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Streszczenie: Dla integralnosci komoérki migsnia niezbedna jest znaczna liczba bialek, a genetycznie
uwarunkowane zaburzenia ich syntezy prowadza do dystrofii migsniowych, choréb zwiazanych z
postepujacym zwyrodnieniem migsni szkieletowych, prowadzacym do niepetnosprawnosci. Niekiedy
dochodzi takze do uszkodzenia mig$ni oddechowych, co moze by¢ przyczyna przedwczesnej $mierci.
Wspoldziatanie biatek umiejscowionych wewnatrz komdrki z rezydujacymi w sarkolemmie i btonie
podstawnej zapewnia prawidlowe potaczenie i komunikacje komorki migsniowej z jej zewnetrznym
Srodowiskiem. Dobrze poznanym mechanizmem dystrofii typu Duchenne'a i Beckera jest niedobor
dystrofiny, peryferyjnego biatka wewnetrznej strony sarkolemmy. Réwnie istotne znaczenie maja biatka
integralne sarkolemmy oraz zewnatrzkomorkowe, ktorych zadaniem jest zakotwiczenie komorek w
macierzy. Deficyt biatek btony podstawnej, kolagenu i lamininy, skutkuje dystrofig migsniowa Ullricha,
miopatig Bethlem i merozynozalezna wrodzong dystrofiag mi¢gsniowa MDC1A. Wsrdd bialek sarkolem-
my dystrofie migsniowe powoduja uszkodzenia sarkoglikandw, kompleksu czterech bialek stabilizuja-
cych strukturg¢ kompleksu glikoprotein zwiazanych z dystrofina, a takze integryn. Odrgbna grupg scho-
rzen stanowia dystroglikanopatie, wywotane zmieniong glikozylacjq dystroglikanu. Poznanie mechani-
zmow lezacych u podstaw tej zrédznicowanej grupy chordb pozwala mie¢ nadziej¢ na opracowanie terapii
umozliwiajacych tworzenie metabolicznych pomostéw omijajacych wadliwe biatka, ograniczajacych
postepy choroby i niepetnosprawnos¢ pacjentow.

Stowa kluczowe: dystrofia migsniowa, btona podstawna, sarkoglikan, dystroglikan, integryny, laminina,
kolagen, kompleks glikoprotein zwigzanych z dystrofina.

Summary: Muscular cell integrity is assured by a number of proteins of different structure, function and
localization. Their defective synthesis of genetic background results in muscular dystrophies. In these
diseases progressive damage of skeletal muscle leads to disability, and in some cases affection of respira-
tory muscles may be a cause of early death. There is no doubt now that proper muscle function demands
undisturbed collaboration of a great number of proteins, located inside the cell as well as in sarcolemma and
extracellular matrix. This collaboration ensures appropriate indispensable communication of the muscle
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cells with their external environment. Molecular background is well known for the most common Duchen-
ne muscular dystrophy and Bethlem myopathy, both resulting from a damage of dystrophin. Less is
known about sarcolemmal and extracellular matrix proteins. Defects in collagen VI and laminin, proteins
responsible for a proper anchoring of the cell in extracellular matrix, result in Ullrich muscular dystrophy,
Bethlem myopathy and merosin-dependent muscular dystrophy MDC1A. Among proteins localized in
sarcolemma, defects resulting in muscular dystrophies were found in integrins and a complex of sarcogly-
cans, four proteins responsible for stabilization of dystrophin-glycoprotein complex in the cell membra-
ne. A special group of muscular dystrophies called dystroglycanopathies is a result of defective glycosy-
lation of a-dystroglycan. Uncovering the molecular background of muscular dystrophies brings a hope
for novel therapies, creating molecular by-passes omitting defective proteins and limiting disease progress
and patients disability.

Key words: muscular dystrophy, basal lamina, dystroglycan, sarcoglycan, integrin, laminin, collagen,
dystrophin glycoprotein complex.

Wykaz skrétow: BM — miopatia Bethlem; CMD — wrodzona dystrofia migsnio-wa; CNX — kalneksyna;
CRT —kalretikulina; DG — dystroglikan; DGC — kompleks glikoprotein zwiazanych z dystrofing; ECM
— macierz zewnatrzkomérkowa; ER — siateczka $rédplazmatyczna; ERAD — system degradacji biatek
zwigzany z siateczka srodplazmatyczng; FCMD — twarzowo-szczgkowa dystrofia migsniowa; LGMD
—konczynowo-obr¢gczowa dystrofia migsniowa; LM — laminina, MDC1A — merozyno-zalezna dystrofia
mi¢sniowa; MEB — dystrofia migsniowo-oczno-mdézgowa; MMP — metaloproteinaza macierzy zewna-
trzkomorkowej; NOS — syntaza tlenku azotu; SG — sarkoglikan; UCMD — dystrofia migsniowa Ullricha.

