LDL przez recep-
tor zmiatajacy i gromadzenie cholesterolu w komar-
kach uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego; wytwarza-
nie przeciwciat przeciw zmodyfikowanym LDL, tj.
powstawanie komplekséw antygenu z przeciwciatem
i szybkie usuwanie ich za posrednictwem receptora Fc;
wptyw HDL oraz inne czynniki.

Artykut otrzymano 25 pazdziernika 1994 r.
Zaakceptowano do druku 8 czerwca 1995 r.
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Doroczna konferencja kierownikow Katedr
Biochemii Wydziatow Lekarskich w Polsce 1995

Doroczne konferencje, poswiecone problemom nauczania biochemii studentdw medycyny, odbywaja sie
od 12 lat, kazdego roku organizowane sg przez Katedre Biochemii w innym osrodku akademickim. Pozwala to
Kierownikom jednostek, prowadzacych dydaktyke biochemii na Wydziatach Lekarskich, pozna¢ warunki
w poszczegoélnych uczelniach, wymieni¢ doswiadczenia zaréwno dydaktyczne jak iinne, a takze — niekiedy
— podjac¢ wspodlne dziatania zmierzajgce do ulepszenia i unowoczesnienia nauczania biochemii w Polsce.
W biezgcym roku po raz drugi, po dwunastu latach, Gdanskowi przypadto zorganizowanie Konferencji.
Zbiegto sie to zjubileuszowym rokiem 50-u lat istnienia polskiej uczelni medycznej w Gdarnsku, co znalazto
wyraz w programie (Ryc. 1). Konferencja rozpoczeta sie od spotkania w Zaktadzie Biochemii AMG po
potudniu w pigtek 26 maja, co byto okazjg do obejrzenia Zakiladu, poznania jego warunkow lokalowych,
nowych nabytkéw wyposazenia, a takze do rozmoéw z pracownikami Katedry Biochemii AMG na temat
aktualnie prowadzonych prac badawczych. Uczestnicy Konferencji zostali obdarowani nie tylko powielonymi

dydaktycznymi

Katedry Biochemii AMG

(szczego6towe plany zajec,

programy nauczania

biochemii studentéw medycyny, stomatologii i farmacji, prospekt nowego wydania podrecznika Biochemia
— Zajecia Praktyczne dla Studentéw Medycyny, Stomatologii i Farmacji), ale takze materiatami informacyj-
nymi dostarczonymi przez firmy sponsorujgce Konferencje. Gtdwnym sponsorem byta firma Merck, wsparcia
finansowego udzielity rowniez firmy Cheminst, Prospecta i Kucharczyk.
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Zasadnicza cze$¢ Konferenciji

A[KA@EMHA ME@W@ZNA odbyta sie nazajutrz, w sobote

b 27 maja 1995, w osrodku Lesny
\\/ @D)ANS[K[LH Dwér w Suleczynie, w sercu
LAT Szwajcarii Kaszubskiej. Zgodnie
Program dorocznej Konferencji ] z programem i tradycjg, organiza-
Kierownikéw Katedr Biochemii Wydziakéw Lekarskich B . .
tor Konferencji prof. Mariusz Zy-
26.V.1995. dowo, przedstawit program nau-
do godz. 15°° oczekujemy gosci w Zaktadzie Biochemii ~;ania phiochemii na Wydziale Le-
AMG. ul.Debinki 1 w Gdansku. 1V pietro, pokéj 410. . A
© i pte pokel karskim w Gdansku oraz sposoby
godZ.15°° Prezentacje Sponsorow . .
(Firmy: Merck. Cheminst. Prospecta) realizacji tego programu. Byto
godz.l17°° Wy jazd autokarem do Suleczyna. 0 wprowadzenie do ogolnej dys-
zakwaterowanie w "Le$nym Dworze* kusji, w ktérej pordbwnywano spo-
godz. 19°° Kolacja. soby nauczania, trudnosci i suk-
cesy dydaktyczne w dziedzinie
biochemii, wystepujace w po-

27.V.1995.
godz.9°° S$niadanie

godz.1000 Konferencja Dydaktyczna SzczegélnyCh uczelniach medycz-
1. Nauczanie  biochemii na wydziale nych w Polsce. Prezentacja prof.
Lekarskim w Gdansku (Mariusz M.Zydowo) Janusza Gregera z todzi na te-
2. Dyskusja ] _ mat centralnie projektowanych

