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BHT - butylohydroksytoluen

BSA - albumina surowicy krwi wolu

CAT - katalaza

COX - oksydaza cytochromowa

CuZnSOD - dysmutaza ponadtlenkowa cytoplazmatyczna
DTNB - kwas 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoesowy)
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EDTANa; - kwas etylenodiaminotetraoctowy-sol sodowa

LDH - dehydrogenaza mleczanowa

M-LDH - dehydrogenaza mleczanowa-podj. mig§niowa

H-LDH - dehydrogenaza mleczanowa-podj. sercowa

MDA - dialdehyd malonowy

MDH - dehydrogenaza jablczanowa

c-MDH - dehydrogenaza jabtczanowa-cytoplazmatyczna

m-MDH - dehydrogenaza jabtczanowa-mitochondrialna

MHC I - cigzki tancuch miozyny I (wtokien wolnych)

MHC II - cigzki tancuch miozyny II (widkien szybkich)

NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy-forma zredukowana

NAD(P)H - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego-forma zredukowana
NO - tlenek azotu

OA - osteoarthritis

OAA - kwas szczawiooctowy

ROS - reaktywne formy tlenu

SDS - siarczan dodecylu

SH - grupy sulthydrylowe

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

CuZnSOD - dysmutaza ponadtlenkowa cytoplazmatyczna
MnSOD - dysmutaza ponadtlenkowa mitochondrialna
TBARS - substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym
Tris-HCL - chlorowodorek tris hydroksymetyloaminometanu

XOD - oksydaza ksantynowa
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Od kilku dziesigcioleci w krajach wysoko rozwini¢tych obserwuje si¢
wyrazny wzrost §redniej dtugosci zycia, co przy zmniejszajacym si¢ przyroscie
naturalnym oznacza wzrastajace procentowo starzenie si¢ spoteczenstwa. Jedna
z najwazniejszych umiej¢tnosci dla osob starszych jest zachowanie
samodzielnosci, czego oczywistym przejawem jest niezalezne poruszanie sig.
Niestety, w starszym wieku dochodzi do ograniczenia tej zdolnos$ci, a czesto

tego przyczyna sa zmiany zwyrodnieniowe w stawach konczyn dolnych.
1. CHOROBA ZWYRODNIENIOWA

Istnieje wiele réznych definicji choroby zwyrodnieniowej stawu -
osteoarthritis (OA) 1 ulegaja one ciaglym zmianom wynikajacym z rozwoju
nauki, ktory przyczynia si¢ do coraz bardziej szczegétowego badania jej genezy
1 zwiazanych z nia patologii. Przez wiele lat dominowat poglad, iz jest to
choroba rozwijajaca si¢ z wiekiem, zwiazana z przeciazeniami, a przede
wszystkim dotyczaca zuzywania si¢ chrzastki stawowej ,,wear and tear”
(Dieppe 1999; Dega 1983; Tanaka et al 1998). Obecnie chorobg
zwyrodnieniowa definiuje si¢ jako kompleks chorobowy dotyczacy kosci
1 chrzastki stawdéw, powstaty pod wplywem czynnikéw mechanicznych,
metabolicznych 1 genetycznych (Dieppe 1999; Senior 2000; Newman and
Wallis 2002), a zmiany moga dotyczy¢ jednego, lub wielu stawdéw jednoczesnie
(Felson 1990; Wierusz-Koztowska and Markuszewski 2003).

Osteoarthritis wystepuje najczgsciej pomiedzy 30 a 65 rokiem zycia
1 w tym okresie i1lo§¢ zachorowan wzrasta 2 — 10 krotnie i dalej zwigksza si¢
z wiekiem (Oliveria et al. 1995). Powszechno$¢ wystgpowania zmian
zwyrodnieniowych przed 50 rokiem zycia jest wigksza u m¢zczyzn niz u kobiet.
Natomiast po 50 roku zycia czeSciej dotyczy kobiet, szczegolnie

z umiejscowieniem w stawach rak, stop, kolan. Zmiany dotyczace bioder w tym
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okresie czgséciej wystepuja u mezezyzn (van Saase et al. 1989). Nalezy jednak
zwroci¢ uwage na stany ostre w stawie biodrowym u 0sob po 40 roku zycia
wystepujace pottorakrotnie czgsciej u kobiet (5,6%) niz u mezczyzn (3,7%)
(D'Ambrosia 2005). W USA ponad 60 min Amerykanow choruje na OA,
a 3,1% calej populacji w wieku migdzy 55 — 74 rokiem zycia jest w ostrym lub
srednim stadium choroby dotyczacej stawu biodrowego (O'Sullivan and Schmitz 2001).

Rycina 1. Zmiany zwyrodnieniowe stawu biodrowego.
(Zrodto: www.hipandkneesurgery.com.sq)

. :
Reduced joint space

CMMG 2001

Jednym z pierwszych objawdw choroby jest pojawiajacy si¢ bol, przede
wszystkim podczas obcigzania stawu, ktorego ten proces dotyczy. Stopniowo
dochodzi do ograniczania ruchomosci stawu biodrowego 1 ograniczenia
mozliwo$ci chodzenia, ostabienia konczyny, uczucia zmeczenia, a w dalszej
kolejnosci okresowych dolegliwosci bolowych (Senger 1984). Bol wystepuje
nie tylko podczas poruszania sig, ale rOwniez w czasie spoczynku, w nocy.
Choroba trwa zwykle wiele lat, a objawy narastaja stopniowo z rdzZna
szybkoscia, moze dotyczy¢ jednego lub obu stawow biodrowych. Rozpoznanie

choroby opiera si¢ na doktadnie zebranym wywiadzie od chorego, badaniu
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klinicznym chorego i1 zdjgciach radiologicznych stawow, ultrasonografii (USG)

(Ryc.1, 2).

Rycina 2. Obraz chrzastki na klykciu przySrodkowym kosci udowej.
(A). Chrzastka prawidiowa; (B). Ubytek chrzestno — kostny (Czyrny
2001)

Nie udalo si¢ dotychczas okresli¢ pojedynczego czynnika
odpowiedzialnego za  predyspozycje do  osteoarthritis. Czynnikami
sprzyjajacymi wystepowaniu tej choroby sa m.in.: wiek oraz przebyte urazy
w okresie przed uzyskaniem dojrzatosci, ktére moga by¢ pdzniej przyczyna
przebudowy tkanki kostnej oraz zmian w mechanice 1 odzywianiu stawow
(O'Sullivan and Schmitz 2001). Trudno jest tez okresli¢ czy przyczyna tych
zmian jest konkretna choroba, czy tez kilka roznych przyczyn skladajacych si¢
na koncowy obraz OA. Szereg obserwacji wskazuje, ze choroba
zwyrodnieniowa dotyczaca stawu biodrowego 1 kolanowego moze by¢
wywotana réznymi czgsto bardzo odmiennymi czynnikami (Felson ef al 2000).
Niektorzy badacze zastanawiaja si¢ tez czy choroby zwyrodnieniowej nie
klasyfikowa¢ jako oddzielnej jednostki chorobowej w ktorej czynnik genetyczny
odgrywa  wigksza  rolg¢  predestynujaca niz = czynnik  lokalny
np. mechaniczny (Spector et al. 1996).

Zmiany zwyrodnieniowe moga mie¢ charakter pierwotny (arthrosis
deformans idiopathica) oraz wtérny (arthrosis deformans secundaria). Jezeli

chory w przeszto$ci nie przechodzil Zadnej choroby stawu biodrowego, ani nie
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doznal urazu biodra, a mimo to rozwingty si¢ zmiany zwyrodnieniowe to mozna
mowi¢ o koksartrozie pierwotnej samoistnej (Mitchell and Cruess 1977).
Przyczyny jej powstania nie sa dokladnie poznane. Istniejace hipotezy dotyczace
etiologii  koksartrozy pierwotnej podkreslaja znaczenie zmian skladu
chemicznego 1 wlasciwosci fizycznych plynu stawowego (Wierusz-Koztowska
and Markuszewski 2003). Efektem sa zaburzenia ukrwienia stawu, uposledzenie
odzywiania chrzastki stawowej 1 zwigkszenie tarcia powierzchni stawowych.
W konsekwencji, tych czgsto powtarzajacych si¢ urazow moze dochodzi¢ do
ztaman beleczek kostnych w warstwie podchrzgstnej glowy kosci udowe;j
1 panewki stawu biodrowego.

Wtoérne zmiany zwyrodnieniowe moga by¢ wywotane m.in.: wrodzona
dysplazja biodra z decentralizacja gtowy kosci udowej, zaburzeniami okresu
wzrostowo - rozwojowego biodra (choroba Perthesa - milodzienczego
zhuszczenia glowy ko$ci udowej), zmianami urazowymi, zapaleniem stawu
biodrowego, urazowym zwichnigciem stawu biodrowego, ztamaniem glowy lub
szyjki koSci udowej, zlamaniem panewki stawu biodrowego, jatowa
idiopatyczna (o nieznanej przyczynie) martwica gtowy kosci udowej dorostych
oraz innymi chorobami 1 urazami biodra. Natomiast dynamika postepu choroby
zwyrodnieniowe] stawu biodrowego pozwala na wyr6znienie jej postaci
hipertroficznej 1 atroficznej (Solomon 1976).

Wiele bardzo znaczacych czynnikow moze mie¢ wptyw na wystepowanie
tej choroby. Zaobserwowano zrdznicowanie wystgpowania OA w roznych
grupach etnicznych, np. czgstsze wystgpowanie zmian zwyrodnieniowych
stawow kolanowych u kobiet Amerykanek pochodzenia afrykanskiego niz
u mgzezyzn (Felson et al. 2000). Wykazano réwniez, ze 35% czgSciej
mezczyzni — Amerykanie pochodzenia afrykanskiego wykazuja zmiany
w stawach biodrowych w pordwnaniu z mezczyznami rasy bialej (Jordan et al 1997).
Z kolei wigksza czgstos¢ wystgpowania OA u kobiet w okresie

postmenopauzalnym sugeruje znaczaca role estrogenow (Nevitt et al. 1996).
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Zwraca si¢ uwage na zalezno$¢ miedzy wskaznikiem gestosci kosci (BMD bone
mineral density) — a wystgpowaniem zmian zwyrodnieniowych w stawach
biodrowych 1 kolanowych. Wyzszy poziom BMD byt zgodny z wystepowaniem
zmian zwyrodnieniowych (Nevitt et al. 1995; Hannan et al. 1993). Coraz
wigksze znaczenie przypisuje si¢ badaniom, ktére odnosza si¢ do genetycznego
podioza wystgpowania osteoarthritis (Scott 2002).

Potwierdzeniem ich znaczenia sa wczes$niejsze badania okres$lajace, iz co
najmniej] w 50% przypadkow OA dotyczacych rak 1 stawow biodrowych ma
podioze genetyczne (Spector et al. 1996). Wykazano tez, ze czynnikami
patogennymi sa m.in. uszkodzenia powierzchni stawowych, przemieszczenia
wewnatrzstawowe, uszkodzenia wigzadet czy innych struktur stawowych
(Buckwalter and Lane 1997; Buckwalter and Mankin 1997; Honkonen 1995),
obcigzenia wynikajace z wykonywanego zawodu (Felson et al. 1991;
Coggon et al. 1998; Hadler et al. 1978), uprawianie sportu, w szczegolnosci

sportu zawodowego (Buckwalter and Lane 1997; Kujala et al. 1994; Kujala et al. 1995).

2. PATOMECHANIZM CHOROBY ZWYRODNIENIOWEJ

Patomechanizm zmian w chorobie zwyrodnieniowej stawow prowadzi
kolejno do zmigkczenia, widknienia, owrzodzenia 1 w konsekwencji zniszczenia
chrzastki stawowej. Skutkiem jest stwardnienie ko$ci pod chrzastka oraz
powstanie osteofitdéw 1 torbieli w warstwie podchrzgstnej (Hamerman 1989).
Poczatkowe zmiany dotyczace chrzastki stawowej zwigzane sa ze zwigkszeniem
w niej zawartoSci wody bedace przypuszczalnie efektem wzrostu syntezy
proteoglikanow (O'Sullivan and Schmitz 2001). W p6zZniejszym okresie choroby
nastgpuje zmniejszenie si¢ ilosci proteoglikanow i zawartosci wody w chrzastce
stawowej, a chrzastka traci swoje zdolnosci tolerowania sit $ciskajacych -
odksztalcajacych (Stryer 1999) oraz swoja elastycznos¢. W efekcie prowadzi to

do przeniesienia sit kompresji na kos¢ lezaca pod chrzastka. Odpowiedzia kosci

10
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jest zwigkszenie syntezy kolagenu chrzastki przy jednoczesnym zmniejszeniu
udziatu typu II na rzecz typu I szerzej wystepujacego w skorze i1 tkance
wldknistej. Wszystkie te procesy prowadza do zwezenia szpary stawu
(Threlkeld and Currier 1988), a pierwszymi widocznymi oznakami tych zmian
jest wycieranie (tuszczenie) powierzchownych wildkien kolagenowych.
W miejscach wigkszych obciazen dochodzi do wycierania si¢ wildkien
potozonych w giebszych warstwach, az do warstwy podchrzestnej, ktéra moze
ulec stwardnieniu 1 sztywnieniu w wigkszym stopniu niz normalna kosc.
W rezultacie dochodzi do zwigkszenia tarcia, zmniejszenia amortyzacji
wstrzasow oraz zwigkszenia wplywu obciazenia. Na brzegach powierzchni
stawowych pojawiaja si¢ osteofity. Ich geneza nie jest ciagle wyjasniona.
Przypuszcza sig, ze istotng role w ich powstawaniu odgrywa (van Beuningen et al. 1994,
Homer et al 1998) m.in. czynnik genetyczny — gen receptora
1,25-dihydroksywitaminy D; (Uitterlinden et al. 1997) oraz cytokiny —
interleukiny 1 (IL — 1) 1 transferujacego czynnika wzrostu beta (TGF - j).
Proces ten zapoczatkowany jest powstaniem krwiaka w miejscu uszkodzenia
w wyniku naptywu krwi z naczyn okolicy uszkodzonej tkanki chrzgstnej
(Buckwalter and Brown 2004). Powstaly skrzep zawierajacy elementy wtokien
kolagenowych rozszerza si¢ wypetniajac wszystkie uszkodzone miejsca na
powierzchni stawowej. Znajdujace si¢ wewnatrz skrzepliny plytki krwi
uwalniaja  naczynioaktywne mediatory oraz cytokiny z  rodziny
transformujacych czynnikow wzrostu 3 (TGF - B), rodziny insulino podobnych
czynnikéw wzrostu (IGF) i rodziny czynnikéw wzrostu fibroblastow (FGF),
ktore odpowiedzialne sa za proliferacj¢ 1 roznicowanie chondrocytow.
Charakterystycznymi objawami klinicznymi choroby zwyrodnieniowe;j
jest bol, ograniczenie ruchomos$ci w stawie z typowym obrazem rtg - zwezeniem
szpary stawowej, stwardnieniem warstwy podchrzgstnej 1 wystgpujacymi
osteofitami na krawedziach stawu (Kellgren and Lawrence 1957; Kellgren er al. 1963).

Powazna konsekwencja zwyrodnienia stawu biodrowego jest ograniczenie

11
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mozliwosci chodzenia, co stanowi najpowszechniejsza przyczyng kalectwa
wsréd oséb powyzej 65 roku zycia. Oczywistym skutkiem ograniczenia
ruchomosci stawu jest zmniejszona aktywnos¢ ruchowa uktadu mig$niowego,

doprowadzajaca do zmian w ich metabolizmie i strukturze.

3. ZMIANY MORFOLOGICZNE MIESNIA SZKIELETOWEGO
WYWOLANE UNIERUCHOMIENIEM

Stan w ktorym dochodzi do dlugotrwatej zmniejszonej aktywnos$ci
ruchowej okreslamy mianem hipokinezji. Moze by¢ ona wywolana
wystepowaniem okreslonych chorob np. choroba Parkinsona, lub moze by¢
wynikiem zmian dotyczacych glownie aparatu ruchu — np. zmian
zwyrodnieniowych stawu biodrowego. Choroby te moga prowadzi¢ do:
bradykinezji, charakteryzujacej si¢ zmniejszeniem ogolnej aktywnosci
ruchowej oraz hipodynamii, w ktorej dochodzi do obnizenia oporow
powstajacych podczas wykonywania ruchow.

Bardzo malto jest obserwacji opisujacych metabolizm mig$nia
szkieletowego cztowieka podczas ,,naturalnej hipokinez;i”, a te ktore sa dotycza
roznych, gléwnie eksperymentalnych modeli unieruchomienia. Wigkszo$¢
naszych obserwacji pochodzi z badan modelu ,bed rest” — lezenia w t6zku,
»space flight” - stanow niewazko$ci podczas lotow kosmicznych, oraz
z obserwacji réznorodnych unieruchomien za pomoca opatrunku gipsowego.
Istotnym uzupelnieniem naszej wiedzy sa wyniki badan przeprowadzanych na
,modelach zwierzecych” 1 przedstawiajacych rozne formy unieruchomienia
dotyczacych gtownie konczyn.