WSTEP

Mianem dystrofii migsniowych okresla si¢ wrodzone schorzenia, zwiazane z
postepujacym ostabieniem i zwyrodnieniem migsni poprzecznie prazkowanych. Do
grupy tej zalicza si¢ obecnie okolo 30 jednostek chorobowych o ré6znym przebiegu
[18, 26, 30, 31, 33]. Dla klinicystow uzyteczne kryteria diagnostyczne dotycza wie-
ku, w ktorym pojawiaja si¢ pierwsze objawy, stopnia zaje¢cia okreslonych grup mig-
$ni, a takze tempa progresji choroby. Takie tez kryteria obowiazuja w klasyfikacji
dystrofii mig$niowych, zatwierdzonej przez Swiatowa Organizacje Zdrowia [26, 33].
W zaleznosci od konkretnej jednostki chorobowej objawy moga pojawiaé si¢ w
niemowlectwie badz tez w pdzniejszym okresie zycia. Do najwczesniejszych obja-
wow zalicza si¢ uogolniong wiotkos$¢ dziecka, ktorej czesto towarzysza przykurcze
pewnych stawow i réwnoczesnie nadmierna ruchomos¢ innych. W innych przypad-
kach (dystrofia migsniowa Duchenne'a) pierwszym niepokojacym objawem moze
by¢ opoznienie dziecka w stosunku do rowiesnikow w opanowaniu kolejnych umie-
jetnosci motorycznych: siedzenia bez podparcia, raczkowania, chodzenia, biegania.
Z czasem postepujace zwyrodnienie miesni uniemozliwia samodzielne chodzenie i
przykuwa pacjenta do wozka inwalidzkiego. Ostry przebieg choroby moze obejmo-
wac takze oslabienie miesni oddechowych. W tym przypadku powiktania prowadza
zazwyczaj do przedwczesnego zgonu [11]. Niektore dystrofie migsniowe maja prze-
bieg zdecydowanie tagodniejszy (dystrofia migsniowa Beckera): pacjenci, cho¢ nie
w pelni sprawni ruchowo, pozostaja wzglednie samodzielni i osiagaja bliska prze-
cigtnej dtugos¢ zycia [30].
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Najczestsza posta¢ choroby, dystrofia miesniowa Duchenne'a oraz dystrofia
Beckera o tagodniejszym przebiegu, bedace wynikiem uszkodzenia tego samego genu
dystrofiny, zostaly dobrze poznane i opisane [11, 16, 19, 49]. W ostatniej dekadzie
wzrasta zainteresowanie znaczeniem innych niz dystrofina bialek w patogenezie
dystrofii miesniowych. Czgs¢ z nich umiejscowiona jest w sarkolemmie, inne w blonie
podstawnej, a ich oddzialywania umozliwiaja wlasciwe przekazywanie sygnatow
pomigdzy komorka a jej wewnetrznym srodowiskiem.

Dane eksperymentalne wskazuja, ze takze w przypadku biatek blonowych i ze-
whnatrzkomoérkowych dystrofie traktowane dotad jako rdzne jednostki chorobowe moga
by¢ zwiazane z réznymi mutacjami tego samego genu, ktore w niejednakowym stop-
niu wptywaja na dysfunkcyjnosé biatka i tym samym przebieg choroby [28, 30, 34].
Z drugiej strony w obrebie klasyfikowanych facznie dystrofii o zblizonym obrazie kli-
nicznym identyfikuje si¢ catkowicie odmienne mechanizmy molekularne [13, 33, 47].

Szczegdlng grupe dystrofii miesniowych stanowia dystroglikanopatie, omowione
we wczesniejszym artukule [20]. Schorzenia te sa zwiazane z zaburzeniami gliko-
zylacji a-dystroglikanu. W tym przypadku uszkodzeniu nie ulega samo biatko blony
komorkowej, a enzymy umozliwiajace jego unikalna potranslacyjna modyfikacje.

ODDZIALYWANIE KOMORKI MIESNIOWEJ
Z BLONA PODSTAWNA I JEJ ELEMENTAMI

Prawidlowe funkcjonowanie komoérki migsniowej zwiazane jest z wlasciwym
dziataniem mechanizmu przekazania sygnalow pomiedzy zewnetrznym Srodowiskiem
komorki a jej wnetrzem, a takze zachowania integralnosci sarkolemmy mimo sil-
nych naprezen bedacych wynikiem skurczu migsnia. W procesach tych bierze udziat
znaczna ilos$¢ biatek i proteoglikanow, umiejscowionych w macierzy zewnatrzkomor-
kowej i blonie podstawnej, w blonie komorki migsniowej (sarkolemmie), a takze we
wnetrzu komorki. Rycina 1 przedstawia podstawowe biatka, ktére odgrywaja role
w utrzymaniu prawidlowego funkcjonowania komadrki miesniowe;.

Zintegrowana z wewnetrzng strong sarkolemmy jest dystrofina, posredniczaca w
oddzialywaniu bialek membranowych z aktyna cytoszkieletu komorki. Jej prawidlowa
struktura umozliwia interakcje filamentow aktynowych z pB-dystro-glikanem, integral-
nym biatkiem blony komorki miesniowej [19]. Wsrod integralnych biatek blonowych
na uwage zastuguja integryny oraz wieloelementowy kompleks glikoprotein zwiaza-
nych z dystrofing — DGC (dystrophin glycoprotein complex) [1]. W jego sklad
wchodzi dystroglikan w formie dwdch podjednostek « i B o roznej strukturze, funk-
cji i lokalizacji blonowej, cztery biatka sarkoglikanow (e, B, y 10) oraz sarkospan [2,
7, 17]. Osobna grupa biatek istotnych dla procesu komunikacji komérki migsniowej z
otoczeniem sa te umiejscowione w macierzy zewnatrzkomorkowej. Potozona peryfe-
ryjnie po zewnetrznej stronie sarkolemmy podjednostka o-dystroglikanu odpowiada za
kontakt z biatkami blony podstawnej — lamining i kolagenem [5, 26, 46].
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RYCINA 1. Biatka odpowiedzialne za integralnos¢ i funkcjonowanie komodrki migsnia szkieletowego.
Fragment ryciny zwiazany z glikozylacja dystroglikanu zostal wykorzystany we wczesniejszym artykule
[20]

FIGURE 1. Proteins responsible for muscle integrity and proper function. A part of this figure, concerning
dystroglycan glycosylation, was presented in the previous article [20]

Blona podstawna stanowi nie tylko mechaniczng podpore i skuteczna bariere
fizyczna, ale poprzez system ztozonych oddzialywan decyduje o losie komorki, za-
rzadzajac kaskada procesow przekazywania sygnatu z zewnatrzkomodrkowego $ro-
dowiska do wnetrza komorki i odwrotnie [26, 32, 33]. Jej wewnetrzna warstwe
stanowi sie¢ wlokien kolagenowych potaczonych z lamining bezposrednio lub po-
przez elementy sieciujace, ktorych funkcje pelnia niewielkie proteoglikany: perlekan,
biglikan i agryna, a takze biatko nidogen [8, 18, 40, 53].

