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Summary

Transformation of the voluntary act of the mind into movements in human, have been subject of discussion
among ancient philosophers. Development of natural sciences, especially in last decades, enabled detailed stud-
ies and rapid accumulation of information on structure and function of the neuromuscular junction. Molecular
changes of the acetylcholine receptors or other nanostructures of the motor nerve endplate induce muscular
dysfunctions of clinical significance, demanding searching for best therapeutic solutions and adequate approach
to general anaesthesia. Anestezjologia i Ratownictwo 2010; 4: 318-339.
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Streszczenie

Sposéb przenoszenia aktu woli na wykonywanie ruchéw przez cztowieka bylo przedmiotem rozwazan staro-
zytnych filozoféw. Rozwoj nauk przyrodniczych, zwlaszcza w ostatnich dziesigcioleciach, pozwolif na doktadne
poznanie struktury i funkeji ztacza nerwowo-miesniowego w najdrobniejszych szczegétach. Zmiany moleku-
larne, jakie zachodza w receptorach acetylocholiny i innych strukturach motorycznej ptytki konicowej powoduja
zaburzenia funkcjonowania mieéni o znaczeniu klinicznym, wymagajacym poszukiwanie najlepszych sposobow
leczenia tych zaburzen oraz wlasciwego podejécia w czasie stosowania znieczulenia. Anestezjologia i Ratownictwo
2010; 4: 318-339.

Stowa kluczowe: receptory muskarynowe, receptory nikotynowe, acetylocholina, esteraza acetylocholiny, ztgcze nerwo-

wo-migsniowe, koticowa plytka motoryczna, kanat jonowy, nerwy ruchowe, synapsa, pecherzyki synaptyczne, migsnie,
widkna migsniowe, aktyna-miozyna, potencjat czynnosciowy, potencjat spoczynkowy, depolaryzacja, pobudzenie
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4.3. The postsynaptic membrane

The postsynaptic membrane is the peri-junctional
muscle membrane, which at the place of the motor
endplate is strongly invaginated with primary and
secondary folds. The foldings increase the surface of
the membrane and hold on their shoulders the n-AchRs
(about 5 million in each junction with a density of about
10,000/pum2), and in the valleys of the secondary folds
the Na*-channels, that act as amplifiers for the signal
resulting from AchR activation [147]. The valleys and
the muscle membrane outside the motor endplate are
sparse in n-AchRs [148]. AchRs rapidly transduce
a chemical signal into an electrical impulse. The speed
of transduction is facilitated by rapid Ach association
and dissociation. There are Ach binding sites at the
interfaces of the a-subunits of the AchRs: ad and ay
or ae. When Ach occupies the receptor at two binding
sites, its gated channel opens and ions pass through
it. This gives rise to an endplate potential (EPP) that
apparently is too small to reach the threshold. The EPPs
are summated and lead to an action potential causing
depolarization of the Na*-channels in the valleys. The
Na*-channels amplify the signal leading to an enor-
mous influx of calcium ions [149]. The duration of the
rising phase of the miniature endplate potential is about
300 m.sec. [150]. Occupation of only a few n-AchRs will
already lead to maximal depolarization of the muscle
membrane. This means that a for transmission super-
fluous amount of Ach is released and that actually only
afewn-AchRsare needed. This superfluous availability
of Ach and n-AchRs is called the margin of safety of
neuromuscular transmission. The margin of safety
can be reduced when the quanta of Ach is reduced by
drugs or disease (e.g., botulinum toxin, Eaton-Lambert
myasthenic syndrome). The safety for neuromuscular
transmission varies across muscle fibre types, even in
a single muscle of mixed fibre type composition [151].