Jedna z pierwszych konsekwencji hipokinezji migs$ni szkieletowych jest
ich atrofia objawiajaca si¢ m.in. zmniejszaniem masy, przekroju poprzecznego
migsnia, ostabieniem sily oraz transformacja wiokien migsniowych.
Przyktadowo, po 84 dniowym lezeniu w t6zku rozmiar mig§nia obszernego

bocznego (vastus lateralis) maleje o 17%, natomiast przekrd) pojedynczego
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wiokna migsniowego MHC I i Ila ulega zmniejszeniu odpowiednio o 15 1 8%,
a ich sita odpowiednio o 60 1 25% (Trappe et al. 2004). W warunkach tych
dochodzi rowniez do zmian kompozycji wystgpowania poszczegolnych hybryd
wiokien mig$niowych. Zwigkszyt si¢ udziat wiokien typu Ila oraz pojawity sig
wildkna typu IIx, przesunigciu ulega stosunek procentowy zawartosci widkien
mig¢sniowych z wtokien I typu na rzecz typu Ila. Podobna transformacja wiodkien
typu I do IIx byla obserwowana w migéniu obszernym bocznym (vastus
lateralis) u pacjentow po uszkodzeniu rdzenia krggowego (Talmadge er al 2002).
W innych badaniach wykazano, ze $redni przekrdj migénia plaszczkowatego
(soleus) po 4 miesiacach lezenia w t6zku ulegt zmniejszeniu o 36%, za$ sila
skurczu tgzcowego ulegla zmniejszeniu o 76%, co w przeliczeniu na przekroj
poprzeczny daje rzeczywisty spadek o 42% (Yamashita-Goto et al. 2001).
Podobne wyniki uzyskali tez inni autorzy (D'Antona et al. 2003), przy czym
réznice wydaja si¢ by¢ zwiazane z rodzajem unieruchomienia oraz sposobem
poréwnania populacji 0oséb starszych z mtodymi. Wraz z wiekiem podobnie jak
w unieruchomieniach maleje sita mig§niowa, jakkolwiek przyczyna zjawiska nie
lezy tylko w mniejszej ich masie. Nasuwa si¢ ogolny wniosek, ze widkna
mig$niowe typu pierwszego z dominujacym w nich metabolizmem tlenowym
charakteryzuja si¢ wigksza atrofia niz witokna szybkie (Appell 1990). Nieco
odmienny efekt obserwuje si¢ w hipokinezji powstajacej w warunkach petnej
niewazko$ci. Badania te pokazaly, ze u astronautow witokna typu I nie sa
bardziej wrazliwe na wystapienie atrofii od widkien typu II (Fitts et al. 2000),
a wrgcz przeciwnie, byla on bardziej zaakcentowana we witdknach typu II

anizeli typu I (Edgerton et al. 1995).

Obserwacje kliniczne znajduja swoje odzwierciedlenie
w doswiadczeniach przeprowadzanych na zwierzgtach. Zastosowanie opatrunku
gipsowego prowadzi do wigkszego ubytku masy ciala w pordéwnaniu do
wynikow uzyskanych przez zastosowanie unieruchomienia zewngtrznego (Sruby

- external fixation) (Reznick et al. 1995). Odmienny efekt obserwuje si¢
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w odniesieniu do masy mig$nia, ktorej spadek byt wiekszy w unieruchomieniu
zewngtrznym niz w przypadku opatrunku gipsowego. Obnizenie masy mig$nia
wystapito réwniez po dhugotrwatym 70 dniowym podwieszeniu (Kourtidou-
Papadeli et al. 2004) 1 bylo ono dwukrotnie wigksze dla migénia
ptaszczkowatego (soleus) przy braku istotnych zmian mig$nia prostownika
dhlugiego palcow (extensor digitorum longus, EDL). Spadek masy ciata jest
rOwniez obserwowany po 4 tygodniowym podwieszeniu konczyny,
w podobnym stopniu u zwierzat starych 1 miodych (Deschenes et al. 2001).
Wystepujaca atrofia w migsniu plaszczkowatym (soleus) byla bardziej
zaznaczona u osobnikow starych (48%) 1 dotyczyla w podobnym zakresie
wszystkich rodzajow witdkien tzn. I; IIA; 1IX/B, natomiast u mtodych wynosita
(29%) 1 dotyczyta tylko widkien typu I. Podobnie w prostowniku dtugim palcéw
(extensor digitorum longus) objawy atrofii byly wyraznie wigksze u szczurdéw
starych (25%) 1 dotyczyly gléwnie wiokien IIX/B. Jednoczesnie w migs$niu
ptaszczkowatym zmniejszyt si¢ udziat procentowy witodkien I typu na rzecz
wildkien typu IIA oraz zarysowala si¢ przewaga widkiem typu IIX/B tylko
u zwierzat starych. W migsniu EDL nie bylto istotnych zmian w rozktadzie
wiokien mig$niowych ani u mtodych ani u starych zwierzat w stosunku do
kontroli. W innych badaniach w ktorych na 7 dni podwieszono konczyny, lub je
odnerwiono po 7 dniach doszto do atrofii w mig$niu plaszczkowatym
odpowiednio o 35% 1 29% (Hornberger et al. 2001). Posréd postulowanych
przyczyn atrofii, zwraca si¢ uwage na spadek syntezy biatek mig$niowych
z towarzyszacq ich degradacja (Loughna ef al. 1986). Efekt taki obserwuje si¢
w mig$niu plaszczkowatym u myszy, u ktérych po 1 1 2 tygodniu po
podwieszeniu wykazano spadek mokrej masy migsnia odpowiednio o 30%
1 53% oraz catkowitego poziomu biatka o 40% 1 60% (Mitchell and Pavlath 2001).
Jednoczesnie przekrdj poprzeczny widkna migsniowego typu I zmniejszyt sig
o 51%. Warto podkresli¢ fakt, ze nie obserwowano zmian procentowego

rozktadu widkien migsniowych.
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4. ZMIANY METABOLICZNE ZACHODZACE W MIESNIU
SZKIELETOWYM WYWOLANE UNIERUCHOMIENIEM

4.1. Glikoliza i przemiany tlenowe.

Przyczyny tych wszystkich obserwowanych zmian w funkcjonowaniu
migs$nia wydaja si¢ tkwi¢ w zaburzeniach ich metabolizmu. W do$wiadczeniach
przeprowadzonych na zwierzg¢tach, wraz ze wzrostem procentowym udziatu
wiokiem typu Il wzrasta aktywno$¢ enzymow glikolitycznych oraz dochodzi do
zmian w przemianach oksydacyjnych (Fell et al. 1985; Miu et al. 1990).
W kilka miesiecy po uszkodzeniu rdzenia kregowego w porazonych migsniach
dochodzi do zwigkszenia aktywnos$ci catkowitej LDH, z przesuni¢ciem
izozymogramu w kierunku LDH-5 oraz do wzrostu aktywnos$ci dehydrogenazy
glicerolo—3-fosforanowej (G3PDH) (Otis et al. 2004). W innych
doswiadczeniach, po trzech tygodniach podwieszenia konczyny dochodzi do
zwigkszenia aktywno$ci mig$niowego izoenzymu M-LDH, oraz innych
enzymOw przemian beztlenowych — hexokinazy oraz kinazy pirogronianowe;j
(Bigard et al. 1998). Wyniki te pokrywaja si¢ z wczesniejszymi obserwacjami,
w ktorych podwieszenie konczyny porownano z unieruchomieniem w tusce
gipsowej (Fitts et al. 1989). We wtoknach wolnych (ST) aktywnosci enzymoéw
glikolitycznych dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i1 fosfofruktokinazy (PFK)
wzrastaja wyraznie odpowiednio po pierwszym i1 czwartym tygodniu. Wzrost
ten jednak nie osiagnat aktywnosci obserwowanych we wtoknach kontrolnych
oksydacyjno-glikolitycznych (FOG). Podobne zmiany obserwowane sa
w kolejnych dwoch pracach opisujacych doswiadczenia przeprowadzane na
szczurach, gdzie po okresie jednego tygodnia odciazenia konczyny u osobnikdéw
mtodych doszto do zwigkszenia aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej o 22%
(Groskreutz and Thompson 2002), a po okresie 2 tygodni aktywnos¢ tego
enzymu u zwierzat dorostych wzrosta o 33,3% (Ojala et al. 2001).
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Jednak nie we wszystkich doswiadczeniach obserwowano wzrost
aktywnosci glikolitycznej migsni. W okresie jednotygodniowego podwieszenia
dochodzi do zmniejszenia aktywnosci catkowitej LDH w przeliczeniu na caty
migsien ptlaszczkowaty (soleus), podeszwowy (plantaris) oraz prostownik
palcow dtugi (EDL) (Ohira et al. 2002). Podobne obserwacje uzyskano po
trzech tygodniach podwieszenia u mlodych szczurow, u ktorych aktywnosé
LDH maleje w mig$niu ptaszczkowatym 1 w glowie przysrodkowej mig$nia
brzuchatego tydki (medial gastrocnemius) (Simard et al. 1985b). Wyjatkiem jest
enzym heksokinaza (HEX), ktorego aktywnos$¢ si¢ zwigksza. W czesci
doniesien nie obserwuje si¢ jednak zadnych zmian aktywnosci LDH w mig$niu
ptaszczkowatym (soleus) i prostowniku diugim palcow (extensor digitorum
longus) (Desplanches et al. 1987), ani tez roznic w poziomie kwasu mlekowego
po okresie 1 tygodnia podwieszenia (Fell et al. 1985).

Oczywiscie w ocenach tych badan nalezy zwrdci¢ uwage, na wazny
dodatkowy czynnik modulujacy aktywnosci enzymatyczne jakim jest wiek.
Aktywnos¢ LDH w pojedynczym wildknie migsniowym typu Ilb u starych
szczuré6w byla mniejsza 24% w poréwnaniu ze zwierz¢tami miodymi
(Groskreutz and Thompson 2002). Natomiast po siedmiodniowym podwieszeniu
u tych zwierzat nie zaobserwowano zmian w aktywnosci LDH w stosunku do
kontroli. Réwniez mniejsza aktywnos¢ LDH w przeliczeniu na pojedyncze
widkno migsniowe wykazywana jest u osobnikow starych, jakkolwiek po
jednym tygodniu podwieszenia aktywnos¢ enzymatyczna wzrosta az o 50%
(Simard et al. 1985b). W sumie wydaje si¢, ze zmiany aktywnosci LDH
w unieruchomieniach u zwierzat starych sa o podobnej ekspresji jak
u osobnikéw mtodych (Ojala et al. 2001).

Roéwnoczesnie ze zmianami dotyczacymi enzymow  glikolitycznych,
dochodzi do ograniczen metabolizmu tlenowego. Po tygodniowym
podwieszeniu u  szczurow dochodzi do zmniejszenia  aktywnosSci

mitochondrialnego enzymu dehydrogenazy [B-hydroksyacyloCoA w mig$niach
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ptaszczkowatym, podeszwowym 1 prostowniku dlugim palcow w przeliczeniu
na caly migsien 1 miligram biatka (Ohira et al. 2002). Wyniki te potwierdzaja
wczesniejsze rezultaty tygodniowego podwieszenia u tego samego gatunku,
gdzie doszlo do obnizenia o 17% 1 23% aktywnoS$ci syntazy cytrynianowej
w migéniu plaszczkowatym 1 brzuchatym tydki (gastrocnemius) (Fell e al 1985).
Widoczny spadek w aktywno$ci enzymdéw metabolizmu tlenowego
dehydrogenazy jabtczanowej i dehydrogenazy B-hydroksyacyloCoA obserwuje
si¢ tez po 3 tygodniowym podwieszeniu zarowno w mig$niu ptaszczkowatym
jak 1 brzuchatym tydki (Simard et al. 1985b). Natomiast przebywanie
w warunkach niewazko$ci przez dwa tygodnie powoduje w migsniu
ptaszczkowatym (soleus) oraz w mig$niu obszernym bocznym (vastus lateralis)
malp zmniejszenie aktywnos$ci dehydrogenazy bursztynianowej (SDH)
we wloknach drugiego typu (Belozerova et al. 2003; Shenkman et al. 2003).
W jeszcze innych badaniach, po okresie 6 dni przebywania szczurow
w warunkach zmniejszonego ciazenia stwierdzono zmniejszenie aktywnos$ci
oksydazy cytochromowej w migéniu trojglowym ramienia (triceps brachii)
0 41%, podczas gdy aktywno$¢ dehydrogenazy jabtczanowej nie zmienila si¢
(Connor and Hood 1998). Nie stwierdzono natomiast istotnych zmian
w aktywnos$ci enzymu dehydrogenazy P-hydroksyacyloCoA we wtoknach IIb
po siedmiu dniach odciazenia (Groskreutz and Thompson 2002).

Oczywiscie, tak jak w przypadku enzymow glikolitycznych, mozna
znalez¢ doniesienia wskazujace na brak hamowania, lub wrecz wzrost
aktywno$ci enzymow metabolizmu tlenowego. Po 6 miesigcach po przecigciu
rdzenia kregowego u kotoéw, aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowe;j
w migéniu plaszczkowatym 1 brzuchatym tydki nie ulegaja zmianom
(Hoffmann ef al. 1990). W innych badaniach obserwuje si¢ wzrost aktywnosci
dehydrogenazy bursztynianowej 1 syntazy cytrynianowej] W migsniu
ptaszczkowatym szczura i brak widocznych zmian w metabolizmie tlenowym

(Otis et al. 2004). Podobne wyniki we witdknach wolnych w migs$niu
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ptaszczkowatym (soleus) wuzyskano po czterotygodniowym podwieszeniu
u szczurow (Fitts et al. 1989). Dwukrotne wzrosta aktywno$¢ enzymu syntazy
cytrynianowej 1 nie  zmienita  si¢  aktywno$¢  dehydrogenazy
B-hydroksyacyloCoA. We witoknach szybkich w migsniu brzuchatym tydki
(gastrocnemius) nie zanotowano istotnych zmian w aktywno$ciach obu
enzymow.

Podobnie jak w przypadku enzyméw glikolitycznych, wiek moze
wptywaé na aktywno$¢ enzymow metabolizmu tlenowego. Po trzech tygodniach
podwieszenia w migs$niu ptaszczkowatym (soleus) dochodzi do zmniejszenia
aktywnos$ci dehydrogenazy p-hydroksyacyloCoA w wigkszym stopniu
u szczuréw starych (podobnie w mig$niu brzuchatym tydki). Natomiast
aktywno$¢ dehydrogenazy jablczanowej ulega wigkszemu zahamowaniu
u zwierzat mtodych (Simard et al. 1985b). Aktywno$¢ po okresie tygodniowego
podwieszenia (Groskreutz and Thompson 2002) we wioknach IIb migénia
brzuchatego tydki dehydrogenazy (-hydroksyacyloCoA nie roznita si¢ migdzy
starymi, a mtodymi szczurami i1 nie obserwowano roéznic w obu grupach,
w poréwnaniu do kontroli.

Badania na ludziach to glownie obserwacje skutkow oddzialywania
zmniejszonego ciazenia podczas lotow kosmicznych Iub symulowanie
odciazenia podczas lezenia w t6zku. Po 11 dniach przebywania w warunkach
niewazkos$ci aktywno$¢ enzymu szlaku glikolitycznego, dehydrogenazy
glicerolo-a-fosforanowej (GPDH) wzrosta o 80% we widknach typu I
w migéniu obszernym bocznym (vastus lateralis) (Edgerton et al 1995).
Roéwniez do wzrostu aktywnosci tego enzymu dochodzi w okresie 24 tygodni po
uszkodzeniu rdzenia krggowego w wycinkach pobranych z tego samego migsnia
we wszystkich rodzajach wtdkien migsniowych (Castro et al. 2000). Natomiast
warunki niewazkosci 1 lezenia w 16zku nie wydaja si¢ mie¢ znaczacego wpltywu
na aktywnosci fosforylazy glikogenowej w migéniu plaszczkowatym (soleus)

1 brzuchatym tydki (gastrocnemius) (Trappe et al. 2001). Podobny brak
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istotnych zmian w aktywnosci heksokinazy, fosfofruktokinazy i dehydrogenazy
mleczanowe] obserwuje si¢ w migs$niach ludzi lezacych miesiac 1 wigcej dni
w 16zku (Hikida et al. 1989; Ferretti et al. 1997; Desplanches ef al. 1998).

W badaniach na ludziach nie zaobserwowano tez gwaltownych zmian
aktywno$ci enzymdéw metabolizmu tlenowego. Przebywanie w warunkach
niewazko$ci przez 11 dni nie zmienia aktywnos$ci dehydrogenazy
bursztynianowej (Edgerton et al. 1995). Natomiast po uszkodzeniu rdzenia
kregowego aktywno$¢ tego enzymu wzrasta (Castro et al. 2000). Po dlugim
okresie lezenia w 1o0zku, aktywnos$¢ syntazy cytrynianowej podobnie jak
dehydrogenazy [-hydroksyacyloCoA nie ulega zmianie lub maleje (Hikida er al 1989).
W innych pracach poswigconych poréwnaniu przebywania w warunkach
niewazkosci, a lezeniem w 10zku nie wykazano istotnych zmian
w  poziomach enzyméw syntazy cytrynianowej 1 dehydrogenazy
B-hydroksyacyloCoA w migs$niu naramiennym (deltoideus) (Desplanches ef al. 1998;
Trappe et al. 2001).

4.2. Stres oksydacyjny.

Obserwowane zmiany w metabolizmie, przy zmniejszonej aktywnos$ci
ruchowej, w niewielkim tylko stopniu ttumacza objawy atrofii i spadku masy
migénia, zmniejszenia przekroju widkna migsniowego oraz transformacji
wlokien mig$niowych. Przyczyny tego zjawiska moga by¢ w gltoéwnej mierze
zwiazane ze zmianami w metabolizmie bialek, w ich zmniejszonej syntezie
1 zwigkszonym katabolizmie (Loughna et al. 1986; Goldberg 1969; Homberger ef al. 2001,
Steffen and Musacchia 1984). Wydaje si¢ tez, ze zrddto tych zmian tkwi w zespole

zjawisk okre§lanych mianem stresu oksydacyjnego (Ryc.3.).
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Rycina 3. Postulowane mechanizmy atrofii miesni w unieruchomieniach
(wg Hudson and Franklin 2002).