Uszkodzenie ktéregokolwiek z opisanych wyzej elementow jest przyczyna dez-
integracji komorki miesniowej, ktdre w aspekcie klinicznym obserwujemy jako osta-
bienie funkcji miesni szkieletowych zaliczane do dystrofii miesniowych. W tym
opracowaniu chece skupi¢ uwage czytelnika na oddziatywaniach po zewnatrzkomor-
kowej stronie sarkolemmy i znaczeniu wlasciwego potaczenia komodrki migsniowej
z blong podstawna dla prawidlowego funkcjonowania migsni szkieletowych oraz
znaczeniu zaburzen tych oddziatywan w patomechanizmach chordb migsni.
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KOLAGEN TYPU VL. DYSTROFIA ULRICHA I MIOPATIA BETHLEM

Kolagen VI buduja trzy polipeptydy: al1-VI, a2-VI (oba o masach okoto 140 kDa)
oraz a3-VI (okoto 260-300 kDa), bedace produktami trzech genow COLAI-3 [28,
34]. Centralna czes$¢ kazdego z nich zawiera liczne sekwencje Gly-X-Y, gdzie w
pozycji Y czesto pojawia sie podlegajaca hydroksylacji prolina. Taka sekwencja
umozliwia zwinigcie si¢ tancuchow wokot siebie z utworzeniem charakterystycznej
potrojnej helisy. Fragment superhelikalny jest flankowany z obu stron domenami
globularnymi. Ich liczba w roznych tancuchach i ich wariantach allelicznych jest
rézna. Lancuchy a1 i a2 zawieraja po 2 globularne domeny C-konicowe i 1 N-kon-
cowa; tancuch a3 moze zawiera¢ od 6 do 10 domen globularnych we fragmencie
N-koncowym [5, 6, 27, 28]. Domeny te czesto podlegaja glikozylacji. Powstaly w
ten sposob monomer kolagenu asocjuje w antyrownolegly dimer o tendencji do
skrecania si¢ w superhelisg, stabilizowany dodatkowo mostkami disiarczkowymi w
regionie superhelikalnym. Dimery tworza tetramer, wydzielany poza komoérke. W
przestrzeni zewnatrzkomodrkowej tetramery kolagenu VI asocjuja w obrebie globu-
larnych domen N-konca, tworzac widkienkowe struktury z powtarzalnymi co oko-
fo 100 nm zgrubieniami o wygladzie nanizanych na nitke koralikoéw. Widkienka ko-
lagenu VI moga tworzy¢ rozgaleziong sie¢. N-koncowe domeny kolagenu VI sil-
nie oddziatuja z domenami C-konca kolagenu 1V, mocujac tym samym blone pod-
stawng i jej elementy do otaczajacej tkanki tacznej [5, 6]. Kolagen VI oddziatuje
takze z kolagenami I, II i XIV oraz proteoglikanami: perlekanem, biglikanem i de-
koryna. Obok roli molekularnego ,,kleju” coraz czesciej sugeruje si¢ udzial tego
biatka w przekazywaniu sygnatow, prawdopodobnie wlasnie poprzez interakcje z
glikozoamino-glikanami proteoglikandw.

Mutacja w obrebie kazdego z trzech kodujacych sktadowe kolagenu VI genow
prowadzi do dystrofii migsniowej Ulricha (UCMD) lub, w tagodniejszej postaci,
miopatii Bethlem (BM) [28, 29, 39]. Migsnie pacjentow z UCMD charakteryzuja
si¢ stabym napigciem, wrecz wiotkoscia i zawieraja znaczne ilosci tkanki tacznej.
Charakterystyczne objawy to przykurcze w stawach proksymalnych, a nadmierna
ruchomo$¢ w stawach dystalnych, znaczna wiotko$¢ palcow przy niewielkim osta-
bieniu w obrebie duzych migsni. Szorstka skora na udach i przedramionach przy-
pomina papier $cierny, podczas gdy na dloniach i podeszwach stop jest gladka i
jedwabista . Dzieci z UCMD, ktére we wczesnym dziecinstwie chodza, zatracaja
te umiejetnosé, kiedy staja si¢ wyzsze i ciezsze, inne nigdy nie opanowuja umiejet-
nosci chodzenia. Z wiekiem narastajg takze problemy oddechowe i czgstos¢ in-
fekcji, wskazane staje si¢ wspomaganie respiracji zwlaszcza noca. Miopatia Beth-
lem jest choroba tagodnie postgpujaca: szacuje sie, ze okoto 2/3 pacjentdw po 50-
tym roku zycia potrzebuje wspomagania w chodzeniu [28, 30].