4.3.1 The postsynaptic nicotinic acetylcholine recep-
tor [152

There are two types of AchRs: the metabotrobic
muscarinic receptors (m-AchR) and the ionotropic
nicotinic receptors. The metabotrobic receptors are
second messenger G protein-coupled seven-trans-
membrane proteins, for which muscarine is an agonist
and atropine an antagonist. Activation of muscarinic
AchRs is relatively slow. In the NMJ the metabotrobic
receptor is located pre-synaptically, and may have
a function in modulation of the Ach-release. The
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4.3. Blona postsynaptyczna

Blona postsynaptyczna jest blong mie$nia wspot-
tworzaca zfacze, w ktoérym koficowa ptytka motoryczna
jest znacznie powpuklana, tworzac faldy pierwotne
i wtérne. Faldy zwigkszaja powierzchnie blony
i utrzymuja na swych grzbietach receptory nikoty-
nowe (n-AchR) (okoto 5 milionéw w kazdym ztaczu
z gestoécig 10.000/um?®) a w zaglebieniach kanaly
Na', ktére dzialajg jak wzmacniacze dla sygnatow
powstalych w wyniku pobudzenia receptoréw acety-
locholiny (AchR) [147]. Receptory AchR gwaltownie
przetwarzaja sygnal chemiczny na impuls elektryczny
[148]. Szybkos¢ pobudzenia jest torowana poprzez
gwaltowne wigzanie i dysocjacje acetylocholiny (Ach).
Na styku podjednostek a receptoréw AchR wystepuja
nastepujace miejsca wigzania: ad i ay lub ae. Jesli Ach
zajmuje dwa miejsca wigzania receptora, kontrolowany
kanal jonowy otwiera sie i umozliwia przeptyw jonéw.
Powoduje to zwiekszenie potencjatu ptytki koncowej
(EPP), ktory jest zbyt maly, by przekroczy¢ wartoéé
progowa. Sumowanie si¢ potencjaléw EPP prowadzi do
wytworzenia potencjatu czynnoséciowego, powoduja-
cego depolaryzacje kanaléw Na* w zaglebieniu fatdow.
Kanaty Na* wzmacniajg sygnal powodujacy masywny
wplyw jonéw wapnia [149]. Szybko$¢ narastania
potencjatu miniaturowej ptytki koncowej wynosi
okolo 300 msek [150]. Zajecie kilku tylko receptoréw
Ach moze juz doprowadzi¢ do maksymalnej depola-
ryzacji blony migéniowej. Oznacza to, ze w procesie
przewodzenia uwalniane s3 nadmierne ilo$ci Ach,
cho¢ wystarcza pobudzenie niewielu receptoréw niko-
tynowych Ach. Nadmiar osiggalnych Ach i n-AchR
okreélany jest mianem marginesu bezpieczenstwa
przewodnictwa nerwowo-mies$niowego. Margines bez-
pieczenstwa moze by¢ ograniczony, jesli zmniejszy sie
ilo$¢ dostepnych czasteczek Ach, w wyniku dziatania
§rodkéw chemicznych lub choroby (np. toksyna botuli-
nowa, zespol miasteniczny Eaton-Lamberta). Margines
bezpieczenstwa przewodzenia nerwowo-migsniowego
jest rézny w réznych typach widkien miesniowych,
nawet w jednym mieséniu zlozonym z wiékien réznego
typu [151].

4.3.1. Postsynaptyczny receptor acetylocholiny [152]

Istniejg dwa typy receptoréw Ach: metabotropowy
receptor muskarynowy (m-AchR) i jonotropowy recep-
tor nikotynowy. Receptor metabotropowy jest sprze-
zony z wtérnym przekaznikiem, biatkiem G, proteing
przezblonows, siedmiokrotnie przenikajaca blone
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nicotinic AchR (n-AchR) is a fast ionotropic cationic
receptor channel, for which nicotine is an agonist and
a-bungarotoxin an antagonist.