Bodziec

- =

,Niepracujacy” miesien
Hipokinezia/unieruchomienie

[l
Zwierzgta o szybkim metabolizmie Mechanizm regulowany atrofii. W1b6kna wolne sa bardziej
sq bardziej aktywne; Zmniejszenie syntezy bialek. podatne na skutki
unieruchomienie wywotuje unieruchomienia.

wigkszg inaktywacj¢ migsnia. {}

Atrofia mi¢Sniowa
Zmniejszenie rozmiaru
wiokna.

Zmniejszenie sity Typ wldkna
mig$nia. migSniowego
Uszkodzenie funkcji
lokomocyjnych.
Zmnieiszenie sprawnosci.

Tempo

metabolizmu

Wysokie tempo metabolizmu
w stosunku do masy;

zwigkszony atak ROS.
Mechanizm nieregulowany atrofii
Wolnorodnikowe uszkodzenie Widkna wolne sa silnie
wiokiem mig$niowych atakowane przez ROS.

Ograniczenie metabolizmu;

zmniejszenie generacji ROSN (Dziatanie antyoksydantow).

|

Reaktywne
Formy Tlenu (ROS)
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Dwa kluczowe zjawiska dla stresu oksydacyjnego zdaja si¢ by¢ najwazniejsze,
zwickszenie stezenia jonéw wapniowych (Ca®) w sarkoplazmie (Zarzhevsky et al. 2001)
oraz produkcja nadmiernych ilosci aktywnych form tlenu (Lawler et al 1997;
Valko et al. 2006). Unieruchomienie bardzo szybko doprowadza do zwigkszonego
naptywu jonéw Ca’" do komorki. Powoduja one aktywacje zaleznych od Ca
proteaz, potaczona ze wzrostem stresu oksydacyjnego (Kondo et al. 1993b).
Efektem dziatania tych enzymoéw jest degradacja bialek, co bezposrednio lub
posrednio prowadzi do aktywacji procesu generujacego ROS (Ryc.4).

Rycina 4. Wplyw unieruchomienia na wczesne etapy zaburzen metabolizmu
w migsniach (wg Zarzhevsky et al. 2001).

UNIERUCHOMIENIE
(pierwsze 24 godziny)

v

. +
Wzrost poziomu Ca’
w sarkoplazmie

¢ SA

WZROST PRODUKCII
Aktywacja proteaz Ca*" ROS
zaleznych

v

WZROST DEGRADACIJI
BIALEK

Jednym ze wskaznikow nadprodukcji reaktywnych form tlenu,
spowodowanej unieruchomieniem sa m.in. zmiany w aktywnos$ciach enzymow
antyoksydacyjnych. Badania przeprowadzone na szczurach (Lawler et al. 2003)
wykazaly, ze po 28 dniowym okresie podwieszenia wzrasta aktywno$¢
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w mig$niu ptaszczkowatym (soleus). Jest to
zwigzane jedynie ze wzrostem izoenzymu cytoplazmatycznego (CuZnSOD)
o ponad 70%. Jednoczes$nie dochodzi réwniez do obnizenia aktywnosci katalazy
o ponad 54% 1 peroksydazy glutationu. Z kolei w dos$wiadczeniach Kondo
(Kondo ef al. 1993b) w migs$niu ptaszczkowatym po 12 dniach na modelu

szczura po unieruchomieniu obserwuje si¢ wzrost aktywnosci izoenzymu
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CuZnSOD 1 spadek aktywno$ci izoenzymu mitochondrialnego MnSOD pod
koniec tych badan. Jednoczes$nie wzrosta aktywno$¢ reduktazy glutationu,
glutationowej S-transferazy oraz katalazy, podczas gdy aktywnos¢ peroksydazy
glutationu nie ulegta zmianie. Ci sami autorzy (Kondo et al. 1992) wykazali,
ze siedmiodniowe unieruchomienie konczyny szczura prowadzi do wzrostu
aktywnos$ci oksydazy ksantynowej, przy braku istotnych zmian wskaznikow
stresu oksydacyjnego takich jak poziom TBARS (thiobarbituric acid-reactive
substance — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym), czy tez st¢zenie
utlenionego glutationu. W innych badaniach (Sen et al 1992)
przeprowadzonych na psach gonczych, w wyniku 11 tygodniowego
unieruchomienia konczyny opatrunkiem gipsowym stwierdzono spadek
poziomu caltkowitego glutationu 1 brak zmian w aktywno$ci enzymdéw go
metabolizujacych, jak peroksydaza glutationu, reduktaza glutationu, czy tez
transferaza glutationu.

W obserwacjach tych nalezy jednak uwzgledni¢ wpltyw wieku.
W badaniach przeprowadzonych na starych szczurach, po 4 tygodniowym
okresie unieruchomienia wykazano znaczacy wzrost wskaznikow uszkodzenia
w migsniach brzuchatym tydki (gastrocnemius), podeszwowym (plantaris),
ptaszczkowatym (soleus) i prostym uda (rectus femoris) ocenianych poprzez
oznaczenie stgzenia grup karbonylowych i MDA (Carmeli E ef al. 2001).

Badan dotyczacych generowania reaktywnych form tlenu podczas
unieruchomienia, przeprowadzanych z udziatem ludzi jest niewiele i gtownie
byly wykonywane u o0so6b bioracych udziat w lotach kosmicznych, czy tez
podczas eksperymentow typu bed rest - lezenia w tozku. Gtownym zrddltem
wiedzy o ,,metabolizmie” reaktywnych form tlenu w migéniu szkieletowym
u cztowieka w czasie unieruchomienia sg badania krwi. Lezenie w 16zku m.in.
oddzialuje na funkcj¢ leukocytow i1 wytwarzanie reaktywnych form tlenu

podczas fagocytozy (Pawlak et al. 1998b; Pawlak ef al. 1998a).
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5. REAKTYWNE FORMY TLENU

5.1. Metabolizm reaktywnych form tlenu.

Odkrycia wolnych rodnikow w materiale biologicznym dokonano na
poczatku lat pigeédziesiatych ubieglego stulecia (Droge 2002). W niedlugim
czasie po ukazaniu si¢ tych doniesien Harman (Harman 1956) opisuje,
ze moga one by¢ produktami niektorych reakcji enzymatycznych
przebiegajacych w zywym organizmie. Wskazuje on rowniez na znaczaca ich
rol¢ w uszkadzaniu komoérek, wywotywaniu chordb organicznych, czy tez
w procesach starzenia si¢ organizmu. Tak ,,szkodliwe” dzialanie ROS, wydaje
si¢ jednak tylko ubocznym efektem procesow, ktére organizm wykorzystuje
gléwnie do obrony $rodowiska wewngtrznego przed wszelkimi patogenami
(Ryc.5).

Rycina 5. Rola aktywnych form tlenu w organizmie.

Rola aktywnych form tlenu (ROS)
w zdrowiu i chorobie

Metabolizm Aktywacja
komérkowy receptorow

Inaktywacja
enzymatyczna

Bla’fka .

I Regulacja
I‘unkt::'il
komorki
Niestabilnos¢
genomu Odpornosé
Apoptoza

Starzenie
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Wolnymi rodnikami nazywamy atomy (czasteczki) zdolne do
samodzielnego istnienia, majace jeden lub wigcej niesparowanych elektronéw.
Konsekwencja takiego stanu jest ich duza reaktywnos¢, tzn. cze¢ste wchodzenie
w reakcje z innymi czasteczkami w celu oddania lub przytaczenia elektronu
(Bartosz  1995). Glownym ich zZréodlem w warunkach istniejacych
w organizmach zywych jest tlen. W stanie spoczynku jest on birodnikiem, tzn.
posiada dwa niesparowane elektrony 1 aby doszto do catkowitej redukcji tlenu
potrzeba czterech elektrondw 1 czterech protonéw co prowadzi do postania

dwéch czasteczek wody.
O, +4e + 4H+4> 2H,0

Ze wzgledu na to, iz bardzo trudno czasteczce tlenu znalez¢ inng
o podobnej konfiguracji, moze ona reagowa¢ z rOéznymi zwigzkami

jednoelektronowo:
. H e H
R X 2H e
O, Oy H,0O; OH H,O
H,O
Podczas tego procesu powstaja metabolity, ktore wraz ze zwiazkami
o podobnych wilasciwosciach okreslono mianem reaktywnych form tlenu
(ROS reactive oxygen species). Ich reaktywno$¢ jest znacznie wigksza od tlenu

czasteczkowego 1 zwiazki te moga reagowac z wigkszos$cia sktadowych naszego

organizmu, cz¢sto prowadzac do zaburzen funkcji komorek, tkanek i narzadow.
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Rycina 6. ,Metabolizm” ROS w komérce.

LDH Dehydrogenaza mleczanowa
MDH Dehydrogenaza jabtczanowa
cMDH  Cytoplazmatyczna MDH
mMDH Mitochondrialna MDH

COX Oksydaza cytochromowa
KAT Katalaza

SOD Dysmutaza ponadtlenkowa
HO-1  Oksygenaza hemowa

Oy~ Anion ponadtlenkowy

Argining =
by

NO
NOS |
NOS Il
OH
MPO
HCIO
Prot
XO

Tlenek azotu

Syntaza tlenku azotu |
Syntaza tlenku azotu
Rodnik hydroksylowy
Mieloperoksydaza
Kwas podchlorawy
Proteosom

Oksydaza ksantynowa

WSTEP

Wydaje sig, ze glownym zrédlem anionu ponadtlenkowego [O: ]

w przestrzeni zewnatrzkomorkowej, przede wszystkim w $cianie naczyn

krwiono$nych jest enzym oksydaza NAD(P)H (Ryc.6). Enzym ten wydaje si¢

by¢ rowniez zrédtem [O-] w mig$niu szkieletowym cho¢ nie jest to do konca

2

wyjasnione (Powers et al. 2005; Javesghani et al. 2002). Ten enzymatyczny

kompleks przenosi przez blong komorkowa elektrony z wewnatrzkomérkowego
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NAD(P)H na tlen znajdujacy si¢ na zewnatrz komorki (DeCoursey 2003).
Podczas jednoelektronowej redukcji tlenu, dochodzi do powstania anionu
ponadtlenkowego. Znaczacym zrodtem NAD(P)H moga by¢ takie enzymy jak:
dehydrogenaza jablczanowa (MDH), czy tez dehydrogenaza mleczanowa
(LDH).

Kolejnym bardzo waznym zrédiem anionu ponadtlenkowego jest oksydaza
ksantynowa, szczegoOlnie w warunkach zwigkszonego katabolizmu puryn np.
w niedokrwieniu lub niedotlenieniu tkanek (Yokoyama ef al. 1990). Enzym ten
katalizuje reakcje utleniania ksantyny do kwasu moczowego i jest zalezna od
stgzenia tlenu oraz pH roztworu. Moze zachodzi¢ albo jednoelektronowo —
prowadzac do powstawania anionu ponadtlenkowego, albo dwuelektronowo
w wyniku ktorej powstaje nadtlenek wodoru (Bartosz 1995). Anion

ponadtlenkowy [O ] moze rowniez powstawac na tancuchu oddechowym, gdzie

1-2% tlenu ulega jednoelektronowej redukcji z powodu ,,przecieku” pewnej
czesci elektronéw (Boveris and Chance 1973; ChancE and Williams 1956;
Cadenas and Davies 2000). Miejscem w ktérym dochodzi do jednoelektronowe;j
redukcji jest flawoproteina - dehydrogenaza NADH oraz ubichinon (Nohl 1994).
Ostatnim ogniwem lancucha oddechowego jest kompleks IV — oksydaza
cytochromowa (COX). Spetnia ona role decydujacego regulatora oddychania
mitochondrialnego. Katalizuje ona catkowita redukcje tlenu (przez przyjecie
przez niego czterech elektronéw) do wody. Zahamowanie jej aktywnoS$ci np.
przez wzrost stgzenia tlenku azotu (Heck et al. 2005) moze doprowadzi¢ do
upos$ledzenia funkcji fancucha oddechowego, a w konsekwencji przyczyni¢ sig
do zwigkszonej produkcji anionorodnika ponadtlenkowego.

Dodatkowym, bardzo waznym w stanach patologii zrodtem ROS sa
syntazy tlenku azotu oraz dwuwartosciowe zelazo. Produktem syntazy tlenku
azotu jest tlenek azotu (NO), ktory jest tez reaktywnym rodnikiem, a ktory
moze reagowac z anionem ponadtlenkowym tworzac jeszcze bardziej reaktywne

formy (Bartosz 1995; Gryglewski et al. 1986). Reakcja ta prowadzi do
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powstania majacego bardzo silne wlasciwosci utleniajace nadtlenoazotynu
1 posrednio do powstania rodnika wodorotlenowego (OH'). Jego dzialanie
wydaje si¢ by¢ tez znaczace w mechanizmie nitrozylacji biatek. W sumie
nadtlenoazotyn jest niezwykle reaktywnym zwiazkiem, ktory m.in. hamuje
aktywno$¢ oksydazy cytochromowej 1 innych sktadnikéw tancucha
oddechowego (Sharpe and Cooper 1998), jest tez silnym inhibitorem akonitazy
(Castro ef al. 1998), jednego z enzymow cyklu Krebsa.

Obecno$¢ jondéw zelaza dwuwartosciowego (Fe®") warunkuje natomiast
tworzenie w reakcji Fentona i w reakcji Habera—Weissa bardzo reaktywnej
formy tlenu jaka jest rodnik hydroksylowy. W warunkach fizjologicznych
zelazo jest potaczone z biatkiem — ferrytyna i jest nieaktywne. Moze tez by¢
wbudowane w strukture niektorych biatek enzymatycznych, gltownie tych
posiadajacych pierscien hemowy. Kiedy dochodzi do wzrostu stgzenia lub
oddysocjowania zelaza mamy do czynienia z uwolnieniem tzw. formy
reaktywnej zelaza 1 tworzeniem wolnych rodnikéw tlenowych (Powers et al 2005).

Podstawowa droga przemiany anionu ponadtlenkowego jest zwiazana
z obecnoscia cytoplazmatycznej (CuZnSOD) oraz mitochondrialnej dysmutazy
ponadtlenkowe; (MnSOD). W wyniku dziatania tego enzymu powstaje
nadtlenek wodoru H,0,, ktory moze by¢ metabolizowany w kilku kierunkach.
Moze reagowac z anionem ponadtlenkowym w obecnos$ci jonow zelaza (reakcja
Fentona) lub innych metali przejsciowych tworzac rodnik hydroksylowy
(Liochev and Fridovich 1994). Moze tez by¢ zrodlem halidow — reaktywnych
form tlenu powstajacych w reakcji z chlorem. Wigkszo$¢ jednak nadtlenku
wodoru jest metabolizowana droga enzymatyczna w wyniku ktérej powstaje
woda, w reakcjach katalizowanych przez dwa enzymy - katalazg oraz

peroksydaze glutationu.
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5.2. Rola ROS w zdrowiu i chorobie.

,Dobroczynne” dziatanie ROS ujawnia si¢ w szeregu procesow (Tab.1).
Anion ponadtlenkowy wptywa poprzez powstajacy z niego rodnik
hydroksylowy na aktywnos$¢ cyklazy guanylanowej oraz powstawanie cGMP
(Mittal and Murad 1977). Réwniez anion ponadtlenkowy [O; ] czy tez niskie
(mikromolowe) st¢zenia H,O, zwigkszaja produkcje czynnikow aktywnych
komorek T — interleukin, szczegdlnie IL-2 (Roth and Droge 1987). Nadtlenek
wodoru indukuje ekspresje hemowej oxygenazy (HO — 1), modulujac w ten
sposob synteze erytropoetyny (Keyse and Tyrrell 1989). Niezwykle reaktywna
forma tlenu jest tez tlenek azotu [NO']. Jest on jednym z najsilniejszych
czynnikéw wazorelaksacyjnych o dziataniu auto- 1 parakrynnym. NO bierze
udziat w regulacji napigcia migsni gladkich naczyn krwiono$nych oraz hamuje
zlepianie si¢ plytek krwi (Ignarro and Kadowitz 1985; Radomski et al. 1987).
Aktywne formy tlenu sa wykorzystywane rowniez w obronie immunologiczne;j
organizmu przez komoérki fagocytujace (granulocyty, monocyty, makrofagi).
Komorki te reaguja na obecno$¢ mikroustrojow i1 innych patogendéw w celu ich
likwidacji, w procesie okreslanym jako wybuch tlenowy. Sam mechanizm
bakteriobdjczy tego zjawiska nie jest jeszcze do konca wyjasniony. Polega on na
wytworzeniu 1 uwolnieniu na zewnatrz komoérki duzej ilo$ci anionu
ponadtlenkowego oraz nadtlenku wodoru (Finkel 2003). Makrofagi moga
produkowaé rowniez ogromne ilosci tlenku azotu (Miller and Britigan 1997;
Miller and Britigan 1997; Hickman-Davis et al. 2001), ktéry po potaczeniu
z anionem ponadtlenkowym przechodzi w jeszcze aktywniejszy nadtlenoazotyn
(Gryglewski et al. 1986). Kolejnym zwiazkiem wykorzystywanym do obrony
przeciwbakteryjnej jest kwas podchlorawy, powstajacy w reakcji katalizowane;j
przez mieloperoksydaze (Klebanoff 2005). Moze on dziala¢ na btong
komodrkowa bakterii 1 reagowaé z ich enzymami m.in. powiazanymi z synteza

ATP (Bartosz 2004).
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Tabela 1. Fizjologiczne funkcje ROS w organizmie (Droge 2002).

ROS Rola w procesach fizjologicznych

Tlenek azotu Relaksacja migsni gltadkich naczyn oraz inne funkcje

[NO]. zalezne od cGMP.