W obu opisywanych typach dystrofii w badaniach laboratoryjnych obserwuje si¢
niewielki wzrost poziomu kinazy keratynowej w surowicy. Zmiany mikroskopowe
maja charakter niespecyficzny, nie daja si¢ wykorzysta¢ w diagnostyce roéznico-
wej. Pewnych informacji moze dostarcza¢ histochemiczne barwienie bioptatdéw w
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celu wykazania obecnosci kolagenu VI, ale brak biatka stwierdza sie tylko w UCMD,
a nie w BM [28].

W obrebie trzech genéw kodujacych kolagen VI opisano ponad 60 mutacji rdz-
nego typu. U pacjentdow z UCMD najczesciej obserwuje si¢ delecje, duplikacje i
insercje zmieniajace ramke odczytu i skutkujace przedwczesng terminacja biatka.
W BM mamy do czynienia z substytucjami pojedynczych aminokwasow niszczacy-
mi motyw Gly-X-Y lub delecjami in frame, ktore utrudniaja lub uniemozliwiaja aso-
cjacje tancuchow polipeptydowych w stabilne dimery i tetramery [28, 29, 39]. Co
ciekawe, w UCMD dziedziczenie ma charakter recesywny, w BM opisywane jest
jako cecha dominujaca. [4, 27].

LAMININA I DYSTROFIE MEROZYNOZALEZNE

Lamininy stanowia kolejny kluczowy skfadnik btony podstawnej, zaangazowany
w jej organizacje i architekture. Ich oddzialywania migdzy soba oraz z innymi bial-
kami reguluja zachowanie przylegajacych komorek: ich réznicowanie, migracje i
wiasciwosci adhezyjne. Zroznicowanie funkcji laminin strukturalnie osiagane jest
przez zmienng ekspresje 16 izoform [3, 44, 46].

Lamininy sa heterotrimerami lancuchdéw «, B i y. Natywna czasteczka osiaga
rozmiary od 400 do 900 kDa, jest uglikozylowana i przyjmuje charakterystyczny
ksztalt miecza. Dotychczas opisano 5 rodzajow tancuchow «, 4 tancuchy 8 i 3 tan-
cuchy y. W procesie transkrypcji, na skutek alternatywnego sktadania genéw, moga
zosta¢ utworzone ich dodatkowe warianty. Nazewnictwo laminin wywodzi si¢ od
rodzaju tancuchow, wchodzacych w sktad danej czasteczki [3, 44]. 1 tak, LM 523
oznacza glikoproteing zbudowana z tancuchow a5, B2 i y3. W kazdym tancuchu
lamininy (ryc. 2) mozna wyrdzni¢ fragmenty struktury o ksztatcie globularnym i
pateczkowatym (rod-like), a takze fragment tworzacy w natywnej czasteczce su-
perhelise, zbudowang z owinietych wokot siebie tafcuchow a, g i y. Ten frag-
ment stanowi dtugie ramig¢ czasteczki lamininy, a dodatkowo stabilizuja go taczace
tancuchy mostki disiarczkowe. Trzy krotkie ramiona to N-koncowe czgsci tancu-
chow, skladajace sie¢ z domen globularnych potaczonych pateczkowatymi tacznika-
mi [35, 46]. Lamininy maja zdolno$¢ do wapniozaleznej niekowalencyjnej polimery-
zacji poprzez N-koncowe globularne domeny poszczegdlnych tancuchow, zwlaszcza
tancuchow S i y. Taka autopolimeryzacja prowadzi do utworzenia sieci izoform la-
mininy, stanowiacej zrab formujacej si¢ blony podstawnej [32, 35, 44]. Lamininy
o skréconych ramionach, np. 322, nie sa zdolne do autopolimeryzacji, moga jednak
tworzy¢ sieci z innymi izoformami (311 i 321), a takze z kolagenem VII poprzez
tancuch A3, a z nidogenem, fibulina i kolagenem VII poprzez tancuch y2. Polacze-
nie z nidogenem umozliwia wiaczenie lamininy do sieci kolagenu IV [26]. Za inte-
rakcje laminin z komérkami i elementami ECM odpowiadaja domeny globularne,
umiejscowione zarowno w C-, jak i N-koncowej czesci biatka. Na C-koncu tancu-
cha a znajduje si¢ pig¢ homologicznych domen LG1-LG5, kazda zbudowana z okoto
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RYCINA 2. Struktura lamininy i jej oddziatywanie z
a-dystroglikanem: C-koficowe domeny globularne
lamininy zapewniaja oddzialywanie z oligosacharydami
a-dystro-glikanu

FIGURE 2. Laminin structure and interaction with
a-dystroglycan: C-terminal domains of laminin are
responsible for binding of a-dystroglycan olisaccharides
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180-210 reszt aminokwasowych. Odpowiadaja one za oddziatywania z ligandami
na powierzchni komérki: integrynami i a-dystroglikanem. Swoiste wigzanie lami-
niny do a-dystroglikanu wymaga tandemowego oddziatywania domen LG 1 i 3 lub
LG4 i 5, a proteolityczne usunigcie LG 4 i 5 zmienia zdolno$¢ wigzania laminin do
komorek [35, 46].