3. Projekty zintegrowanych egzaminéw . L,
(Janusz Greger) zintegrowanych egzaminow w tra-
A. Dyskusja kcie i po studiach medycznych byty
godz.133° Obiad okazjg do dyskusji na temat eg-
godz.15°° Wznowienie obrad zaminowania, sposobéw i efek-

1. Prezentacje sponsoroéw L . .
tywnosci egzekwowania naby-

2. 0goélna dyskusja o tresciach i metodach tyCh umiejetnOéCi biochemicz-

nauczania biochemii, wymiana doswiadczen nych od studentéw medycyny.

godz.1800 Kolacja Szczegblng troske uczestnikéw
godz.-193° Ognisko nad jeziorem. Konferencji, podobnie jak i w czasie
poprzednich spotkan, budza niedo-

(Firmy: Merck, oraz Cheminst)

28.V.1995.

godz. 9°° $niadanie statki molekularnego podejscia
godz.1000 Wyjazd autokarem do Gdanska, po drodze w dalszym, takze klinicznym ksztai-
kawa nad Jeziorem Gowidlinskira. ceniu medykéw w Polsce. Podkres-

lano  celowos¢ uczestniczenia
w Dorocznych Konferencjach takze
kierownikéw zespotow dydaktycz-
GDANSK 997-1997 nych Biochemii Klinicznej. Organi-
zacja nauczania tego przedmiotu na
Wydziatach Lekarskich polskich

SERDECZNIE ZAPRASZAMY

Ryc. 1

uczelni jest nader ré6znorodna. Organizator przysztorocznej Konferencji przeprowadzi rozeznanie tej r6znorod-
nosci i ponownie dokona proby zaproszenia biochemikéw klinicznych do wspdlnej dyskusji. Organizatorem
nastepnej Konferencji, w maju 1996 roku bedzie prof. Roman Tarnawski z Wydziatu Lekarskiego w Zabrzu
Slaskiej Akademii Medycznej.

Dyskusje w Suleczynie kontynuowano w czasie wieczornego ogniska nad jeziorem, czemu sprzy-
jata konsumpcja znakomicie upieczonego kaszubskiego dzika oraz piekna wiosenna pogoda. W Konfe-
rencji wzieli udziat wszyscy (z wyjgtkiem dwdéch) Kierownicy Katedr Biochemii Wydziatéw Lekarskich
w Polsce, a takze Prezes ZarzaduGtdwnego PTBioch profesor Liliana Konarska i Przewodniczaca
Sekcji DydaktykiPTBioch profesor ZofiaPorembska. Tak sie zlozylo, ze w 1995 roku nastepuje ,wy-
miana pokolen" wsrdd kierowniczej kadrybiochemicznej w 4 uczelniach medycznych w Polsce (Gdansk,
Lublin, Poznan i Szczecin). Uczestnikami Konferencji w Suleczynie byli zarbwno odchodzgcy na eme-
ryture koledzy z tych os$rodkéw jak i potencjalni ich nastepcy. Uczestnicy postanowili ze zostanie
zatozona kronika ispisana historia dotychczasowych Konferencji Kierownikéw Katedr Biochemii
na Wydziatach Lekarskich. Roli kronikarza podjeta sie prof. Janina Kwiatkowska-Korczak z Wroctawia.
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Ryc. 2

Zalgczona zbiorowa fotografia (Ryc. 2), wykonana w drodze powrotnej do Gdanhska, w Amalce nad
Jeziorem Gowidlinskim zdaje sie $wiadczy¢ o tym, ze Konferencja byla przedsiewzieciem nie tylko
pozytecznym, ale ze atmosfera jej przebiegu byla nader swobodna a uczestnicy mogli cieszy¢ sie stoneczng

pogoda oraz pieknem Ziemi Kaszubskie;.