Kontrola produkcji erytropoetyny.
Relaksacja migsni gtadkich naczyn.

Anionorodnik

Funkcje immunologiczne.
ponadtlenkowy

0] Odpowiedz na stres oksydacyjny.
'2_ .

Utrzymywanie rownowagi migdzy procesami oksydacji

1 redukc;ji.

Ubocznym, niekorzystnym efektem dziatania reaktywnych form tlenu sa
uszkodzenia wielu struktur komorkowych. W btonach biatkowo — lipidowych
w wyniku utleniania ich nienasyconych kwasow thuszczowych powstaja
nadtlenki tych zwiazkow, a tatwos$¢ ulegania peroksydacji zalezna jest od ilo$ci
podwojnych wigzan w czasteczce kwasu tluszczowego (Bartosz 1995). Do
produktow rozpadu wielonienasyconych kwasow tluszczowych zaliczamy
aldehydy 1 hydroksyaldehydy takie jak: 4 — hydoksyalkenale, 2 — alkenale oraz
dialdehyd malonowy (MDA), ktory bardzo czgsto stuzy jako wskaznik
okreslajacy stopien peroksydacji lipidow. Konsekwencja tego procesu jest
modyfikacja wilasciwosci fizycznych bton komodrkowych, obnizona zostaje
hydrofobowos¢ lipidowego wnetrza blon 1 wulega zmianie organizacja
dwuwarstwy struktury lipidowej. W wyniku tych zmian dochodzi do
zwigkszenia przepuszczalno$ci blon dla jonéw H', co prowadzi do
zahamowania aktywnos$ci enzymoéw btonowych 1 biatek transportujacych np.
(Ca*"- Mg™)ATPazy (Filipek e al. 1993). W rezultacie moze dojsé do utraty
integralnos$ci zarowno bton wewnatrz komorkowych jak i btony plazmatyczne;j

(Halliwell and Gutteridge 1990).
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Nadprodukcja ROS prowadzi rowniez do uszkodzenia biatek poprzez
modyfikacj¢ reszt aminokwasowych, modyfikacje grup prostetycznych,
agregacje lub fragmentacje czasteczek biatkowych (Bartosz 1995). Czynnikiem
uszkadzajacym jest przede wszystkim rodnik wodorotlenowy, ale w przypadku
niektorych modyfikacji np. utleniania grup SH, moze tez by¢ nim anion
ponadtlenkowy oraz nadtlenek wodoru. Jedna z przypuszczalnych przyczyn jest
utlenianie grup tiolowych glutationu, a w konsekwencji zmniejszenie st¢zenia
zredukowanego glutationu (GSH), co ogranicza mozliwos$ci naprawiania przez
glutation utlenianych grup SH. Biatkami szczeg6lnie wrazliwymi na dzialanie
ROS sa proteoglikany 1 metaloproteiny. W proteoglikanach uszkodzeniu ulegaja
glikozydowe grupy prostetyczne. Czgsto warunkuja one biologiczna funkcje
tych biatek. Uszkodzenie metaloprotein pociaga za soba uwalnianie jonow
metali takich jak Fe®", Cu®" i innych, ze wszystkimi tego konsekwencjami
metabolicznymi.

Ze  wzrostem  poziomu  reaktywnych  form  tlenu  ro$nie
prawdopodobienstwo uszkodzenia kwaséw nukleinowych (Ryc.7) Moze by¢
ono zwiazane z tworzeniem si¢ rodnika hydroksylowego w wyniku reakc;i
Fentona, gdyz z DNA powiazane sa jony metali mogace redukowaé¢ nadtlenek
wodoru do rodnika hydroksylowego. Inna hipoteza tlumaczaca mechanizm
uszkadzania kwaséw nukleinowych jest wzrost wewnatrzkomorkowego stgzenia
wapnia (Ca™), mogacego aktywowa¢ nukleazy trawiace DNA (Sastry and Rao 2000;
Cassarino and Bennett, Jr. 1999). Prowadzi to do uszkodzenia zasad nukleinowych,
reszt cukrowych, rozerwania wiazan fosfodiestrowych taczacych nukleotydy
(pgknigcia nici). Uszkodzony DNA indukuje powstawanie przeciwko sobie
przeciwcial co ma miejsce w przypadku niektorych chorob jak np. w toczniu

rumieniowatym.
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Rycina 7. Koncepcje ttumaczace uszkodzenie DNA w komdrkach w nastepstwie
stresu oksydacyjnego (Bartosz 2004)

3 wytwarzanie 'OH ‘
stres oksydacyjny ——M——— ﬁgg:r;“](gnr:r?:i(ﬂ:etalf —_— uszkodzenie DNA
‘ zwiazanymi z DNA ‘

A

uwolnienie jonow
zelaza i miedzi w komdrce

—— | wiazanie jondw do DNA

b) , _—
[ zahamowanie akumulacji Ca”*
. w siateczce $rodplazmatycznej
stres oksydacyjny ————- — i
yaacyiny zahamowanie pompy wapniowe] Uszhodzerse DA -
uwolnienie Ca%*+ z mitochondriow | L__ |
— — T
| |
wzrost stezenla o aktywacja
’ Ca2+ w cytoplazmie _ endonukleaz

Nalezy tez pamigtac, ze wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia Ca®" jest
jednocze$nie waznym czynnikiem indukujacym wzmozona generacje¢ ROS
(Ryc.6.). Efekt ten wydaje si¢ by¢ zwigzany z aktywacja proteozomu co
prowadzi do aktywacji m.in. oksydazy ksantynowej, a poprzez degradacje
oksygenazy hemowej (OH-1) dochodzi do uwolnienia jonow zelaza
dwuwarto$ciowego. Nalezy rowniez pamigtaé ze jony Ca®" bezposrednio
aktywuja dwie formy syntaz tlenku azotu NOS I (bNOS) i NOS IIT (eNOS).

W warunkach fizjologii 1 czg§ciowo patologii rdwnowaga dla syntezy ROS jest
ich aktywne usuwanie, gléwnie droga enzymatyczna. Skladaja si¢ na nie tzw.
enzymy antyoksydacyjne takie jak: cytozolowa i mitochondrialna dysmutaza
ponadtlenkowa oraz katalaza 1 peroksydaza glutationu (Ryc.6). Inna forma
obrony przed skutkami destrukcyjnego dzialania ROS jest naprawianie
rozerwanej nici DNA przez ligazy. Glikozylazy za$ dokonuja tzw. naprawy

ekscyzyjnej, przez wycigcie 1 odszczepienie uszkodzonych zasad. Troche
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inaczej przedstawia si¢ ,,opracowywanie” uszkodzonych biatek, w przypadku
ktorych  jednoznacznie rozumianego systemu naprawczego nie ma.
»Naprawianie” bedzie polegalo m.in. na redukcji utlenionych grup SH. Gtéwna
role w tym procesie ogrywa glutation oraz tioredoksyna. Jeszcze inna forma
zmniejszania skutkow dzialania ROS jest indukcja proteozomu i1 aktywacja

proteolizy, ktora rozktada uszkodzone biatka do poszczegolnych aminokwasow.

32



CEL PRACY

Podstawowym celem pracy bylo zbadanie czy ograniczenie
ruchomosci w stawie biodrowym zmienia metabolizm tlenowy

mig¢s$nia szkieletowego - gluteus medius?

Szczegotowe cele badania mialy odpowiedzie¢ na pytania:
1. Czy w wyniku ograniczonej ruchomosci stawu biodrowego dochodzi do
produkcji reaktywnych form tlenu?
2. Czy generacja reaktywnych form tlenu powoduje uszkodzenie struktur
wewnatrz komorkowych?
3. Czy istnieje zalezno§¢ pomigdzy stopniem unieruchomienia,

a aktywnos$cia metabolizmu aktywnych form tlenu.
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Badania przeprowadzono =za pisemna zgoda Niezaleznej Komisji
Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej

w (Gdansku.

Charakterystyka pacjentow.

Badaniem obje¢to 67 osob (37 kobiet, 30 megzczyzn) o Sredniej wieku
66,7 + 1,2 lat (36- 92) leczonych w Klinice Ortopedii AMG w latach 2001-2003.
Sredni wiek kobiet wynosit 68,6 * 1,6 lat, mezczyzn 64,1 + 1,8.
Pacjentow podzielono na 4 grupy wg skali D’ Aubigne i Postela (D'Aubigne and
Postel 1954):

o Grupa kontrolna - 13 pacjentow (8 kobiet; 3 megzczyzn). Do grupy tej
zakwalifikowano osoby po ztamaniach szyjki glowy kosci udowej oraz
osoby z piatym stopniem unieruchomienia. Sredni wiek w grupie wynosit
69,3 + 3,3 lat. Piaty stopien wg powyzsze] skali zaktada, ze bodl jest
niewielki badz okresowy, chory o normalnej aktywnosci, zgigcie w stawie
biodrowym w granicach 80-90 stopni. Odwiedzenie nie mniejsze niz 15
stopni. Zachowana jest mozliwos¢ chodzenia bez kul, jednakze
z niewielkim utykaniem.

o Czwarty (4) stopien unieruchomienia (mierny) - 26 pacjentow
(11 kobiet; 15 mezczyzn). Grupeg t¢ stanowia pacjenci z niewielkim bdélem
podczas chodzenia, ustepujacym po spoczynku. Ruch zgiecia w stawie
biodrowym wynosi 60-80 stopni, chory za§ moze dosiggnaé reka swojej
stopy. Podczas dlugotrwatego chodzenia musi uzywaé laski, jednak na
krétkich dystansach moze utykajac chodzié bez laski. Sredni wiek w grupie
wynosit 61,4 £ 2,0 lat.

o Trzeci (3) stopien unieruchomienia (Sredni) - 17 pacjentow (10 kobiet;
7 mezczyzn). Do grupy tej zaliczono pacjentow, u ktorych bol jest

tolerowany  przy  ograniczeniu  aktywno$ci  fizycznej.  Zgigcie

34



MATERIAL

w stawie biodrowym zawieralo si¢ w granicach 40-60 stopni. Mogli oni

chodzi¢ przy pomocy jednej kuli przez okres krotszy niz jedna godzing, zas

chodzenie bez uzycia kul jest bardzo utrudnione. Sredni wiek w grupie

wynosit 70,5 + 1,4 lat.

o Drugi (2) stopien unieruchomienia (catkowity) 13 pacjentéw (8 kobiet;
5 mezczyzn). Kwalifikacja do  drugiego stopienia byl  bol
o charakterze ciaglym, nie pozwalajacy na aktywno$¢. Zgigcie
w stawie biodrowym jest mniejsze od 40 stopni, chodzenie jest mozliwe

tylko przy pomocy kul. Sredni wiek w grupie 69,1 + 2,8 lat.
Wszyscy badani byli poddani zabiegowi operacyjnemu alloplastyki stawu

biodrowego do ktorego byli klasyfikowani na podstawie badania klinicznego,

badan laboratoryjnych oraz obrazu radiologicznego stawu.
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1. Przygotowanie ekstraktu z miesnia.

Od o0s6b poddanych badaniu pobierano wycinki mig¢snia posladkowego
sredniego (gluteus medius) o masie 15-50 mg. Pobrang tkanke umieszczano
w lodzie i zamrazano w temperaturze —30°C, nastepnie przenoszono do
temperatury -70°C i przechowywano do czasu wykonywania oznaczef.

Przed przystapieniem do badan, tkanke wolno rozmrazano w temperaturze

pokojowej, oczyszczono z thuszczu, bton 1 $ciggien, wazono i homogenizowano

z 24 objetosciami srodowiska o sktadzie: 50 mM bufor potasowo-fosforanowy

pH 7,4, 0.1 mM BHT, 5 mM Na;EDTA, 154 mM KCL, 0,05% BSA.

Homogenizacje przeprowadzono w temperaturze 4°C przy pomocy

homogenizatora mechanicznego firmy Biospec Products. INC.

Otrzymany homogenat wirowano przy 600 x g przez 10 minut
w temperaturze 4°C. Supernatant znad osadu przechowywano w temperaturze
-70°C.

Material ten byt wykorzystywany do oznaczen aktywnosci enzymatycznych:

o dehydrogenazy mleczanowej (LDH), dehydrogenazy jablczanowej (MDH),
katalazy (CAT), dysmutazy ponadtlenkowe; (SOD) oraz oksydazy
cytochromowej (COX);

o produktéw peroksydacji lipidéw 1 biatek: stezenia grup sulfhydrylowych
(grup SH) oraz stezenia dialdehydu malonowego (MDA);

o zawarto$ci biatka catkowitego.

Uzyskane wyniki przeliczano na gram mokrej masy tkanki.
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2. Oznaczenie ilosci biatka.

Biatko oznaczano, metoda Lowrego, a ilo§¢ biatka odczytywano
z krzywej wzorcowej z uzyciem roztworéw standardowych albuminy wotowe;j
(BSA) (Lowry et al. 1951).

Stezenie biatka wyrazono w miligramach na gram mokrej masy mig$nia.

Tabela 2. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na poziom biatka
catkowitego w bioptatach miesnia biodrowego.

Stopien BIALKO
unieruchomienia

mg/g mokrej tkanki

Kontrola 37,9+1;3
(ztamania) (n=11)

0 (i 35,410
IV® (mierny) (n=25)

II° ($redni) 39,924
(n=17)

o : 36,4 1,1
II° (catkowity) P

Uzyskane wyniki wskazuja na brak znaczacych roéznic w zawartosci biatka
w probach w przeliczeniu na mokra mas¢ migs$nia. Na tej podstawie przyjgto,

ze wszystkie prezentowane w pracy wyniki przeliczano na mokra mas¢ mig$nia.
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3. Oznaczanie aktywnosci enzymatycznych.

Wszystkie aktywnos$ci enzymatyczne oznaczano na spektrofotometrze
Cecil Super Aquarius CE 9200 z czteropozycyjnym trzymaczem kuwet,
z ciagla rejestracja zmian absorbancji, w kuwetach o d = lem 1 w objgtosci
koncowej 1000ul. Oznaczen aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH),
dehydrogenazy jabtczanowej (MDH) oraz katalazy dokonywano w temperaturze
25°C, oksydazy cytochromowej (COX) w 37°C, a dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) w 30°C

Stezenia wszystkich odczynnikow uzywanych do oznaczania aktywnos$ci
enzymatycznych podane sa jako st¢zenia koncowe w prébach.
Przyjeto ze molowy wspodlczynnik absorbancji dla NADH przy 340 nm wynosi
6.22 mM' x cm’(Schatz 1967), dla cytochromu ¢ przy 550 nm.,
29,5 mM™ x cm™ (van Gelder and Slater 1962), oraz dla katalazy 0,0394 mM™ x
cm” przy dhugosci fali 240 nm. (Aebi H. 1984).

3.1 Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
[E.C.1.1.1.27]

Aktywno$¢ oznaczano zmodyfikowana metoda (Leger and Taylor 1982).

pirogronian + NADH + H" b, mleczan + NAD"

Do kuwety dodawano kolejno srodowisko zawierajace: S0mM bufor potasowo-
fosforanowy pH 7.4, ImM EDTANa;, 100 uM NADH oraz 10-25 pul
supernatantu. Pomiar rozpoczynano dodaniem 0,3 mM (LDHj3) lub 2,1 mM
pirogronianu sodu (LDH, ;). Aktywno$§¢ LDH wyznaczano z liniowego odcinka
spadku absorbancji pomiedzy 15 sekunda a druga minuta i 15 sekunda przy
dtugosci fali 340 nm.
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AA .
Aktywnos$¢ LDH = pumole NADH na minutg na gram

6,22 x m.tk  mokrej masy mig$nia

gdzie AA — $redni spadek absorbancji w ciagu jednej minuty.
m.tk —mokra masa mig§nia w gramach w przeliczeniu na objetos¢ dodawanego
supernatantu.
Przyblizona aktywnos$¢ catkowitej LDH oraz aktywno$¢ izoenzymow
migsniowej (M-LDH) oraz sercowej (H-LDH) wyliczano z rownan.
M-LDH = LDH,, - 0,80 H-LDH
H-LDH = LDHj;- 0,77 M-LDH

MiH
Calkowita LDH = M-LDH + H-LDH

Aktywno$ci LDH wyrazono w mikromolach NADH na minutg na gram mokre;j

masy mig$nia (U/g m.tk).

3.2 Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy jabiczanowej (MDH)
[EC.1.1.1.37].

Aktywnos¢ dehydrogenazy jabtczanowej oznaczano metoda wg (Schantz 1986).

MDH
szczawiooctan' + NADH+H" ———® L-jablczan” + NAD"

Do kuwety dodawano $rodowisko zawierajace: S0mM bufor Tris-HCL pH 7,6,
SmM Na;EDTA, 225 uM NADH oraz 10 ul supernatantu.

Pomiar rozpoczynano dodaniem 200 uM szczawiooctanu sodowego.

Aktywno$¢ calkowita tMDH wyznaczano z liniowego odcinka spadku
absorbancji pomigdzy 15 sekunda a druga minuta i 15 sekunda przy dlugosci fali
340 nm.
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AA :
Aktywnos$¢ tMDH = umole NADH na minutg na gram

6,22 xm.tk  mokrej masy mieénia

gdzie AA — $redni spadek absorbancji w ciagu jednej minuty.

m.tk — mokra masa mig$nia w gramach w przeliczeniu na obj¢to$¢ dodawanego
supernatantu.

Aktywno$¢ dehydrogenazy jablczanowej (MDH) wyrazono w mikromolach

NADH na min na gram mokrej masy migsnia (U/g m.tk).