W obrebie ER poszczegdlne podjednostki lamininy sa kotranslacyjnie N-glikozy-
lowane, a sekwony umozliwiajace przylaczenie oligosacharydu znajduja si¢ gtow-
nie w obrebie czgs$ci N-koncowej. [los¢ miejsc glikozylacji w poszczegolnych izo-
formach jest rézna. Skladanie trimera rozpoczyna si¢ od utworzenia stabilnego po-
aczenia tancuchéw S iy, z tym dimerem dopiero moze polaczy¢ si¢ tancuch a. .
Trimer jest przenoszony do cystern aparatu Golgiego, gdzie finalizowany jest pro-
ces glikozylacji. Po jego zakonczeniu kompletne czasteczki sa wydzielane poza
komorke i sktadowane w blonie podstawnej [35, 43, 46]. Proces dojrzewania bial-
ka koncza wspomniane wyzej modyfikacje proteolityczne, w ktorych partycypuja
glownie metaloproteinazy (MMP2, MTIMMP, BMP1) i plazmina. Interakcje lami-
nin z komérkowymi, zardwno integrynowymi, jaki nieintegrynowymi receptorami, sa
kluczowe dla stabilnego zakotwiczenia komoérki w blonie podstawnej. Utrata domen
globularnych odpowiedzialnych za wiazanie ligandéw (LG4 i LGS, fragmentu C-
konicowego tancucha a3) moze prowadzi¢ do ,,uwolnienia” komorek i umozliwiaé
ich poruszanie si¢. Ten dynamiczny mechanizm ma znaczenie w regulacji proce-
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sow fizjologicznych i patologicznych, w tym gojenia zranien oraz rozprzestrzeniania
si¢ inwazyjnych komoérek nowotworowych [43, 46, 53].

W migsniach oraz polaczeniach nerwowo-miesniowych dominuja lamininy zawie-
rajace fancuch «2: 211, 221 i 213. Deficyt tancucha a2 laminin, zwanego takze
merozyna, wynikajacy z mutacji genu kodujacego odpowiednie biatko, powoduje wro-
dzona dystrofie migsniowa MDCI1A [33, 44]. Ten typ schorzenia stanowi 30—40%
wszystkich przypadkow CMD. Choroba dziedziczona jest w sposob autosomalny
recesywny. Obraz kliniczny, jak na t¢ grupe schorzen, jest wyjatkowo jednorodny:
niedowlad obserwuje si¢ juz u noworodkow, we wezesnym dziecinstwie pojawiaja
si¢ przykurcze stawdw, brak zdolnosci do samodzielnego stania i chodzenia. U
wigkszosci pacjentéw nie obserwuje si¢ zahamowania rozwoju umystowego. Rzad-
kim zjawiskiem w MDCI1A jest ostabienie migsni oddechowych [33, 44].

U homozygotycznych doswiadczalnych myszy knock-out w obrgbie genu LAMA?2
powoduje ciezka dystrofie miesni i zaburzenia mielinizacji w centralnym ukltadzie
nerwowym, prowadzace do $mierci pomigedzy 6—16 tygodniem zycia [44]. W ostat-
nich latach zaobserwowano zarowno u myszy, jak i u ludzi z deficytem merozyny
wzrost ekspresji izoformy laminiy zawierajacej tancuch a4. By¢é moze pozwala to
na czeg$ciowa kompensacj¢ niedoboru tancucha a2, jako ze LM 411 wiaze si¢ za-
réwno do integryn, jak i DG, jednak z mniejszym niz LM 211 powinowactwem.
Skrocone N-koncowe fragmenty ramion LM411 uniemozliwiaja takze samopoli-
meryzacj¢ biatka [32, 43, 53]

Lancuch a2 lamininy ma dwa gltéwne receptory na powierzchni komorki: aDG
i integryne a7 S1.

INTEGRYNOZALEZNA DYSTROFIA MIESNIOWA

Integryny sa biatkami transmembranowymi o strukturze heterodimeru ztozonego
z tancuchéw « i B. W blonie komdrkowej migsnia sercowego i migsni szkieleto-
wych obecna jest integryna a781, przy czym lancuch 7 podlega ekspresji przede
wszystkim swoiscie w tych tkankach [9, 10, 33]. Integryny stanowia tacznik po-
miedzy elementami ECM i wnetrzem komorki. I tak, po stronie zewnatrzkomoérko-
wej oddziatuja z lamininami o tancuchach a1, a2 i a4. Po stronie wewnatrzkomor-
kowej w interakcji integryny z cytoszkieletem aktynowym posrednicza talina i fila-
mina C [18]. Mutacje w obrgbie genu kodujacego tancuch a7 integryn opisano
dotychczas u czterech niespokrewnionych pacjentéw o zréznicowanych objawach
klinicznych, niezdolnych do samodzielnego chodzenia w wieku kilku lat [22, 33].
Homozygotyczne myszy z knock-outem w obrgbie genu, cho¢ zywotne i ptodne,
wykazywaly objawy postepujacej dystrofii w obrebie migsni szkieletowych, a takze
ich potaczen ze $ciggnami [24]. Integrynowe potaczenie pomiedzy widknem mie-
Sniowym a macierzg zewnatrzkomorkowa jest niezalezne od kompleksu DGC. Co
wigcej wydaje sig, ze to polaczenie moze czg$ciowo kompensowaé dysfunkcje
polaczenia cytoszkieletu aktynowego z ECM via dystroglikan i dystrofina, na co
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wskazuje zardbwno wzmozona ekspresja integryny a781 u pacjentow z uszkodzo-
nym kompleksem dystrofinowo-glikoproteinowym, jak i badania modelowych my-
szy z wyciszonym genem dystrofiny i nadekspresja integryny a781 [22, 24, 33].