Figure 12. The principal structure of n-acetylcholine
receptor subunits

Rycina 12. Ogélny schemat budowy podjednostek
receptora n-acetylocholiny

The n-AchRs belong to the Cys-loop family ion-
channels, so called because of a characteristic loop for-
med by a disulfide bond between two cysteine residues
in the extracellular domain which is the Ach-binding
place. Each receptor is build of 5 subunits with in
principle the same structure (Figure 12). Every subunit
consists of approximately 400-500 amino acids. The
hydrophilic extracellular domain (~210-220 amino
acids long) contains 10 § strands and contributes to
the Ach binding site. The intra-membranous domain
is builded by four a-helical trans-membrane domains
(M1-M4, each ~15-20 amino acids long). The M2
domain of each subunit, except that of the B-subunit,
lines the intrinsic ion channel pore, and residues
within the extracellular domain form ligand binding
sites. There is a large and variable cytoplasmic hydro-
philic loop between MIII and MIV. The extracellular
C-terminal end (~4-28 amino acids long) bears a small
hydrophilic segment [153]. There are three subtypes
of n-AchRs found in the NMJ which are of clinical
importance: 1) the presynaptic receptor with 3a and
2P subunits 2) the postsynaptic receptor with 2a, 1P,
18, 1e or 1y subunits, and 3) the postsynaptic receptor
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komoérkows. Agonista tego receptora jest muskaryna,
antagonistg za$ atropina. Pobudzenie AchR muska-
rynowych zachodzi wzglednie wolno. W ztaczach
nerwowo-miesniowych receptor metabotropowy jest
umiejscowiony presynaptycznie i moze spetnia¢ funk-
cje modulatora uwalniania Ach. Receptor nikotynowy
Ach (n-AchR) stanowi szybko przewodzacy kationy
receptorowy kanal jonowy, dla ktérego nikotyna jest
agonista, a a-bungarotoksyna antagonista.

Receptor n-Ach nalezy do rodziny kanaléw
jonowych petli-Cys, nazwanej tak ze wzgledu na cha-
rakterystyczng petle, uksztaltowang przez wigzania
siarczkowe pomiedzy dwu resztami cysteinowymi
domen zewnatrzkomoérkowych, stanowigcych miej-
sce wigzania Ach. Kazdy receptor zbudowany jest
z 5 podjednostek o zasadniczo identycznej budowie
(Rycina 12). Kazda podjednostka sktada sie z 400-
500 aminokwaséw. Hydrofilne domeny zewnatrz-
komorkowe (o dlugosci ~210-220 aminokwasow)
zawierajg nitki 10 B i uczestnicza w wiazaniu Ach
z receptorem. Domena wewngtrzblonowa sktada sie
z 4 przezblonowych domen a-helix (M1-M4, kazda
o dtugosci ~15-20 aminokwaséw). Domena M2 kazdej
podjednostki, z wyjatkiem podjednostki B, wysciela
wewnetrzne uj$cie kanatu jonowego, natomiast reszty
w zewnatrzblonowych domenach ksztaltujg miejsce
wigzania ligandéw. Istnieje szereg réznic miedzy cyto-
plazmatycznymi, hydrofilnymi petlami MIII i MIV.
Pozakomdrkowe zakonczenia weglowe C (o dltugosci
~4-28 aminokwasow) zawieraja matly fragment hydro-
filny [153]. W ztaczach nerwowo-migéniowych wyste-
puja trzy podtypy n-AchR o znaczeniu klinicznym:
1) receptor presynaptyczny z podjednostkami 3o i 2f3
2) receptor postsynaptyczny z podjednostkami 2a, 1P,
18, 1elub 1y, i 3) postsynaptyczny receptor odnerwiony
z tylko 5 podjednostkami a. Podczas synaptogenezy,
wkrotce po narodzeniu i po odnerwieniu mieénia,
pojawia sie tak zwany receptor plodowy o konfiguracji
2a,1B,18,1y. Receptor ptodowy dojrzewa do postaci
receptora dorostego o sktadzie 2a,1B,19,1¢ (patrz
rozdziat 4.3.8.1.) (Rycina 13). Budowa czgsteczkowa
n-AchR jawi si¢ w obrazie mikroskopii elektronowej
jako przezblonowy cylinder o $rednicy 8 nm i dfugo-
$ci 16 nm, ktéry ogladany z gory wyglada jak rozeta
o pigciu podjednostkach, uporzadkowanych wokét osi
symetrii prostopadlej do ptaszczyzny blony.