Oznaczenia aktywno$ci izoenzymu mitochondrialnego (mMDH) dokonano po

inaktywacji izoenzymu cytoplazmatycznego. Do jednej objetosci supernatantu

dodawano taka sama objetos¢ 96% etanolu i inkubowano w temperaturze

pokojowej przez trzy 1 poét minuty. Pomiar rozpoczynano dodaniem

zinaktywnego supernatantu i oznaczono w sposob opisany dla tMDH.

Aktywno$¢ cytozolowej MDH (cMDH) wyliczano z réznicy pomiarow

catkowitej aktywnosci MDH z aktywno$cia izoenzymu mitochondrialnego.

¢cMDH = tMDH - mMDH.

3.3. Oznaczanie aktywnosci oksydazy cytochromu ¢ (COX) [EC 1.9.31].

Aktywno$¢ oksydazy cytochromowej oznaczano metoda wg (Wharton and
Tzagoloff 1967).

COX
4cytc(zred)+4H +0, — ® 4cytc (utl) +2H,0

Do kuwety dodawano kolejno srodowisko zawierajace: 10 mM bufor potasowo-
fosforanowy pH 7,0 oraz 20 ul zredukowanego cytochromu c¢. Pomiar
rozpoczynano dodaniem 10 pl supernatantu rozcienczonego z 9 objetosciami
buforu potasowo-fosforanowego.

Przygotowanie roztworu zredukowanego cytochromu c.
81,5 mg cytochromu c, rozpuszczono w 5 ml 10 mM buforu potasowo-
fosforanowego, po dodaniu 2,5 mg kwasu askorbinowego inkubowano przez

pie¢ minut w temperaturze pokojowe; — do catkowitego zredukowania
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cytochromu c. Calo$¢ dializowano trzykrotnie zmieniajac ten sam bufor przez
24 godziny w temperaturze 4° C. Po dializie roztwor cytochromu ¢ przeniesiono
do pojemnika i uzupeliono do objgtosci koncowej 6,25 ml. Przechowywano

w temperaturze —70°.

Aktywno$¢ oksydazy cytochromowej (COX) wyznaczano z liniowego odcinka
spadku absorbancji pomiedzy 15 sekunda a druga minuta i 15 sekunda przy
dtugosci fali 550 nm.

AA

Aktywno$¢ COX = umole zredukowanego cytochromu c
29,5xm.tk  na minute na gram mokrej masy mie$nia

Gdzie AA — $redni spadek absorbancji w ciaggu jednej minuty.

m.tk —-mokra masa migénia w gramach w przeliczeniu na obj¢tos¢ dodawanego
supernatantu.

Aktywno$¢ oksydazy cytochromu c¢ (COX) wyrazono w umolach

zredukowanego cytochromu ¢ na minut¢ na gram mokrej masy mig$nia

(U/g. m. tk.).

3.4. Oznaczanie aktywnosci katalazy (CAT) [EC 1.11.1.6].

Aktywno$¢ tego enzymu oznaczano metoda (Aebi H. 1984) w kuwetach

kwarcowych.

CAT
2H202 - 2H20 + 02

Do kuwety dodawano s$rodowisko zawierajace: 50mM buforu potasowo-
fosforanowego pH 7,4, ImM EDTA 1 0,05% Triton X-100.

Pomiar rozpoczynano dodaniem 25 pl supernatantu i 10 mM H,0,.

Aktywnos¢ CAT wyznaczano z liniowego odcinka spadku absorbancji

pomigdzy 15 sekunda a druga minuta i 15 sekunda przy dlugosci fali 240nm.
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AA .
Aktywnos$¢ CAT = umole H,0O, na minutg na gram

0,0394 x m.tk mokrej masy migénia

gdzie AA — §redni spadek absorbancji w ciagu jednej minuty.

m.tk —-mokra masa mig$nia w gramach w przeliczeniu na obj¢tos¢ dodawanego
supernatantu.

Aktywno$¢ katalazy (CAT) wyrazono w mikromolach H,O, na minute na gram

mokrej masy migsnia.

3.5. Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
[EC 1.15.1.1].

Aktywnos$¢ tego enzymu oznaczano metoda (Flohe and Otting 1984).

XOD
ksantyna + O, + H,O —» kwas moczowy + O, + H

cytochrom c (utl) + O,7 — cytochrom c (zred) + O,

20, +20" 290§ H,0,+0,

W metodzie tej zrdédtem anionu ponadtlenkowego jest reakcja oksydazy
ksantynowej, a reakcja wskaznikowa redukcja cytochromu ¢, ktérego
absorbancje mozna odczyta¢ przy diugosci fali 550nm. Dodanie dysmutazy,
ktora w swojej reakcji rowniez wykorzystuje anion ponadtlenkowy, ogranicza
szybko$¢ redukcji cytochromu c. Wielko§¢ tego zmniejszenia jest
proporcjonalne do aktywnos$ci dodanej dysmutazy. Warunkiem wykonania
oznaczenia jest ustalenie warunkéw reakcji wskaznikowej. W pracy jest ona
okreslona na jaka ilo$§¢ dodanej oksydazy ksantynowej, ktora pociaga za soba
zmiang absorbancji 0 0,026 £ 0,002 przy dtugosci fali 550nm.

Oznaczenia wykonywano w kuwetach do ktéorych dodawano s$rodowisko

zawierajace: 950 pl buforu do oznaczania SOD o sktadzie: 50 uM ksantyna,
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20 uM cytochrom ¢, 50 mM bufor potasowo-fosforanowy pH 7,8 i 0,1 mM
EDTANa; oraz 30 pl supernatantu. Pomiar rozpoczynano dodaniem 20 pl
roztworu oksydazy ksantynowej i prowadzono w temperaturze 30°C. Aktywnosé
SOD wyznaczano z liniowego odczytu zmian absorbancji pomi¢dzy 15 sekunda
a druga minuta i 15 sekunda przy dlugosci fali 550 nm.

Aktywnos¢ SOD definiuje si¢ jako ilos¢ enzymu, ktora powoduje zahamowanie

redukcji cytochromu ¢ w ciagu minuty o 50% 1 byta obliczana ze wzoru:

0,026 - AA : : L
Aktywnos¢ SOD = jednostki na gram mokrej masy migsnia
0,013 x m.tk

Gdzie AA — $redni spadek absorbancji w ciagu 1 min.

m.tk — mokra masa migsnia w gramach w przeliczeniu na objetos¢ dodawanego
supernatantu.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) wyrazono w jednostkach na gram

mokrej masy mig$nia.

Aktywno$¢ mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowe; MnSOD (mSOD)

wyznaczano tak jak w przypadku calkowitej aktywnosci tSOD dodajac do

srodowiska inhibitor izoenzymu cytozolowego (CuZnSOD), 2 mM KCN.

Aktywnos¢ cytozolowej dysmutazy CuZnSOD (cSOD) obliczono ze wzoru:

Aktywnos¢ ¢SOD = tSOD — mSOD
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4. Oznaczanie produktow peroksydacji biatek i lipidow:

4.1. Oznaczanie stezenia grup sufhydrylowych (grup SH).

Stezenie grup SH oznaczano metoda spektrofotometryczna (Rice-Evans et al. 1991).
Kazde badanie wykonywano podwdjnie wraz z indywidualng proba S$lepa.
Stezenia zredukowanych grup sulthydrylowych odczytywano z krzywej
kalibracyjnej roztwordéw standardowych zredukowanego glutationu.

Do probowek dodawano kolejno 150 pl supernatantu lub wzorca
zredukowanego glutationu, 150 ul 10 mM buforu sodowo-fosforanowego pH
8,0, 300 ul 10% SDS, doktadnie wymieszano 1 uzupeliono dodaniem 2400 pl
tego samego buforu. Do prob dodawano 300 ul buforu (proba Slepa), lub 300 pl
63 mM DTNB-(proba badana lub wzorzec), a nastgpnie inkubowano przez jedna
godzing w temperaturze 37°C w lazni wodnej z wytrzasaniem. Absorbancije
odczytywano w kuwetach o d = 1 cm przy dlugosci fali 412 nm. Podstawa
wyliczenia zawarto$ci grup SH w probie jest réznica absorbancji proby badane;j
po odjgciu odpowiadajacej jej wartosci otrzymanej dla proby Slepe;.

Stezenie grup sulthydrylowych wyliczano z jednoczesnym wykonaniem
krzywej kalibracyjnej 1 wyrazono w pumolach grup SH na gram mokrej masy

mi¢snia.
4.2. Oznaczanie stezenia dialdehydu malonowego (MDA).

Stezenie MDA  mierzono  spektrofotometrycznie = wykorzystujac
komercyjny zestaw odczynnikow LPO-586 (OxisResearch, Portland, USA).

Do badan uzywano supernatantu przechowywanego w —70° C. Do
probowek dodawano 600 pl supernatantu (proba badana), wody (proba Slepa),
lub standardu S2 (10 mM (1,1,3,3-tetrametoksy-propan w 20 mM buforu
tris/HCI pH. 7.4) oraz 1950 ul odczynnika R1 (10,3 mM N-metylo-2-fenylindol)
rozpuszczony w mieszaninie trzech objetosci acetonitrilu i1 jednej objetosci

metanolu) 1 mieszano przez okolo pie¢ sekund. Po dodaniu 450 pl
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12 M HCI i1 ponownym wymieszaniu proby inkubowano przez jedna godzing
w lazni wodnej z wytrzasaniem w temperaturze 45°C. Probki schladzano
w lodzie przez okoto dwie minuty, wirowano przy 4,500 x g przez 10 minut.
Absorbancje supernatantu odczytywano przy diugosci fali 586 nm w kuwecie
o d =1 cm wzgledem proby Slepe;.

Stezenie MDA wyznaczano z odczytu absorbancji prob z krzywe;j

wzorcowej 1 wyrazano w nanomolach MDA na gram mokrej masy mig$nia.

5. Metody statystyczne.
Do oceny wynikow wykorzystano parametryczny test t-Studenta, lub testy

nieparametryczne Wilkoxona (sparowany) oraz Mann-Whitneya

(niesparowany).
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1. Aktywnosci enzymoéw generujacych NAD(P)H.

Aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej, enzymu z przemian glikolitycznych,
generujacego NAD(P)H jest podobna u oso6b ze zlamaniami 1 pacjentow
z miernym stopniem unieruchomienia. Natomiast w grupie ze S$rednim
1 calkowitym stopniem unieruchomienia aktywno$¢ tego enzymu ma tendencj¢
malejaca 1 jest to przypuszczalnie wynikiem spadku aktywnos$ci izoenzymu M
(Ryc. 8). Obserwowane obnizenie aktywnosci LDH wydaje si¢ by¢ tez zwiazane
z plcia pacjentéw, jest bowiem wyraznie zaznaczony U mMEZCZyZn przy
niewielkich roznicach w aktywnosci tego enzymu u kobiet (Ryc. 9).

Tabela 3. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na catkowite

aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i jablczanowej (MDH)
w bioptatach migs$nia biodrowego.

Stopien LDH MDH
unieruchomienia

(umole NADH/min./g mokrej tkanki)

Kontrola 48,9 +9,2 97,4 +10,0

(ztamania) (n=7) (n=10)
IV° (mierny) 49,2 +56 110,6 x 7,3 #

(n=20) (n= 25)

e (éredni) 42,2 31 11586 #
(n=16) (n=17)

II° (catkowity) 42,8 £58 88,4 £7,0
(n=12) (n=13)

#p < 0,05 vs stopien 11

Zwraca uwage fakt, ze aktywno$§¢ LDH w grupie kontrolnej 1 u osob
z czwartym stopniem unieruchomienia jest wyraznie wyzsza u mgzczyzn anizeli
u kobiet. Dopiero dlugotrwate i postepujace unieruchomienie prowadzi do

obnizenia aktywno$ci tego enzymu do poziomu podobnego u obu pici.
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Rycina 8. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na catkowite
aktywnosci izoenzymu miesniowego (A) i sercowego (B)
dehydrogenazy mleczanowej w bioptatach miesnia biodrowego.
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Rycina 9. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na catkowite
aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej w bioptatach miesnia
biodrowego w zaleznosci od pici badanych pacjentéw.
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Najwyzsza aktywnos$¢ dehydrogenazy jablczanowej (Tab. 3) obserwuje
si¢ u pacjentéw z miernym (IV) 1 §rednim (III) stopniem unieruchomienia 1 nie
jest ona znaczaco wyzsza w poréwnaniu do wartosci kontrolnych. Calkowite
unieruchomienie (stopien II) pociaga za soba wyrazny, bo ponad 20% spadek
aktywno$ci w odniesieniu do warto$ci najwyzszych 1 nieco nizszy od wartos$ci
obserwowanych w grupie kontrolnej. Obserwowane zjawisko zdaje si¢ wynikac
tyko ze zmian (Rycina 10A) w aktywno$ci izoenzymu cytoplazmatycznego,
ktorego aktywnos¢ u osob unieruchomionych w stopniu Il jest mniejsza az o ok.
30% w porownaniu z IV 1 III stopniem (53,2 £ 5,3 vs odpowiednio 72,7 + 5,7
1 76,0 £ 7,4 umoli NADH/min/g mokrej tkanki; p<0,05). Nie obserwuje si¢
natomiast istotnych roznic w aktywnosciach dehydrogenazy jablczanowe;j
pomigdzy kobietami i mezczyznami (Ryc. 11.)

Rycina 10. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na aktywnosci
izoenzymu cytoplazmatycznego (A) i mitochondrialnego (B)
dehydrogenazy jabtczanowej w bioptatach miesnia biodrowego.
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Rycina 11. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na aktywnosci
izoenzymu cytoplazmatycznego dehydrogenazy jablczanowej
w bioptatach miesnia biodrowego w zaleznosci od pici badanych
pacjentow.
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2. Aktywnosci enzymoéw metabolizmu wolnych rodnikéw tlenowych.

Aktywno$¢ oksydazy cytochromowej, gtownego mitochondrialnego
enzymu, ktorego aktywnos¢ moze mie¢ zwiazek z generowaniem rodnika
ponadtlenkowego wzrasta wraz ze stopniem unieruchomienia (Tab. 4 ). U os6b
ze $rednim stopniem unieruchomienia jest o 29% wyzsza anizeli w kontroli.
Natomiast u 0séb o catkowitym unieruchomieniu obserwuje si¢ gwaltowny bo
37% spadek aktywnosci tego enzymu w poréwnaniu do wynikoéw
obserwowanych u o0sob z grupy I11.

Podobne zmiany obserwuje si¢ w odniesieniu do katalazy. Aktywnos$¢
tego enzymu wzrasta wraz ze wzrostem unieruchomienia, 1 w grupie osob z III
stopniem unieruchomienia osiaga warto$¢ o 41% wyzsza od oznaczanych
w kontroli (Tab. 4). Pelne unieruchomienie przywraca jednak aktywno$¢
katalazy do poziomu obserwowanego w kontroli. Nie wykazano tez zadnych
istotnych réznic w aktywnosciach obu tych enzymdéw pomigdzy kobietami

1 mezczyznami (Ryc. 12, 13).
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Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na catkowite
aktywnosci  oksydazy cytochromu C (COX), dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) oraz katalazy (CAT) w bioptatach migsnia
biodrowego.

Stopien COX SOD CAT

unieruchomienia

umole/min/g mokrej tk |  jednostki/lg mokrej tk | umole/min/g mokrej tk

Kontrola 0,71 £ 0,11 531 +31 321 +39

(ztamania) (n=10) (n=10) (n=11)
IV° (mierny) 0,82+0,10# | 670 x26*4 | 428 +40*
(n=12) (n=11) (n=25)

I° ($redni) | 0:922014# | 589251 | 54671

(n=10) (n=9) (n=17)

II° (catkowity) 0,57 0,07 533 +29 358 +35

(n=11) (n=10) (n=14)

*p<0,05, ** p<0,01 vs kontrola
#p < 0,05, ## p< 0,01 vs stopien II

Rycina 12.

Aktywnosé COX

Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na aktywnosci
oksydazy cytochromu c¢ w bioptatach miesnia biodrowego
w zaleznosci od pici badanych pacjentow.
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Rycina 13. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na aktywnosci
katalazy w bioptatach miesnia biodrowego w zaleznosci od pici
badanych pacjentow.
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Znacznie mniej wyraznie zaznaczone zmiany obserwuje si¢ w odniesieniu
do aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Sa one najwyzsze u 0sob
Z miernym stopniem unieruchomienia, a w grupie o II stopniu unieruchomienia
aktywno$¢ powraca do warto$ci oznaczanych w grupie kontrolnej. W przypadku
tego enzymu obserwuje si¢ natomiast wyrazne roéznice w aktywnosci
1zoenzymow, cytoplazmatycznego 1 mitochondrialnego w zaleznos$ci od stopnia
unieruchomienia stawu biodrowego (Ryc. 14). W poréwnaniu do kontroli
aktywno$¢ dysmutazy mitochondrialnej (Ryc. 14B.) jest wyraznie, bo ponad
20% wyzsza we wszystkich badanych grupach pacjentow. Natomiast aktywno$¢
1izoenzymu cytoplazmatycznego (Ryc. 14A) jest nieco wyzsza jedynie w grupie
0sOb z miernym stopniem unieruchomienia po czym gwattownie maleje bo az
0 28% 1 39%, odpowiednio w grupie z III i II stopniem unieruchomienia. Nie
wydaje si¢ aby na dynamike¢ zmian aktywnosci tego enzymu miata wptyw plec

badanych o0sob, kierunek zmian jest podobny u kobiet i mg¢zczyzn.
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Rycina 14. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na aktywnosci

izoenzymu cytoplazmatycznego (A) i

mitochondrialnego (B)

dysmutazy ponadtlenkowej w bioptatach miesnia biodrowego.
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3. Wpftyw reaktywnych form tlenu na biatka i lipidy w miesniach
unieruchomionych.