SARKOGLIKAN I JEGO ROLA

Kompleks sarkoglikanow obecny w migsniach szkieletowych i w migsniu serco-
wym tworzg cztery zakotwiczone w membranie biatka: SG « (50 kDa), 8 (43 kDa),
y (35 kDa) i 0 (35 kDa) [2, 25, 42, 45]. Sa to biatka integralne sarkolemmy, z krotkim
odcinkiem wewnatrzkomoérkowym, pojedyncza domena transmembranowa oraz
wielka czescig zewnatrzkomdrkowa, podlegajaca N-glikozylacji i zakonczona kla-
strem konserwatywnych reszt cysteinowych. Poszczegolne sarkoglikany zawieraja
od 1 do 3 potencjalnych miejsc glikozylacji, konserwatywnych ewolucyjnie, cho¢
prawdopodobnie nie wszystkie z nich sa obsadzone w natywnym biatku. W odcin-
ku wewnatrzkomérkowym zidentyfikowano sekwencje aminokwaséw, ktora poten-
cjalnie moze stanowié¢ miejsce fosforylacji. SG o jest biatkiem transmembranowym
typu I, to jest z zewnatrzkomorkowym N-koncem, pozostate — typu II [2, 25, 42].
W przeciwienstwie do dystroglikanu, obecnego w roznych tkankach, sarkoglikany
znajdujemy wylacznie w migsniach, przy czym sktadowe kompleksu roéznia si¢ w
miesniach gladkich i poprzecznie prazkowanych.

Subkompleks sarkoglikandw jest Scisle zwigzany z gtéwnym kompleksem gliko-
protein zwiazanych z dystrofing (DGC), niezbednym dla zachowania integralnosci
sarkolemmy [1]. Tworzenie kompleksu inicjuje $ciste wigzanie 8 SG do podjednost-
ki 0, do tych dwoch rownie Scisle przytacza sie biatko y, a nastepnie, nieco luzniej,
o [25, 45]. Doktadny sposob przytaczenia podjednostki @ nie jest jasny. N-glikozy-
lacja wydaje si¢ kluczowa dla trwatego ulokowania kompleksu w blonie.

Po stronie cytoplazmatycznej kompleks sarkoglikanow partycypuje w wigzaniu
dystrofiny, tacznika pomiedzy sarkolemma i cytoszkieletem aktynowym [1, 2, 48].
W tej interakcji bierze takze udzial specyficzna dla komdrek migsniowych forma
filaminy. Subkompleks sarkoglikanow jest stabilizowany w blonie przez oddziatywa-
nie z sarkospanem [17], kolejnym biatkiem transmembranowym, ktérego rola nie
zostata dostatecznie wyjasniona. Szczegdlnie istotna wydaje si¢ w migs$niach glad-
kich, w ktérych SG « i 8 sa nieobecne [2, 15]. Postulowanymi wewnatrzkomorko-
wymi ligandami SG sa dystrobrewina, syntrofina i syntaza tlenku azotu neuronow
(nNOS) [19, 37, 52]. Uwaza sig, ze w oddzialywaniu sarkoglikanow z dystroglika-
nem bierze udzial takze biglikan, proteoglikan ECM [40]. Oczywistym zadaniem sar-
koglikanow jest stabilizowanie struktury DGC poprzez oddziatywania z jego liczny-
mi sktadnikami, postuluje si¢ jednak takze udziat sarkoglikanow w transdukcji sy-
gnatu, o czym $wiadczy¢ moze interakcja z nNOS, a potencjalnie takze z ATPaza,
dla ktorej miejsce wigzace stwierdzono na podjednostce o [52]. Rola kompleksu
SG wydaje si¢ szczegdlnie przenoszenie naprezen zwigzanych ze skurczem mie-
$nia do ECM w taki sposob, aby uchroni¢ sarkolemme przed uszkodzeniem. Wazna
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sprawa dla wypehienia tej funkcji wydaje sie nie tylko obecno$é poszczegdlnych
biatek, ale prawidlowa asocjacja kompleksu w sarkolemmie [1, 25, 38, 45].

Bialka czterech sarkoglikanow musza by¢ syntetyzowane jednoczesnie. W ER
system kontroli jakosci ulatwia faldowanie az do osiagnigcia prawidtowej, natywnej
konformacji. W procesie tym uczestnicza lektynowe biatka opiekuncze: kalneksyna
(CNX) i kalretikulina (CRT). W czasie przejscia przez cysterny aparatu Golgiego
podjednostki SG asocjuja do btony komodrkowej. Kompleks, istniejacy w ER nieza-
leznie od pozostatych elementow DGC, asocjuje z nimi juz w czasie przemieszcza-
nia si¢ w kierunku btony komérkowej, a w momencie wiaczenia do blony dolacza-
na jest do niego dystrofina, ktéra jako peryferyjne biatko przylaczone do wewnetrznej
powierzchni sarkolemmy petni funkcje tacznika pomiedzy btona i cytoszkieletem
komorki [2, 25, 38, 45]. Tylko peiny, multimeryczny kompleks moze by¢ zignoro-
wany przez system ubikwitylacji i degradacji proteasomowej, a zatem uznany za
prawidlowy.

Obecnie dystrofie spowodowane przez deficyty sarkoglikanow, okresla si¢ wspdl-
nym mianem sarkoglikanopatii. Pod wzgledem klinicznym zaliczane sa one do grupy
obreczowo-konczynowych dystrofii migsniowych (LGMD). Mutacje prowadzace do
niedoboru ktéregokolwiek z czterech bialek sg przyczyna czterech sposrod okoto 18
podtypéw LGMD [13, 21, 42]. Postepujace ostabienie dotyczy migs$ni proksymalnych
obreczy barkowej i ledzwiowej. Fenotyp kliniczny jest heterogenny pod wzgledem wieku
wystapienia objawow oraz progresji choroby. W ciezkich przypadkach choroba moze
prowadzi¢ do probleméw z oddychaniem i przedwczesnej $mierci.