Miegséniowe receptory n-AchR maja dwa niejedna-
kowe miejsca wigzania agonistéw na powierzchniach
podjednostek a-§ i a—y/e, podczas gdy podjednostka
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with only 5 a subunits. During synaptogenesis, shortly
after birth, and when there is muscle denervation, a so
called fetal receptor exists with configuration 2a, 14,
18, 1y. This fetal receptor matures to the adult receptor
with configuration 2a,1p,18,1¢. (see section 4.3.8.1.)
(Figure 13). The molecular structure of the n-AchR
appears by electron microscopy as a trans-membrane
cylinder of approximately 8 nm in diameter and 16
nm length which, when viewed from the top, appears
as a rosette of five subunits organized around a sym-
metrical axis perpendicular to the membrane plane.

Muscle n-AchRs have two non-equivalent agonist
binding sites at the a-8 and a-y/e subunit interfaces,
whereas the p subunit does not participate directly in
the formation of an agonist binding site, but is impor-
tant for n-AchR clustering at the NMJ [154,155] (see
section 4.3.6). The a-subunit is the most important for
Ach-binding. The presence of different non-a subunits
confers different affinities to the two binding sites [156].
The site in a, (the a; subunit next to the y-subunit) is
biochemically distinguishable from that in a4 due to
the fact that a, has a higher affinity for the competitive
antagonist, d-tubocurarine [157] (see section 4.3.6.).

The neuronal n-AchR contains 5a subunits, and is
in a small number also present at the NM]J.

Mammalian genomes contain genes for 16 n-AchR
subunits (al-a7, a9, al0, f1-B4, §, y, and ¢).

These fast ion-channels have a “gate” opening
which is controlled by the binding of Ach.

The receptor subunits are produced in the mus-
cle endoplasmic reticulum after expression from the
nuclear genes into messenger-RNA, and are assembled
to pentameric receptors near the motor endplate (see
section 4.3.2.)

The n-AchR has two Ach binding sites which lie at
a considerable distance from the “gate”, at the interface
between two adjacent subunits. This is energetically
more favourable given that domain interfaces undergo
larger conformational changes upon ligand binding
than binding at a single subunit.

Each AchR extend about 65 A above the membrane,
40 A across it and 35 A beneath it. Viewed from the top
they are about 80 A in diameter, and have a wall thick-
ness of 25 A, surrounding a pore with a width of 35 A
diameter. The Ach binding sites are approximately 30 A
above the membrane surface [158]. The gate is midway
across the membrane and is usually closed. Here there
are a number of hydrophobic residues that may act to
block ion permeation using a so called ‘hydrophobic
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B nie uczestniczy bezposrednio w tworzeniu miejsca
wiazania agonisty, lecz jest istotna dla skupiania sie
n-AchR w zlaczach nerwowo-miesniowych [154,155]
(patrz rozdziat 4.3.6). Najwazniejsza dla wigzana Ach
jest podjednostka a. Obecnos¢ roéznych podjednostek
nie-a wplywa na zréznicowane powinowactwo obu
miejsc wigzania [156]. Miejsce w a, (podjednostka a,
obok podjednostki y) rézni si¢ biochemicznie od a;
wiekszym powinowactwem do kompetytywnego anta-
gonisty d-tubokuraryny [157] (patrz rozdziat 4.3.6.).

Neuronalny receptor n-AchR sktada si¢ z 5 pod-
jednostek o i w niewielkiej ilosci jest takze obecny
w zlgczach nerwowo-migéniowych.

Genom ssakéw zawiera geny dla 16 podjednostek
n-AchR (al-a7, a9, al0, f1-p4, 8, y, i €).