Efekty dzialania ROS na struktury komérkowe mig$nia oceniano poprzez

pomiar stgzenia wolnych grup SH oraz malonowego dialdehydu (MDA)

(Tab. 5). Wskazniki te pozwalaja na posrednia oceng stopnia uszkodzenia

odpowiednio biatek i lipidéw. W pordéwnaniu do kontroli (Ryc. 15) obserwuje

si¢ stopniowy ubytek wolnych grup SH szczegdlnie widoczny w grupie

pacjentow catkowicie unieruchomionych. Natomiast stezenie dialdehydu
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malonowego w migs$niach wyraznie wzrasta w grupie IV i III, odpowiednio
0 42% 1 39% w stosunku do kontroli. Catkowite unieruchomienie niemal
przywraca wartos¢ tego wskaznika do obserwowanych w grupie kontrolne;.

Tabela 5. Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na zawartos¢
grup SH oraz malonowego dialdehydu (MDA) w bioptatach mie$nia

biodrowego.
Stopien Grupy SH MDA
unieruchomienia (1mole./g mokrej tkanki) (nmole./g mokrej tkanki)
Kontrola 4,53 0,26 24,7 +2,4
(ztamania) (n=11) (n=10)
. 4,08 + 0,26 35,1 +2,3*
IV® (mierny) (n=21) (n=21)
, . 3,94 +0,30 34,3 +3,3*
II° ($redni) (n=12) (n=13)
. 3,55 +0,29* 28,2 +1,6
11° (catkowity) (n:7) (n=;)

*p <0,05, ** p<0,01 vs kontrola

Wzgledne, w odniesieniu do kontroli zmiany w st¢zeniu obu wskaznikdéw
daja mozliwo$¢ bardziej cato$ciowej oceny stopnia uszkodzenia komorek. Suma
wzglednego przyrostu MDA wraz z ubytkiem grup SH (Ryc. 16) jest najwyzszy
u oséb z miernym stopniem unieruchomienia (IV) 1 maleje wraz
z ograniczeniem ruchomosci. Efekt ten wydaje si¢ by¢ zalezny od pici badanych
pacjentdw 1 jest wyrazniej zaznaczony u kobiet. Wskaznik sumy uszkodzen
w stopniu IV unieruchomienia jest znaczaco wyzszy u kobiet anizeli
u mezcezyzn (odpowiednio 74 = 20 % vs 32 £ 11, p<0,05). Roznice te u kobiet
wydaja si¢ by¢ gtownie zwiazane z ubytkiem grup SH (dane nie przedstawione).
Ponizsze wyniki sugeruja, 1z dochodzi do uszkodzenia bialek szczegolnie
u kobiet, natomiast, niezalezne od ptci wydaja si¢ uszkodzenia bton lipidowo-

biatkowych.
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Rycina 15.

Rycina 16.

Z [ubytek grup SH + przyrost MDA] (% kontroli)

Stezenie grup SH lub MDA (% kontrof)

WYNIKI

Wplyw stopnia unieruchomienia stawu biodrowego na wzgledne
zmiany stezen grup SH i dialdehydu malonowego w bioptatach
miesnia biodrowego.
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NAJWAZNIEJSZE OBSERWACJE

Ograniczenie ruchomos$ci stawow u mezczyzn prowadzi do przyrostu
aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH), podczas gdy efektu tego
nie obserwuje si¢ u kobiet. Wraz ze wzrostem stopnia ograniczenia
ruchomosci aktywnos¢ LDH wraca do poziomu obserwowanego u kobiet.
Unieruchomienie stopnia miernego (IV) i sredniego (III) prowadzi do
wzrostu aktywnos$ci dehydrogenazy jablczanowej (MDH) w mig$niach.
Pelne unieruchomienie przywraca aktywnos$¢ tego enzymu do wartosci
obserwowanych w grupie kontrolne;j.

Zmiany aktywno$ci MDH wydaja si¢ by¢ zwigzane tylko ze zmianami
aktywnosci cytoplazmatycznej formy MDH.

Mierny (IV) 1 $redni (III) stopien unieruchomienia prowadzi do
znaczacego wzrostu aktywnosci oksydazy cytochromu ¢ (COX) 1 katalazy
(CAT). Pelne unieruchomienie przywraca aktywno$¢ tych enzyméw do
warto$ci obserwowanych w kontroli.

Czesciowe unieruchomienie prowadzi do wzglednego przyrostu
aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Aktywnos¢ SOD jest
najwyzsza u oséb z miernym (I'V) stopniem unieruchomienia.

Niezaleznie od stopnia unieruchomienia obserwuje si¢ podwyzszone
wzgledne aktywno$ci izoenzymu mitochondrialnego MnSOD, podczas
gdy aktywno$¢ cytozolowego CuZnSOD maleje u oso6b z catkowitym
unieruchomieniem do poziomu kontrolnego.

Wraz ze wzrostem unieruchomienia obserwuje si¢ znaczacy spadek
stgzenia grup SH, wyrazniej zaznaczony u kobiet anizeli u megzczyzn.
Unieruchomienie powoduje wzrost stezenia dialdehydu malonowego
(MDA), szczeg6lnie widoczny u pacjentow z miernym (IV) i1 $rednim

(IIT) stopniem unieruchomienia.
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W przeprowadzonych badaniach mozna wyodrebni¢ trzy podstawowe
etapy metabolizmu aktywnych form tlenu. Pierwsza grupe stanowia enzymy,
ktorych produkty sa jednocze$nie substratami dla enzymow generujacych
reaktywne formy tlenu. W pracy reprezentantem tych enzyméw jest
dehydrogenaza mleczanowa LDH oraz dehydrogenaza jablczanowa MDH.
Obie moga dostarcza¢ NAD(P)H, bedacego substratem w reakcji katalizowane;j
przez oksydazg NAD(P)H, jednego z kluczowych enzymow wytwarzajacych
anionorodnik ponadtlenkowy (Griendling ef al. 2000). Enzymy bezposredniego
metabolizmu ROS stanowia druga grupe. Do grupy tej mozna zaliczy¢ badana
w pracy oksydaze cytochromowa, bedaca koncowym ogniwem procesu
wytwarzania anionu ponadtlenkowego w mitochondriach oraz dysmutaze
ponadtlenkowa 1 katalaze, odgrywajacych kluczowa role¢ w metabolizmie
1 neutralizacji reaktywnych form tlenu. Trzecia grupe obserwacji stanowia
efekty oddziatywania ROS na tkanki, w ktérych dochodzi do uszkodzenia biatek
komoérkowych, materialu genetycznego oraz bton lipidowo-biatkowych. Etap
ten byl reprezentowany w pracy przez pomiar produktéw peroksydacji
komoérkowych lipidow, dialdehydu malonowego (MDA) oraz st¢zenie grup
SH, odzwierciedlajacych stopien uszkodzenia biatek.

Jednym z najczgéciej obserwowanych skutkéw unieruchomienia
w migsniu szkieletowym jest wzrost aktywnosci przemian beztlenowych.
Mogloby to sugerowac, ze wzrasta rowniez wytwarzanie NAD(P)H w reakcji
katalizowanej przez enzym dehydrogenaze mleczanowa. W dostepnym
piSmiennictwie mozemy spotka¢ bardzo zrdznicowane doniesienia dotyczace
aktywno$ci tego enzymu. Moga mie¢ one swoje przyczyny w aktywnosci
fizycznej 1 wieku badanych osob (Larsson et al. 1978; Orlander et al. 1978),

sposobie 1 rodzaju pobierania materiatu biologicznego oraz w warunkach
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wykonania samego oznaczenia (temperatura, skiad $rodowiska) (Aniansson et al. 1986).
Jednakze wigkszo$¢ publikowanych wynikéw oznaczen aktywnosci catkowitego
LDH w migéniach zawiera si¢ pomiedzy 30-60 pmoli/min./gram tkanki
1 pokrywa si¢ z wartoSciami uzyskanymi w prezentowanej pracy (Tab. 3).
Aktywnos$ci tego enzymu maleja wraz ze stopniem ograniczenia ruchomosci
w stawie, szczegOlnie widoczne u mezczyzn (Ryc. 9). Efekt ten nie jest
zwigzany z wiekiem jako, ze $redni wiek pacjentow we wszystkich badanych
grupach byl bardzo do siebie zblizony (Tab.-apendix). Podobnie spadek
aktywnosci LDH w mig$niu szkieletowym obserwuje si¢ u pacjentdw
unieruchomionych opatrunkiem gipsowym po przeprowadzonym leczeniu
operacyjnym. Do spadku aktywnosci tego enzymu dochodzi rowniez u zwierzat,
ktore podwieszano przez okres 3-5 tygodni (Ohira ef al. 2002; Simard ef al. 1985b).
Autorzy tych prac zjawisko to interpretuja jednak jako wynik niezalezny od
zjawiska transformacji wilokien migsniowych, gdyz stopien obnizenia
aktywnosci LDH jest rownolegly do spadku w stezeniu biatka.

By¢ moze przyczyna zwigkszenia aktywnos$ci LDH u megzczyzn jest,
wigksza anizeli u kobiet aktywno$¢ fizyczna 1 zwiazana z tym wigksza
aktywno$¢ glikolityczna. Przeslanka wskazujaca na taka mozliwos$¢ jest
obserwacja, ze rdznic pomiedzy plciami nie zauwaza si¢ u pacjentow z pelnym
unieruchomieniem stawu biodrowego (Ryc. 9. grupa II). Taki wniosek mozna
tez wysnu¢ z obserwacji, ze u oso6b prowadzacych sedenteryjny tryb zycia
w réznych grupach wiekowych, obserwuje si¢ wzrost aktywnosci z wiekiem
innego enzymu przemiany glikolitycznej, kinazy pirogronianowej i efekt ten
wyrazniej zaznaczony jest u mgzczyzn niz u kobiet (Pastoris ef al. 2000).

Drugim enzymem, mogacym dostarcza¢ NAD(P)H, ktorego aktywnos¢
byla oznaczana to dehydrogenaza jablczanowa. Aktywno$¢ catkowita tego
enzymu w mig$niu jest ponad dwukrotnie wyzsza od LDH. W prowadzonych
badaniach zawieraja si¢ one pomiedzy 80 a 120 umole/min./gram tkanki.

Wyniki te mieszcza si¢ w zakresie wartosci obserwowanych 1 opisywanych
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w literaturze (Rosser and Hochachka 1993; Simoneau et al. 1985; Bouchard et al. 1986),
gdzie oznaczane wartosci wahaty si¢ od 20-230 pmoli na minut¢ na gram
tkanki. Przyczyna tak duzego zakresu aktywno$ci moze by¢, oprocz przyczyn
opisanych wczesniej dla LDH, bardziej zréznicowane rozmieszczenie tego
enzymu w komorce. W odrdznieniu od LDH aktywno$¢ MDH wystepuje nie
tylko w cytoplazmie, ale tez w mitochondriach 1 sa to dwie odmienne formy
enzymu.
Przedstawione w pracy wyniki wskazuja, ze czg¢§ciowe ograniczenie ruchomosci
stawow biodrowych (stopien IV 1 III) pociaga za soba wzrost aktywnosci
catkowitey MDH (Tab. 3) przy czym efekt ten zwiazany jest jedynie ze
zmianami formy cytoplazmatycznej enzymu. Nie wydaje si¢ tez by¢ zwiazany
z plcia. Obserwowany w mojej pracy kierunek zmian aktywnosci MDH jest
jednak odmienny od opisywanych wcze$niej na zwierzetach (Simard ef al. 1985a;
Simard et al. 1985b). Jednakze cytowane doswiadczenia byly prowadzone na
szczurach, ktore podwieszano 1 u ktorych badane migsnie odnerwiono, a wigc na
modelu catkowicie odmiennym do prezentowanego w pracy.

Wzrost aktywnosci cytoplazmatycznej formy MDH 1 zmiany aktywnoS$ci
LDH sugeruja, ze enzymy te moglyby by¢ waznym zZrdédtem NAD(P)H jako
prekursora wytwarzania aktywnych form tlenu. Warunkiem podstawowym tego
procesu jest obecno$¢ oksydazy NAD(P)H. Wysoka aktywno$¢ tego enzymu
stwierdza si¢ oczywiscie w komorkach fagocytarnych oraz §roédblonku naczyn
(Griendling et al. 2000), ale znaczace aktywno$ci wykazano rowniez w mig$niu
szkieletowym (Xia et al. 2003). Wystepuje on tam glownie w formie
cytoplazmatycznej enzymu, ktéry w wigkszym stopniu anizeli mitochondrialny
wydaje si¢ by¢ odpowiedzialny za wytwarzanie anionu ponadtlenkowego.
Powstaje zatem pytanie czy uzyskane wyniki pozwalaja oceni¢ udziat LDH
1 MDH w generowaniu cytoplazmatycznego NAD(P)H dla oksydazy tego
dinukleotydu, mogac w ten sposob modulowa¢ wytwarzanie reaktywnych form

tlenu w komorce. Efektem tego powinny by¢ zaré6wno zmiany w aktywnoS$ci
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enzymoOw generujacych wolne rodniki, enzymow je usuwajacych oraz
zroznicowane skutki oddziatywania reaktywnych form tlenu na tkanki. Na
istnienie takiego zaleznego od siebie ciagu zdarzen posrednio wskazywalyby
uzyskane w pracy wyniki badan. Pierwsza z tych zaleznos$ci pokazano na rycinie
17, na ktérej przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy suma cytoplazmatycznych
aktywnosci LDH i MDH (c-MDH), a suma cytoplazmatycznych aktywnos$ci
dysmutazy CuZnSOD 1 katalazy. Przyjeto przy tym, ze okoto 80% aktywnosci
tego ostatniego enzymu wystgpuje w cytoplazmie.

Rycina 17. Wspolzaleznos¢ pomiedzy sumg cytoplazmatycznych aktywnosci
dehydrogenaz LDH i MDH a sumg cytoplazmatycznych aktywnosci
dysmutazy SOD i katalazy.
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Wysoce znamienna zalezno$¢ pomig¢dzy badanymi parametrami pozwala
przypuszcza¢, ze unieruchomienie migsni zdaje si¢ indukowaé wytwarzanie
reaktywnych form tlenu, a istotng rol¢ w tym procesiec moze odgrywac
NAD(P)H generowany przez cytoplazmatyczne dehydrogenazy, mleczanowa
1 jablczanowa. Przedstawione wyniki nie pozwalaja jednak na oceng jak wielki
mogtby by¢ ilosciowy udziat oksydazy NAD(P)H w wytwarzaniu ROS. Nie
oznaczano bowiem w pracy aktywnosci zadnego z cytoplazmatycznych
enzymoéw odpowiedzialnych za wytwarzanie anionu ponadtlenkowego ani
wielko$ci jego produkcji. Jednakze, w doswiadczeniach przeprowadzanych na

zwierzetach, ktore poddano wptywowi réznorodnych form unieruchomienia
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wskazuja, ze w stanach tych dochodzi do wzrostu produkcji reaktywnych form
tlenu (Kondo et al. 1993a; Kondo et al. 1993b; Lawler et al. 2003), sugerujac,
ze jest to gtownie efekt zwigkszonej aktywnos$ci oksydazy ksantynowej. Autorzy
Ci wskazuja réwniez na wzrost aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych
w cytoplazmie komorki, giéwnie CuZnSOD.

Znacznie trudniej jest oceni¢ zdolno$ci mitochondriow do wytwarzania
reaktywnych form tlenu w komodrce. Oznaczana w pracy aktywno$¢ oksydazy
cytochromowej tylko posrednio odzwierciedla mozliwosci generowania ROS
w tancuchu oddechowym 1 nie obejmuje innych mozliwych Zrdédel, jak np.
oksydaza NAD(P)H. Trudno jest tez oceni¢ zdolno$ci mitochondriéw do
neutralizacji wolnych rodnikow. Wprawdzie w pracy oznaczano wzgledne
aktywnos$ci MnSOD, mitochondrialnej izoformy dysmutazy, to udziat drugiego
enzymu katalazy w tym procesie jest znacznie stabiej rozpoznany. Dane
literaturowe wskazuja, co najwyzej, na niewielki udzial w obronie
antyoksydacyjnej katalazy mitochondrialnej (Phung et al. 1994; Turrens 2003).
Przyjmujac jednak utomno$¢ tych informacji, przyjeto probe okreslenia
zalezno$ci pomigdzy wytwarzaniem ROS, ocenianym poprzez aktywno$¢
oksydazy cytochromowej, a suma aktywno$ci enzymdéw zuzywajacych wolne
rodniki: MnSOD powigkszona o 20% oznaczonych aktywnosci CAT (Ryc. 18).

Rycina 18. Wspoétzalezno$¢ pomiedzy aktywnoscia oksydazy cytochromu c
a suma mitochondrialnych aktywnosci dysmutazy SOD i katalazy.
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Zalezno$¢ ta wykazuje podobna tendencje dla warunkow obserwowanych
w cytoplazmie (Ryc.D1), nie wykazuje jednak zmian statystycznie
znamiennych. Uwage zwraca fakt, ze aktywno$¢ mitochondrialnych enzymow
neutralizujacych ROS jest wyraznie wyzsza u o0s6b dlugotrwale
unieruchomionych w poroéwnaniu do o0s6b ze zlamaniami, u ktérych
unieruchomienie migsni nie przekraczato kilku dni. Interpretacja tego zjawiska
moze by¢ dwojaka. Wzrost enzymow zuzywajacych ROS moze by¢ przejawem
zmian zachodzacych w mitochondriach w stanie atrofii migsni 1/lub jest
odpowiedzia na zwigkszona produkcj¢ ROS w tej organelli komorkowe;.