Zidentyfikowano mutacje w obrgbie wszystkich czterech gendéw kodujacych
biatka sarkoglikanéw [38, 42]. Uwaza sie, ze mechanizm patogenezy moze doty-
czy¢ trzech obszarow: faldowania defektywnej podjednostki sarkoglikanu, niemoz-
nos$ci polaczenia podjednostek w aktywny kompleks, lub tez wbudowania komplek-
su w odpowiedni sposdb w blong komodrki. W wigkszosei sarkoglikanopatii mamy
do czynienia z mutacjami typu missense, ktore prowadza do pojedynczych substy-
tucji aminokwasdéw. Skutkiem jest nieprawidtowe faldowanie biatka. Takie biatko nie
przechodzi przez system kontroli jakosci faldowania CNX/CRT i w konsekwencji
podlega ubikwitynylacji i degradacji w proteasomach [14, 23]. W blonie komoérko-
wej migsni jest wigc nieobecne lub obecne jedynie w Sladowych ilosciach. Delecje
zwiazane ze skroceniem exonow genu skutkuja choroba o cigzszym przebiegu.
Mutacje w obrebie genu 0SG szczegdlnie czgsto zwiazane sa z kardiomiopatiami
[15, 45].

Jest sprawa dyskusyjna, na ile defekt w kazdym pojedynczym z czterech biatek
destabilizuje caly kompleks. Z jednej strony wydaje sig, ze system kontroli jakosci
faldowania jest w tym przypadku szczegdlnie restrykcyjny. Obserwowano, ze mu-
tacja w obrgbie jednego z SG prowadzi do redukcji ilosci takze pozostatych. De-
fekt aSG powoduje wtdrng nieobecnos¢ bialek f i 0, a takze ostra redukcje vy [1,
45]. Zmutowane biatko, nawet jesli nie zostanie zdegradowane, nie jest w stanie
utworzy¢ stabilnego tetrameru z pozostatymi sktadnikami kompleksu albo tez kom-
pleks nie bedzie zdolny do prawidlowego osadzenia si¢ w sarkolemmie [25, 38].
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Nieobecnos¢ kompleksu sarkoglikanu u pacjentow wydaje sie eksponowaé podjed-
nostki DG na dziatanie metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej [43]. Ostat-
nio donoszono jednak, ze wadliwy kompleks SG moze by¢ ,,uratowany” poprzez
faldowanie w asyscie biatek opiekunczych, a ominigcie systemu degradacji prote-
asomowe]j mogloby stanowi¢ specyficzng strategi¢ terapeutyczng [14, 23].

PERSPEKTYWY TERAPII DYSTROFII MIESN IOWYCH

Skuteczne leczenie wrodzonych dystrofii migsniowych ciagle jeszcze nie jest
mozliwe. Gwaltowny rozwoj wiedzy na temat mechanizmow tych schorzen pozwa-
la jednak zywi¢ nadzieje na bliski postgp w tej dziedzinie. Wobec zréznicowania
typéw i mechanizméw dystrofii trudno oczekiwaé jednego rodzaju terapii. Zawsze
bedzie ona musiala by¢ dopasowana do rodzaju defektywnego biatka i rodzaju jego
uszkodzenia [12, 30]. Podobnie, jak w przypadku wielu choréb zwiazanych z de-
strukcja funkcjonalnych komérek, takze w przypadku dystrofii miesniowych prowa-
dzone sa, cho¢ dotychczas bez wiekszego powodzenia, prace nad mozliwoscia
wykorzystania w leczeniu komérek macierzystych.

Dla niektorych dystrofii migéniowych mechanizmy molekularne sa podobne, jak
w przypadkach innych genetycznie uwarunkowanych schorzen. I tak, delecje po-
wodujace przedwczesna terminacje biatka, czeste w dystrofii miesniowej Duchen-
ne'a, prawdopodobnie beda mogly by¢ skutecznie leczone za pomoca terapeutykow
blokujacych przedwczesny stop-kodon. Takim zwigzkiem jest PTC124, 1,2.4 oksa-
diazol umozliwiajacy ,,przeskoczenie” przedwczesnego stop-kodonu w mRNA w
procesie translacji, co w rezultacie umozliwia synteze biatka pelnej dlugoscei [12, 41,
50]. W badania kliniczne Il fazy wlaczeni zostali pacjenci z dwoma genetycznie
uwarunkowanymi schorzeniami: mukowiscydoza i dystrofiag migsniowa Duchenne'a,
ale ten mechanizm jest obserwowany takze w UMCD i sarkoglikano-patiach. W
skali globalnej uwaza sig, ze co najmniej 5—15% mutacji jednogenowych powoduja-
cych genetycznie uwarunkowane choroby stanowia wilasnie mutacje nonsensowne.
Szacuje sie, ze w wigkszosci tego typu schorzen zwigkszenie ilosci funkcjonalnego
biatka z <1% do okoto 5% normalnego fizjologicznego stg¢zenia pozwala znacznie
ograniczy¢ ostros¢ objawow chorobowych lub nawet catkowicie je wyeliminowaé
[12, 41, 50].

W wielu sarkoglikanopatiach podstawowym problemem wydaje si¢ degradacja
nieprawidtowo sfaldowanego biatka. Wspomaganie systemu faldowania poprzez
syntetyczne chaperony (niekoniecznie biatkowe), pozadane w terapii chordob kon-
formacyjnych biatka, moze okazac si¢ skuteczne takze w przypadkach tego rodza-
ju dystrofii migsniowych. Inna strategia, odmienna niz w przypadku chorob zwiaza-
nych z gromadzeniem zlogow nieprawidlowego biatka, moze by¢ zablokowanie sys-
temu degradacji proteasomowej ERAD, co pozwoli mutantowi na utworzenie sta-
bilnego kompleksu btonowego [14, 23].
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Swoiste dla terapii okreslonych dystrofii migsniowych wydaja si¢ dwie interesu-
jace strategie zwigzane z terapia genowa, a mianowicie wykorzystanie transgenu
mini-agryny i wzmozenie ekspresji genu LARGE w dystroglikanopatiach.