Aby zaprenumerowac¢ ,Po-
stepy Biochemii” w 1995 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nig kwote na konto ban-
kowe wydawcy (Polskiego

Towarzystwa Biochemicz- stkich trzech odcinkach
nego) za pomoca przekazu przekazu. :
zamieszczonego na odwro- Prenumerata kraiowa PrenumerUJaC
cie. Zamoéwione egzempla- . ] Post
) < dla instytuciji: L) pr
rze bedziemy wysyta¢ po- 580 000 2 . A
czta na adres podany nam ' Biochemii
na przekazie. Poniewaz od- Prenumerata krajowa :
cinek przekazu docierajgcy indywidualna: WSpl_erasz
do nas jast jednoczesnie za- 280 000 z, (50% znizki dla SWOje
mowieniem, prosimy o bar- cztonkow Polskiego Towa- .
dzo wyrazne napisanie rzystwa Biochemicznego). CzaSOplsmO!
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imienia, nazwiska (lub na-
zwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem
pocztowym (DRUKOWA-
NYMI LITERAMI) na wszy-

Prof. Dr Mariusz M. Zydowo



Pokwitowanie dla wptacajgcego

SEOWNIE. ... % e e i )

WPHACAJACY ..o

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIII/0 W-wa, Al. Jerozolimskie

370044-1225-139-11

stempel
Pobrano oplatg

7 [

podpis przyjmujacego

208

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii™
wydawany z pomocgag finansowag
Komitetu Badan Naukowych

Odcinek dla posiadacza rachunku

stownie........ K e s )

WPHACAJCY ..o

imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XII11/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11

stempel
P Pobrano oplatg

2R s

podpis przyjmujacego

34

Odcinek dla poczty lub banku

ISFOWNIC et aeees )

WPHACAJACY .o

imie. nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIll/O W-wa, Al. Jerozolimskie

370044-1225-139-11

t | r———
siemee Pobrano oplatg

podpis przyjmujacego
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Wskazdowki
dla autoréow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajgce biezgce osiggniecia, koncepcje
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew-
nych; publikuje tez noty z historii biochemii, zasady
polskiego stownictwa biochemicznego, recenzje nade-
stanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazd6w, konferen-
cji iszkoét, w ktoérych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Bio-
chemii” mogg mie¢ charakter artykutéw monograficznych
(do 20 stron tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minire-
views (do 10 stron tekstu), oraz krétkich not o najnowszych
osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$c¢ i scistos¢
podawanych informacji oraz poprawnos$¢é cytowania pis-
miennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przed-
stawione zagadnienie zilustrowane za pomoca tabel,
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na
rozdzialy i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuty tworzg
spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdzialy nosza
cyfry rzymskie podrozdziatly odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelnosé. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwos$¢ skrécenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wptywajgcych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest robwnoznacznie
z oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie
publikowana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
tor(zy) zamierza(ja) wtaczyé do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyskac¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczegotowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jedno-

stronnie, czcionkag wielkosci standardowej, z podwdjna
interlinig, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery
+ odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny od-
powiada¢ jednemu znakowi (nie réwna¢ do prawego
marginesu).
W tekscie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim

i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondencji nrtelefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autorow, tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skrét tytutu pracy (do 25 znakdéw).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis
tresci tez w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z auto-
row iich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz
stosowanych skrétow.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy,
pi$miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzo-
row i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$émiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekScie, zaznacza sie je
liczcbami porzgdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,—26]. Odnos$niki bibliograficzne winny miec
nowg uproszczonag forme. Sposob cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatbw z tomoéw serii opracowanej przez tych
samych redaktorow (4), rozdziatow z toméw serii opraco-
wanych przez réznych redaktorow (5) wskazujg ponizej
podane przykiady:
1 Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio-
phys Acta 631: 499— 502
2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro-
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam
3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny byé wy-
konane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonac¢ tuszem na bialym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢ nie mniejsza
niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszczaé¢ opiséw
stownych, lecz postugiwacé sie skrotami. Osie wykresow
winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decy-
zje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmie redakcja.
llustracji nie nalezy wiacza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele i ryciny noszg cyfry
arabskie, wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy
zaznaczy¢ otowkiem preferowane miejsce umieszczenia
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porub-
rykowane, winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem
i ewentualnie takze niezbgdnymi objasnieniami. Stowne
objasnienia znakéw graficznych mozna umiesci¢ w pod-
pisie pod rycing, rysunkowe zas jedynie na planszy ryciny.
Tytutly iobjasnienia rycin sporzadza sie w postaci oddziel-
nego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy
oraz oznaczy¢ ,g6ra-dot" (otdwkiem na odwrocie). Ze
wzgledu nawewnetrzng spoistos¢ artykutu wskazane jest
konstruowanie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na
podstawie danych z piSmiennictwa.

Maszynopis i zatgczniki (w dwu egzemplarzach), wtas-
ciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, nalezy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii”
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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