Na pierwsza mozliwos¢  wskazuja  wczesniejsze  obserwacje,
ze unieruchomienie prowadzi raczej do spadku aktywnosci COX oraz
ograniczenia tlenowych przemian mitochondrialnych (Connor and Hood 1998).
Jednakze w grupach przeze mnie badanych o0s6b o niepelnym unieruchomieniu
(stopien III 1 IV), obserwujemy wzrost aktywnosci oksydazy cytochromowe;.
Najprawdopodobniej jest to zwigzane z utrzymujaca si¢ aktywnos$cia migsni,
a tym samym z podejmowanym wysitkiem fizycznym, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do zwigkszonej produkcji anionorodnika ponadtlenkowego
w lancuchu oddechowym. Za druga mozliwoscia przemawiaja obserwacje,
ze niepetne unieruchomienie prowadzi do wzrostu aktywnosci enzymoéw obrony
antyoksydacyjnej (Tab.4). Efekt taki wystgpuje rowniez u zwierzat z jedna
konczyna unieruchomiona stosunkowo krotko, bo przez dwanascie dni (Kondo
et al. 1993b), lecz nie u zwierzat podwieszonych przez cztery tygodnie (Lawler
et al. 2003a). Nie mozna tez wykluczy¢ innej przyczyny, jaka jest obserwowany
w atrofii spadek zawartosci biatka w migsniu (Loughna ef al. 1986; Homberger et al. 2001,
Goldberg 1969). Nierownomierny ubytek roéznych biatek moze w efekcie
prowadzi¢ do pozornego wzrostu aktywnosci niektorych enzymow jako,
ze wyniki przeliczane sa badz na zawartos$¢ biatka, badZz na mokra wagg tkanki.

Przedstawiona ocena wskazuje, ze w wyniku czg$ciowego

unieruchomienia moze dochodzi¢ do wzrostu produkcji ROS, a w konsekwencji
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do wzrostu aktywnosci enzymoéw usuwajacych reaktywne formy tlenu.
Natomiast catkowite unieruchomienie najczesciej przywraca aktywnosci do
pozioméw zblizonych do wartosci kontrolnych. Przedstawione wyzej
wspotzalezno$ci wskazuja tez, ze zmiany w aktywnos$ci enzymow usuwajacych
wolne rodniki moga by¢ efektem zmian produkcji ROS. Enzymem, ktory
wydaje si¢ podstawowym w enzymatycznej linii obrony antyoksydacyjnej jest
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD). Jej przyblizona catkowita aktywnos$¢ wzrasta
szczegolnie w grupach z czg$ciowo zachowana funkcja w stawie w porOwnaniu
z grupa o calkowitym ograniczeniu ruchomosci, w ktérej migsnie
odpowiedzialne za czynny ruch w stawie wykazuja mniejsza aktywnos$c.
Podobne obserwacje odnosza tez si¢ do innego enzymu obrony
antyoksydacyjnej, do katalazy.

Zmiany aktywno$ci tych enzymdéw podobnie jak zmiany w ilosci
wytwarzanych ROS powinny mie¢ swoje ,przetozenie” w skutkach
oddzialywania wolnych rodnikéw na sktadniki komorkowe. W pracy staratem
si¢ okresli¢ czy unieruchomienie prowadzi, poprzez zwigkszona produkcje ROS
do uszkadzania lipidow 1 biatek komorkowych. Jezeli, jak to sugeruja wyniki tej
pracy zmiany aktywnos$ci enzymdéw neutralizujacych wolne rodniki
odzwierciedlaja ich produkcjg, to zmiany SOD 1 CAT powinny korelowaé ze
stopniem uszkodzenia biatek 1 lipidow. Taki przewidywany efekt jest wyraznie
widoczny w odniesieniu do lipidow, gdzie wzrostowi aktywnosci SOD
1 katalazy towarzyszy wzrost stgzenia MDA (Ryc. 19A), wskazujac w ten
sposob na prawdopodobienstwo zwigkszenia uszkodzenia struktur lipidowych
komorki.

Catkowicie jednak inaczej prezentuja si¢ podobne zalezno$ci
w odniesieniu do bialek komoérkowych. Wraz ze wzrostem aktywnos$ci
enzyméw antyoksydacyjnych maleje stopien uszkodzenia biatek, uwidoczniony
w wynikach pracy wyraznym ograniczeniem spadku stezenia grup SH

(Ryc. 19B).
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Rycina 19. Wspéizaleznos¢ pomiedzy sumag wzglednych zmian aktywnosci
catkowitych dysmutazy SOD i katalazy a wzglednym przyrostem
stezenia aldehydu malonowego (A) lub wzglednym ubytkiem

stezen grup SH (B).
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Poczynione @~ w  pracy  obserwacje  wskazuja  jednocze$nie,
ze unieruchomienie prowadzi do wzrostu uszkodzenia zaréwno bialek jak
1 lipidow (Tab. 5), potwierdzajac przypuszczenie, ze w tej sytuacji dochodzi do
wzrostu produkcji ROS. Powiazanie tych obu obserwacji sugeruje, ze istnieja
odmienno$ci w mechanizmach neutralizujacych ROS w mig$niu w odniesieniu
do biatek 1 do lipidow. Najwigksze uszkodzenie lipidow i jednocze$nie wzrost
aktywnos$ci antyoksydantow uwidacznia si¢ najbardziej u ludzi z czg$ciowo
zachowana ruchomoscia migsni. Natomiast najwigkszy stopien uszkodzenia
biatek widoczny jest w sytuacji petnego unieruchomienia (II), a wigc w sytuacji
gdy aktywno$¢ dysmutazy i katalazy u badanych pacjentow jest najnizsza.
Prowadzi to do wniosku ze, struktura bialek komorek migsniowych wydaje sig
by¢ bardziej efektywniej anizeli struktury lipidowe chroniona przed
destrukcyjnym dziataniem ROS. Wydaje si¢ tez, ze zjawisko to moze by¢ $cisle

zwiazane z zmianami aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych.
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1. Czgséciowe ograniczenie ruchomosci w stawie biodrowym prowadzi do
wzrostu aktywno$ci w migsniu szkieletowym zaro6wno enzymow
generujacych jak 1 usuwajacych aktywne formy tlenu. Zmiany te zanikaja

w migs$niach catkowicie unieruchomionych.

2. W czesciowo unieruchomionych migéniach przypuszczalnie dochodzi do

wytwarzania zwigkszonych ilosci aktywnych form tlenu.

3. Unieruchomienie mig$nia prowadzi do uszkodzenia jego struktur
biatkowych 1 lipidowych przy czym stopien uszkodzenia wydaje si¢
wynika¢ z  jednoczesnych zmian w  aktywno$ci enzymoéw
odpowiedzialnych za  wytwarzanie ROS oraz enzymow je

neutralizujacych.
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Jedna z najbardziej rozpowszechnionych chorob prowadzaca do
ograniczenia funkcji lokomocyjnych jest choroba zwyrodnieniowa stawow
biodrowych. Jej etiologia jest bardzo ztozona, poczawszy od zmian
spowodowanych zbyt duzymi obciazeniami, poprzez wpltyw wieku, a na
czynnikach genetycznych skonczywszy. W konsekwencji dochodzi do
ograniczenia ruchomosci objgtych procesem chorobowym stawow co prowadzi
do zmian w metabolizmie mig$nia funkcjonalnie z tym stawem zwiazanego.
Jedna z konsekwencji tego stanu moze by¢ zaburzenie przemian zwiazanych
z produkcja 1 obrong przed reaktywnymi formami tlenu.

Celem pracy byto zbadanie czy ograniczenie ruchomos$ci spowodowane
zmianami zwyrodnieniowymi w stawie biodrowym zmienia metabolizm
reaktywnych form tlenu i w ten sposéb moze przyczyni¢ si¢ do wzmozonego
uszkodzenia migs$nia i jego atrofii.

Badaniem objg¢to 67 oséb (37 kobiet, 30 mezczyzn) o Sredniej wieku 66,7
+ 1,2 lat (36-92) wraz z grupa kontrolng 11 oséb ze zlamaniami (69,313,3)
leczonych operacyjnie w Klinice Ortopedii AMG w latach 2001-2003. Pacjenci
z rozpoznaniem choroby zwyrodnieniowe] byli zakwalifikowani do zabiegu
alloplastyki stawu biodrowego na podstawie badania klinicznego, badan
laboratoryjnych oraz obrazu radiologicznego stawu biodrowego. W zaleznosci
od stopnia unieruchomienia pacjentéw podzielono na cztery grupy wg skali
D’Aubigne 1 Postela. Badania przeprowadzono za pisemna zgoda Niezaleznej
Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej
w Gdansku.

Wycinki tkanki pobierano $rodoperacyjnie podczas zabiegu z mig$nia
szkieletowego posladkowego $redniego.

W migsniach oznaczono (1) aktywnosci enzymow zaangazowanych w produkcje

aktywnych form tlenu: dehydrogenazy mleczanowej 1 jablczanowej oraz
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oksydaze cytochromowa; (ii) aktywno$ci enzymow zwigzanych z neutralizacja
aktywnych form tlenu: dysmutaze ponadtlenkowa 1 katalaze oraz (iii) stopien
uszkodzenia biatek 1 lipidow komoérek migsniowych poprzez oceng odpowiednio
stopnia utlenienia grup SH oraz st¢zenia dialdehydu malonowego (MDA).
Wyniki podawano w przeliczeniu na gram migsnia. Aktywnos$ci enzymatyczne
oraz zawartosci grup SH 1 MDA oznaczano metodami spektro-
kolorymetrycznymi, a uzyskane wyniki przeliczano na mokra masg tkanki.

Czesciowe ograniczenie ruchomosci stawu biodrowego prowadzi do
miernego przyrostu aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej i jablczanowe;j
oraz oksydazy cytochromowej. Najwigkszy, bo ponad 20% przyrost aktywnosci
cytoplazmatycznego MDH oraz oksydazy cytochromowej obserwuje si¢
w grupie 0sob ze $rednim (III°) stopniem unieruchomienia stawu. Catkowite
unieruchomienie (II°) pociaga za soba spadek aktywnos$ci tych enzyméw do
warto$ci obserwowanych w kontroli. Podobnym zmianom ulegaja aktywnosci
enzymOw metabolizmu ROS: dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy.
Szczegblnie wyrazne zmiany dotycza cytozolowej formy dysmutazy, ktorej
aktywno$¢ rosnie u pacjentdéw w grupie IV, a u pacjentow z daleko posunigtym
unieruchomieniem (grupa III 1 II) osiaga poziomy nawet mniejsze od
kontrolnych. Wraz ze wzrostem stopnia unieruchomienia ro$nie stopien
uszkodzenia biatek dochodzacy do okoto 10% ubytku grup SH w mig$niach
0s0b z pelnym unieruchomieniem. Stezenie MDA $wiadczace o uszkodzeniu
lipidow, jest najwigksze bo ok. 40% u osdb z zachowana czg§ciowo
ruchomoscia (grupa IV 1 III) w porownaniu do grupy kontrolne;.

Uzyskane wyniki prowadza do wniosku, ze unieruchomienie stawu
prowadzi przypuszczalnie do wzrostu produkcji aktywnych form tlenu
1 w konsekwencji do uszkodzenia struktur lipidowo-biatkowych komorek

migsniowych.
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APENDIX

Tabela I. Wyniki oznaczen w grupie oséb ze ztamaniami (grupa

kontrolna).
vl Kod | pree lwiex  [Bidtko| LDH | H-LDH | M-LDH | MDH |mMDH cMDH
pacjenta mglg m.tk. umole NADH/min./g mokrej tkanki
1| 3576 | K | 63 | 43,7 | 54,6 | 153 | 39,3 | 133,3 | 27,1 | 106,2
2 43k€0 | K| 77 [ 350|549 | 11 | 535 | 756 |212| 545
350w | kK | 77 | 457 | - - - | 114,3 | 452 | 69,0
4| 60KL | K | 69 | 390 | 257 | 22,6 | 3,1 | 110,0 | 46,0 | 64,0
5| 67cs | K | 68 | 360 | - - -] 100,0 | 42,0 | 58,0
6| 6s | kK | 74 | 366 | - - - 68,0 | 24,0 | 44,0
7| 79AD | K| 52 | 377|223 | 121 | 102 | 72,0 | 343 | 37,7
8 |s8wp | kK| 92 [325]| 464 | 133 | 331 | 78,0 | 32,0 | 46,0
o|63HF | m | 63 | 31,8 | - - - 64,0 | 26,0 | 38,0
10| 58JD M 58 37,0 1 954 | 394 55,6 - - -
11| (13)WwrF| M | 69 | 415 | 43,3 | 290 | 14,3 | 59,0 | 50,0 | 109,0
Srednia | 69,3 | 37,9 | 48,9 | 19,0 | 29,9 | 97,4 | 34,8 | 62,6
Razem | s | 33 | 13 | 92 | 47 | 80 [ 100 | 33 | 82
n 11 | 11 7 7 7 10 | 10 | 10
Srednia | 71,5 | 38,3 | 40,8 | 12,9 | 27,9 | 93,9 | 34,0 | 59,9
FORY ™"se | 41 | 16 | 71 | 35 | 93 | 85 | 34 | 76
n 8 8 5 5 5 8 8 8
Srednia | 63,3 | 36,8 | 69,4 | 34,2 | 35,0 | 112,0 | 38,0 | 73,5
Mezczyzni|  sg 32 | 2,8 | 261 | 52 | 20,7 | 475 | 12,0 | 35,5
n 3 3 2 2 2 2 2 2
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APPENDIX

Tabela | (cd). Wyniki oznaczen w grupie oséb ze ztamaniami
(grupa kontrolna).

COX | SOD | SOD-1 | SOD-2| CAT | -SH | MDA
Nr pa}((:j(:e(ri\ta Plec | Wiek Hmiflg jednostilg mokrej tkanki g%r?mlt?gz Mmﬁ/ g ”r;ot'ke/ g
1| 35tg | K| 63 | 0,91 | 550 | 267 | 284 | 423 | 5,25 | 31,9
2 | 43E0 | K 77 0,85 | 476 | 189 287 | 338 3,59 | 35,7
3 |5DW | K 77 1,27 | 548 | 219 329 | 324 6,45 -
4 | 60KL | K 69 1,28 | 573 | 374 199 | 317 476 | 21,4
5| 67CS | K 68 0,48 | 328 86 241 216 4,27 | 18,4
6 | 69JS | K 74 0,54 | 549 | 308 242 | 267 4,05 | 17,6
7 | 79AD | K 52 0,34 | 483 | 287 196 | 381 5,05 | 25,3
8 | 89WP | K 92 0,66 | 698 | 500 198 | 216 3,50 | 23,0
9 | 63HF | M 63 0,32 | 483 | 242 242 | 227 4,08 | 13,1
10| 58JD | M 58 0,47 | 624 | 405 219 | 190 4,72 | 24,2
11 |(13WF| m | 69 - - . - 635 | 4,07 | 36,0
Srednia | 69,3 | 0,71 | 531 | 286 | 244 | 321 | 4,53 | 24,7
Razem SE 3,3 0,11 31 37 14 39 0,26 2,5
n 11 10 10 10 10 11 11 10
Srednia | 71,5 | 0,79 | 526 | 279 | 247 | 310 | 4,61 | 24,8
Kobiety
SE 4.1 0,13 37 44 17 26 0,35 2,6
n 8 8 8 8 8 8 8 7
Srednia | 63,3 | 0,39 | 554 | 323 | 230 | 351 | 4,29 | 24,4
Mezczyzni| g 3,2 0,07 71 82 11 143 0,22 6,6
n 3 2 2 2 2 3 3 3
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APPENDIX

Tabela I1. Wyniki oznaczen w grupie os0b z miernym stopniem
unieruchomienia (czwarty stopien - IV°®).

v | K04 | pree | wiek |Biatko | LDH | H-LDH | M-LDH | MDH | mMDH | cMDH
pacjenta molg Mk umole NADH/min./g mokrej tkanki
1 | 30AP | K 82 47 .4 136,4 | 394 | 97,0
2 | 50EP | K 44 419 | 32,2 | 24,3 8,0 |[169,7 | 545 | 1151
3| 72BL | K 63 3951 49,0 | 364 12,6 1 155,0 | 64,0 | 91,0
4 | 83JP K 81 36,3 | 33,4 | 23,6 9,8 [154,0 | 48,0 | 106,0
5| [4UM | K 63 28,6 | 24,3 16,6 7,7 61,0 | 325 | 28,5
6 | [5(]JRM | K 64 30,9 76,0 | 32,5 | 43,5
7| [TNG | K 64 415 | 34,4 | 26,6 79 |140,0 | 39,0 | 101,0
8 | [8HW | K 53 33,2 | 49,8 | 24,2 | 256 | 74,0 | 29,0 | 450
9 | [OIWC | K 64 40,0 | 31,2 | 26,0 52 [115,0 | 27,5 | 87,5
10 | [MM]TT | K 68 40,0 110,0 | 22,5 | 87,5
11 |(12)MR| K 48 27,7 | 16,6 | 13,6 | 3,05 | 49,0 | 24,0 | 25,0
12| 31SN | M 63 36,5 | 57,0 | 199 | 37,1 | 1121 | 30,3 | 81,8
13| 34SK | M 57 33,1 - - - 90,9 | 30,3 | 60,6
14| 39BC | M 67 36,2 | 39,1 13,9 | 25,2 | 121,2 | 45,5 | 75,8
15| 1TB | M 63 35,1 54,5 | 15,1 394 | 60,6 | 21,2 | 394
16 | 49JG | M 68 296 | 54,5 | 15,1 394 | 81,8 | 27,3 | 54,5
17| 61PL | M 55 38,0 | 76,0 174 | 58,6 | 92,0 | 44,0 | 48,0
18 | 77TWM | M 64 396 | 68,2 | 224 | 358 | 120,0 | 42,0 | 78,0
19| 79JN | M 63 29,2 | 309 | 10,7 | 20,2 | 80,0 | 34,0 | 46,0
20| (1)MM | M 69 32,7 - - - 122,2 | 2,4 119,8
21| (2)ZR | M 56 38,8 | 50,4 | 27,0 | 23,4 | 155,3 | 68,3 | 87,0
22| 3)TP | M 66 29,2 1101,0 | 39,2 | 61,9 | 150,0 | 36,2 | 113,8
23 | (6w)WC| M 36 36,7 1102,0 | 104 | 91,7 | 162,0 | 81,0 | 81,0
24 |(M1M)FC | M 57 340 | 77,0 | 295 | 475 |117,5| 49,0 | 68,5
25| (14)SC | M 56 29,2 11,7 8,6 3,1 60,0 | 25,0 | 35,0
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Tabela II (cd). Wyniki oznaczen w grupie oséb z miernym

stopniem unieruchomienia (czwarty stopien - IV°®).