ZYozonos¢ sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz ich zakotwiczonych
w sarkolemmie ligandéw powoduje, ze w niektorych wypadkach biatka te moga
wzajemnie przejmowac i uzupetnia¢ swoje funkcje. Takie nadzieje wiaze si¢ w
ostatnich latach z mini-agryna, sklonowana jako fragment genu agryny. Agryna jest
proteoglikanem zawierajacym siarczan heparanu (HSPG). Bialko osiaga mase¢ mo-
lowa okoto 220 kDa i zawiera motywy wspolne z innymi bialkami: 9 domen przy-
pominajacych inhibitor proteazy typu Casala, 3 domeny zblizone do globulinowej
domeny laminie, 4 podobne do EGF. W obrgbie czgsci N-koncowej obecne sa licz-
ne miejsca N- i O-glikozylacji. Uglikozylowana czasteczka moze osiaga¢ mase
molowa przekraczajaca 400 kDa, co jest w znacznej mierze zwigzane z obecno-
Scig glikozoaminoglikanéw siarczanu heparanu. Aktywnos$¢ biologiczna biatka w
obrgbie synapsy, zwiazana z agregacja receptordw acetylocholinowych, przypisy-
wana jest fragmentowi C-koncowemu [8, 51].

Moll i wsp. [36] zaproponowali zastosowanie szczegdlnego tacznika, ktéry bytby
zdolny do silniejszego wiazania lamininy 411 z powierzchnia komoérki migsniowe;.
Role tego zewnatrzkomorkowego kleju powierzono zminiaturyzowanej czasteczce
agryny (ryc. 3). Wykorzystano alternatywne skladanie mRNA, aby uzyska¢ biatko
zawierajace dwie istotne domeny: wigzaca aDG i wiazaca lamininy. Obie domeny
wykazuja wysokie powinowactwo do rozpoznawanych ligandow. Z genu kodujace-
go miesniowa izoforme agryny usunieto 2/3 sekwencji, pozostawiajac dwie wymie-

miniagryna

T AN

laminina

a-dystroglikan
/

RYCINA 3. Potaczenie a-dystroglikanu z lamining poprzez czasteczke

%ﬁ miniagryny: czasteczka miniagryny wigze lamining niezawierajaca domen
globularnych taficucha « , taczac ja z biatkowa czgscia a-dystroglikanu.
FIGURE 3. Miniagrin linking o-dystroglycan and laminin: miniagrin molecule
binds laminin lacking globular domains in a chain with o-dystroglycan
poleptide
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nione wczesniej domeny funkcjonalne oraz taczaca je pierwsza domeng folistatyno-
podobna. Transgen poddano ekspresji u homozygotycznych myszy z wyciszonym
genem LAMA?2. Transgeniczne zwierzeta nadal nie syntetyzowaly tancucha a2 la-
mininy, ale wykazywaly wysoka ekspresje¢ biatka miniagryny w migs$niach szkiele-
towych. Owocowalo to wigksza wielkoscia i aktywnoscia fizyczna oraz pigciokrot-
nie wydluzonym czasem zycia zwierzat (z 8 do 40 tygodni). Wydaje sie, ze cza-
steczka mini-agryny moze w tym przypadku tworzy¢ pomost pomigdzy a-dystrogli-
kanem a lamininami o innych niz a2 tancuchach [8, 32, 36].

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat, zwlaszcza wykorzystanie technik wyciszania gendéw u
myszy, pozwolily rzuci¢ calkowicie nowe swiatto na mechanizmy dystrofii migsnio-
wych i w duzej mierze zmieni¢ i usystematyzowac klasyfikacje zaliczanych do tej
grupy jednostek chorobowych. Dzigki wprowadzeniu testow genetycznych identyfi-
kujacych okreslong mutacj¢ oraz immunochemicznych, umozliwiajacych detekcje
deficytow okreslonych biatek mozliwe jest usprawnienie diagnostyki. Poznano struk-
ture licznych (cho¢ nie wszystkich) biatek, ktorych deficyty powoduja chorobg i po
czesei okreslono ich udzial w oddziatywaniach na styku macierzy zewnatrzkomor-
kowej/blony podstawnej i powierzchni komoérki miesniowej. Ta wiedza pozwolila na
opracowanie catkowicie nowych strategii terapeutycznych, umozliwiajac konstruk-
cje transgenow, ktore przejmujac funkcje wadliwych bialek, pozwalaja utworzy¢ szlaki
metabolicznych pomostow, omijajacych defekt. Prace te, cho¢ na razie we wstep-
nej fazie, daja realne szanse na poprawe jakosci zycia wielu pacjentow cierpiacych
na dystrofie migsniowe.

Coraz wigksza wagge przywiazuje si¢ takze do znaczenia glikozylacji jako mody-
fikacji potranslacyjnej, w decydujacy sposdb wptywajacej na ostateczne funkcjono-
wanie biatka. W duzej grupie dystrofii migsniowych, okreslanych obecnie mianem
dystroglikanopatii, wlasnie zaburzenia glikozylacji stanowia podstawowy mechanizm
patogenezy. Ta odrgbna grupa schorzen, ze wzgledu na odmienne podtoze, zostata
wczesniej omowiona w osobnym opracowaniu [20].
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