COX | SOD | soD-1 |soD-2| CAT | -SH | MDA
Nr pa}éjc::]ta Ple¢ | Wiek umole/g . . . . umoleH202/ | umole/g | nmole/g
mik. jednostki/g mokrej tkanki minig m.ik mik. mik.
1 | 30AP | K | 82 1,23 | 659 375 285 507 | 3,99 | 40,3
2 | 50EP | K | 44 1,02 | 699 327 373 761 3,84 | 47,3
3 |72BL | K | 63 0,53 | 700 324 375 178 | 4,95 | 19,0
4 | 83JP | K | 81 0,46 | 696 323 373 216 | 4,16 | 21,8
5 [4]JM K 63 - - - - 555 1,72 38,0
6 | [S]IRM K 64 - - - - 430 244 | 31,8
7 [7]9G K 64 - - - - 300 3,89 37,8
8 | [8HW | K 53 - - - - 406 2,62 59,1
9 |owc | K | 64 - - - - 610 | 4,03 | 28,0
10 | [M]TT | K 68 - - - - 430 3,83 52,0
11 | (12 MR| K 48 - - - - 330 - -
12| 3M1SN | M | 63 1,02 | 550 264 286 412 | 6,07 | 42,4
13| 34SK | M | 57 1,19 | 772 397 374 360 - -
14| 39BC | M | 67 1,36 | 772 486 286 476 | 6,52 | 36,2
15| 41TB | M | 63 0,56 - - - 444 | 491 | 46,3
16 | 49JG | M | 68 0,98 | 624 338 286 355 | 5,10 | 32,8
17 | 61PL | M | 55 0,64 | 572 242 330 236 | 4,42 | 24,2
18 | 77WM | M | 64 0,55 | 772 442 330 254 | 5,25 | 29,5
19| 79JN | M | 63 0,32 | 550 309 241 266 | 3,74 -
20| (I)MM | M 69 - - - - 240 - 24,8
21 | (2)ZR M 56 - - - - 500 4,76 | 26,0
22 | (3)TP M 66 - - - - 760 4,08 | 32,0
23 |(6w)WC| M 36 - - - - 964 - -
24 |(MM)FC| M 57 - - - - 150 2,89 38,0
25 | (14)cs| m | 56 - - - - 555 | 2,48 | 29,0
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Tabela II (cd). Wyniki oznaczen w grupie oséb z miernym
stopniem unieruchomienia (czwarty stopien - IV°®).

Wyniki wio | Biatko| LDH | H-LDH | M-LDH | MDH | mMDH | cMDH
zbiorcze mg/g m.tk. umole NADH/min./g mokrej tkanki

Srednia | 61,4 | 35,4 | 49,2 | 21,0 | 28,2 |110,6 | 38,0 | 72,7

Razem | sg | 20 | 10 | 56 | 19 | 53 | 73 | 33 | 57

n 25 | 25 | 20 | 20 | 20 | 25 | 25 | 25

Srednia (63,1 | 37,0 | 33,9 | 23,9 | 10,0 [112,7 | 37,5 | 75,2

by se | 36 | 19 | 40 | 24 | 24 | 127 | 40 | 99

n 11 | 11 8 8 8 11 | 11 | 11

Srednia |60,0 | 34,1 | 59,4 | 19,1 | 40,3 |109,0 | 38,3 | 70,7

Mezezyini| se | 23 [ 10 | 77 | 26 | 66 | 88 | 52 | 69

n 14 | 14 | 12 | 12 | 12 | 14 | 14 | 14

Wyniki . | COX | SOD | 5001|8002 | CAT | -SH | MDA

zbiorcze e jenostigmokrejhanki | [RGB | MTRES

Srednia | 61,4 | 0,82 | 670 | 348 | 322 | 428 | 4,08 | 35,1

Razem | se | 20 |o10| 26 | 22 | 14 | 40 | o026 | 23

n 25 | 12 | 11 | 11| 11 | 25 | 21 | 21

Srednia |63,7 | 0,81 | 689 | 337 | 352 | 429 | 3,55 | 37,5

bty ™se [ 36 | 019 | 10 | 13 | 22 | 52 | 031 | 41

n 11 4 4 4 4 11 | 10 | 10

Srednia |60,0 | 0,82 | 659 | 354 | 305 | 427 | 4,57 | 32,8

Mezezyinil sg | 23 [ 013 | 41 | 34 | 16 | 59 [ 037 | 22

n 14 8 7 7 7 14 | 11 | 11
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Tabela I1I. Wyniki oznaczen w grupie 0sob z Srednim stopniem
unieruchomienia (trzeci stopien - III°).

v | Kod | preg |wiox |Biatko| LDH | H-LDH | M-LDH | MDH | mMDH | cMDH
pacjenta mglg m.k. umole NADH/min./g mokrej tkanki
1 | 20Hz | K | 72 | 386 | 36,7 | 89 | 278 |109,1] 394 | 69.7
2 [33cw | Kk | 79 | 210 | 47,8 | 115 | 363 | 1030 | 303 | 72,7
3| 38AP | K | 54 | 366 | 61,2 | 18,7 | 425 | 1242 | 515 | 72.7
4 |a577 | K | 69 | 41,8 | 389 | 280 | 109 |130,3| 364 | 939
5| 54TT | K | 68 | 3903 | 28,7 | 224 | 63 | 93,9 | 303 | 636
6 |66HB | K | 71 | 459 | 26,6 | 257 | 09 |144,0| 58,0 | 86,0
7 |75mMm | K | 65 | 354 | 244 | 103 | 142 | 64,0 | 240 | 400
8 | (2G| K | 73 | 440 | 39,2 | 211 | 180 | 81,0 | 31.0 | 50,0
o [@BM| K | 70 | 652 | 43,7 | 26 | 411 |177,0 | 390 | 138.0
10 |(10BA| K | 73 | 27.7 | 427 | 136 | 291 | 55,0 | 39.0 | 16,0
11| 44Bs | M | 71 | 507 | 42,5 | 29.7 | 12.8 | 184,8 | 606 | 1242
12| 56Fs | M | 70 | 387 | 49,6 | 54 | 442 | 1303 | 545 | 7538
13| 7190 | M | 67 | 432 | 721 | 35,7 | 36,4 | 86,0 | 22.0 | 64,0
14| @Rz | M | 70 | 202 | 37,3 | 142 | 231 | 1283 | 24.1 | 103.9
15 [(7cP | M | 74 | 490 | - i = |139,0| 320 | 1070
16 [@wc| m | 76 | 380 | 50,6 | 131 | 37.5 | 110,0 | 450 | 65,0
17 [12Em| m | 77 | 332 | 33,0 | 154 | 17.6 | 96,0 | 46,0 | 50,0
Srednia | 70,5| 39,9 | 42,2 | 17,3 | 24,9 (115,1| 39,0 | 76,0
Razem | se | 14 | 24 | 31 | 23 | 35 | 86 | 29 | 74
n |17z | 17 | 16 | 16 | 16 | 17 | 17 | 17
Srednia | 69,4 | 39,6 | 39,0 | 16,3 | 22,7 |108,2| 37,9 | 70,3
Kobiety ™"se | 21 | 37 | 35 | 26 | 47 | 118 | 33 | 104
n | 10| 10| 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10
Srednia | 72,1 | 40,3 | 47,5 | 18,9 | 28,6 |124,9 | 40,6 | 84,3
Mezczyini| SE | 14 | 30 | 57 | 47 | 51 | 123 | 56 | 104
n 7 | 7 6 6 6 7 7 7
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Tabela III (cd). Wyniki oznaczen w grupie osob z Srednim
stopniem unieruchomienia (trzeci stopien - ITI°).

Kod | proc | wiek COX | SOD | SOD-1 | SOD-2 | CAT -SH | MDA
Nr pacjenta H r;if/g jednostkilg mokrej tkanki 731?/';':12?;(2 “m(.)tlf./g nr;ftllf'/ 9
1| 29HZ | K 72 1,27 571 197 374 793 3,91 52,1
2 | 33CW | K 79 0,98 476 191 285 370 3,51 37,5
3 | 38AP | K 54 1,02 549 220 330 264 3,80 | 29,3
4 | 45TT | K 69 0,48 - - - 546 4,54 | 30,9
5| 54TT | K 68 0,76 476 102 373 634 3,91 34,2
6 | 66HB | K 71 0,76 661 284 376 190 5,55 | 18,8
7 | 75MM | K 65 0,59 549 351 198 205 2,58 | 18,4
8 | (2G| K 73 - - - - 1000 | 2,62 | 49,3
9 |(3w)BM| K 70 - - - - 609 - -
10 |(10)BA| K 73 - - - - 482 - -
11| 44BS | M 71 1,14 698 235 463 857 56,9
12| 56FS | M 70 1,82 919 501 419 381 532 | 33,8
13| 71JD | M 67 0,32 403 161 242 275 5,21 25,1
14| 4RZ | M 70 - - - - 900 3,59 | 33,0
15 | (7Tw)CP | M 74 - - - - 1117 - -
16 | (9 )WC| M 76 - - - - 305 - -
17 |(12)EM | M 77 - - - - 355 2,69 | 26,0

Srednia | 70,5( 0,92 [ 589 | 249 | 340 | 546 | 3,94 | 34,3

Razem SE 1,4 | 0,14 91 39 28 71 0,30 3,3

n 17 10 9 9 9 17 12 13

Srednia [ 69,4 | 0,84 | 547 | 224 | 323 | 509 | 3,80 | 33,8

Kobiety ™"se | 21 |o10| 28 | 35 | 20 | 83 | 034 | 44

n 10 7 6 6 6 10 8 8

Srednia | 72,1| 1,40 | 673 | 299 | 374 | 598 | 4,20 | 34,9

Mezczyzni| SE 1,4 | 0,43 | 150 103 68 131 | 0,64 5,8

n 7 3 3 3 3 7 4 5
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Tabela I'V. Wyniki oznaczen w grupie osob z calkowitym
stopniem unieruchomienia (drugi stopien - II°).

nel Kod | proe | wiek Biatko| LDH | H-LDH | M-LDH | MDH | mMDH | cMDH
pacjenta mglg m.tk. umole NADH/min./g mokrej tkanki
1| 40MD | K 79 371 | 51,1 | 13,3 | 37,8 |103,0 | 394 | 63,6
2| 52AG K 80 41,4 | 25,3 | 20,7 4.6 66,7 | 33,3 | 33,3
3| 53EB K 71 36,4 | 78,3 | 27,7 | 50,6 | 1455 | 54,5 | 90,9
4| 58LHT | K 78 345 | 32,4 | 10,3 | 22,0 | 66,9 | 24,3 | 42,6
5| 73FS K 68 3251364 | 195 | 16,9 | 60,0 | 22,0 | 38,0
6| 76HK | K 60 39,0 | 17,1 | 13,6 3,5 | 98,0 | 48,0 | 50,0
7] 87HK | K 67 | 41,6 - - - 112,0 | 34,0 | 78,0
8| 6MS | K 75 | 40,7 | 44,4 | 26,0 | 18,3 | 76,0 | 29,0 | 47,0
9| 42MC | M 54 | 34,3 | 25,6 | 6,6 19 63,6 | 27,3 | 364
10| 47JZ M 77 37,4 - - - 66,7 | 33,3 | 33,3
11| 68WS | M 72 32,1 | 20,5 | 18,3 2,2 92,0 | 32,0 | 60,0
12| 86ZK | M 82 26,1 | 47,6 | 255 | 22,1 - - -
13| (10)ZE | M 52 38,5 |1 684 | 319 | 36,5 | 1125 | 36,0 | 76,5
14| (8:=)KW | M 52 38,0 | 66,2 | 8,7 575 | 87,0 | 45,0 | 42,0
Srednia (69,1 | 36,4 | 42,8 | 18,5 | 24,3 | 88,4 | 35,2 | 53,2
Razem SE 2,8 1,1 5,8 2,4 5,2 7,0 2,6 5,3
n 14 14 12 12 12 13 13 13
Srednia (72,3 | 37,9 | 40,7 | 18,8 | 22,0 | 91,0 | 35,6 | 55,4
Kobiety
SE 2,5 1,2 7,6 2,5 6,5 10,3 | 4,0 7,2
n 8 8 7 7 7 8 8 8
Srednia (64,8 | 34,4 | 45,7 | 18,2 | 27,5 | 84,4 | 34,7 | 49,6
Mezczyzni | gg 5,6 1,9 9,9 4,8 9,3 8,9 2,9 8,2
n 6 6 5 5 5 5 5 5
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Tabela IV (cd). Wyniki oznaczen w grupie osob z calkowitym
stopniem unieruchomienia (drugi stopien - II1°).

. Kod | prec | wiek COX | SOD | SOD-1 |SOD-2| CAT -SH MDA
'] pacjenta “nr:\illf./ 9 jednostkilg mokrej tkanki “ﬁg};ﬁ?ﬁl umole/g m.tk. nr:f_)tlf_/g
1 | 40MD K 79 0,83 | 622 115 | 508 278 4,28 30,0
2 | 52AG K 80 0,74 | 402 70 331 272 4,51 33,1
3 | 53EB K 71 0,85 | 626 | 295 | 331 444 3,78 29,1
4 | 58LHT | K 78 0,55 | 506 | 296 | 210 255 3,97
5 73FS K 68 0,20 | 459 166 | 293 241 2,61 241
6 | 76HK K 60 0,44 | 518 | 249 | 269 406 2,67 23,8
7| stk [ k| 67 | 0,38 | - ] - 368 - -

8 | ems | k | 75 - i - - | 430 - -
9 | 42MC M 54 0,59 | 476 | 235 | 242 444 - 30,9
10 | 474z M 77 0,85 | 550 | 205 | 345 603 - 35,2
11| 68WS | M 72 0,42 | 476 102 | 374 152 - 20,3
12 | 86ZK M 82 0,46 | 698 | 412 | 286 203 - -
13| (10)ze | m | 52 - - - - 355 | 3,03 | 27,0
14| @Bkw [ M | 52 ] ] - - 558 ] -

Srednia | 69,1| 0,57 | 533 | 215 | 319 | 358 | 3,55 | 28,2

Razem SE | 28| 007 | 29 | 33 | 26 35 029 | 1,6

n 14 11 10 10 10 14 7 9

Srednia | 72,3 | 0,57 | 522 | 199 | 324 | 337 | 3,63 | 28,0

Kobiety
SE 25 | 0,09 36 39 41 30 0,33 1,8
n 8 7 6 6 6 8 6 5
Srednia | 64,8 | 0,58 | 550 | 239 | 312 | 386 | 3,03 | 28,4
Mezczyzni SE 5,6 0,10 52 64 30 75 - 3,2

n 6 4 4 4 4 6 1 4
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ZGODA KOMISJI ETYKI

MEEZALEZNG Rangit POETYC Lt
DO SFRAW SBAY NAHEOWYCH
Py Akadensii Modverne) w Calatghn

80-210 Guansk ul 14 Siistowsiiel Gurle 3 2 GdaﬁSk, 2000-06-29

M8 g 1760

NKEBN/620/2000

Pan

Prof. dr hab. Jerzy Popinigis - . .
Kierownik Katedry Bioenergetyki
Akademia Wychowania Fizycznego
im. Jedrzeja Sniadeckiego
w__Gdansku - Oliwie

W odpowiedzi na pismo z dnia 16.05.2000 r. w sprawie rozszerzenia
wydanej w 1994 roku zgody (Nr TKEBN/222/94) na prowadzenie badan
dotyczacych doswiadczen na mikroskopijnych probkach miesnia szkieletowego
czlowicka, pobieranych w trakcie zabiegu operacyjnego i wydanie zezwolenia
na prowadzenie tych badan przez dodatkowych badaczy, to jest:

1. Katedre i Klinike Chirurgii Urazowej AMG - pod kierunkiem prof. dr hab.
med. Jerzego Lipinskiego

2. Oddziat Chirurgiczny Szpitala Wojewodzkiego w Gdansku - pod kierunkiem
dr med. Jerzego Kossaka

- Niezalezna Komisja Bioetyczna do Spraw Badan Naukowych przy Akademii
Medycznej w Gdansku na posiedzeniu w dniu 14 czerwca 2000 r. zapoznala
sic z ww. wnioskiem i zezwala na prowadzenie badan w jednostkach
wymienionych w punktach 1 i 2 niniejszego pisma.

Do wiadomosci:

1. Prof. dr hab. med. Jerzy Lipinski
Katedra i Klinika Chirurgii Urazowej AMG

2. Dr med. Jerzy Kossak
Oddzial Chirurgiczny Szpitala Wojewodzkiego rier Al i Bedrzfin e ol ek
w Gdansku o N

profodr b, med Siecfon Knszep
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