Te szybkie kanaty jonowe maja ,,bramki” otwiera-
jace sie w odpowiedzi na wigzanie Ach.

Podjednostki receptora s3g wytwarzane w sia-
teczce endolazmatycznej komérek migsniowych po
transkrypcji z genéw jadrowych na messenger-RNA
i sktadane sa w piecioczesciowy receptor w poblizu
motorycznej plytki koncowej (patrz rozdziat 4.3.2.).

Figure 13. The subunits of the fetal, mature and
neuronal nicotinic acetylcholine receptor

Rycina 13. Budowa segmentarna ptodowego,
dojrzatego i neuronalnego receptora
acetylocholiny

Receptor n-AchR ma dwa miejsca wigzania Ach,
lezace w pewnej odlegtosci od “bramki” na granicy
zetkniecia sie dwu podjednostek. Jest to korzystniejsze
energetycznie, gdyz zlacza domen ulegaja wiekszym
odksztalceniom anizeli wiazgaca sie z ligandem jedna
podjednostka.

Kazdy receptor Ach rozciaga si¢ okoto 65 A ponad
btong, 40 A przez nig i 35 A pod nig. Ogladany z gory
ma okoto 80 A érednicy a gruba na 25 A éciana otacza
otwér o szerokosci 35 A. Miejsca wigzania acetylocho-
liny s3 wzniesione na okoto 30 A ponad powierzchnig
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gating’ mechanism by which a closed state pore is not
necessarily physically blocked [159]. Both extracel-
lular and intracellular vestibules of the channel are
strongly electronegative, providing a cation stabilizing
environment at either entrance of the membrane pore.
Thus both the extracellular and intracellular domains
contain strong negative charges that create large cation
concentrations at either end of the pore. The presence
of cations in the wide regions of the pore can screen out
the protein charge allowing anions to enter.

4.3.2. Production of the acetylcholine receptor

Seventeen structurally different n-AchR subunits
have been identified in vertebrate species (o, g, p,—Pa»
v, 8 and ). The differences are caused by differences in
amino-acid sequence. All of these subunits, with the
exception of ag (which has been identified only in avian
species), are found in humans.

N-AchR subunits assemble and oligomerize within
the endoplasmic reticulum [160]. Muscle activity typi-
cally inhibits extra-junctional n-AchR expression, and
promotes its clustering in the NMJ [161,162]. Treatment
with an Ach-antagonist increases the (extra-junctional)
expression of n-AchRs, and treatment with high con-
centration of an AchR-agonist, decreases the produc-
tion of n-AchRs. This can be seen early as a decrease in
receptors in myotube membranes [163,164].

Newly synthesized n-AchR subunits are inside
the endoplasmic reticulum immediately bound by the
chaperone proteins calnexin and Bip, from which they
only detach upon further maturation and assembly
[165,166]. To be functional, n-AchRs must be assembled
into pentameres and then transported to the postsy-
naptic plasma membrane. n-AchR leave the endopla-
smic reticulum only as fully assembled pentameres. For
maturation the proteins have to fold; n-AchR subunits
that do not fold or assemble not properly are retained
within the endoplasmic reticulum. They are rapidly
degraded by the endoplasmic reticulum-associated
degradation (ERAD) machinery [167,168]. Only about
30% of the synthesized subunits reach the cell surface,
suggesting that the assembly process is tightly con-
trolled [169]. It was shown that UNC-50 function is
required to sort the n-AchR to the cell surface and, at
the same time, prevent the receptor from entering the
lysosomal route and degradation [170]. Once n-AchRs
have reached the cell surface, they are clustered and
metabolically stabilized at the synapse by anchoring
to the postsynaptic scaffold [171,172].
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blony [158]. Bramka znajduje si¢ na poziomie potowy
grubosci blony i jest zazwyczaj zamknieta. Znajduja sie
tam liczne reszty hydrofobowe, ktore moga blokowa¢
przepuszczalno$é jonéw, uzywajac tak zwanego ,,bram-
kowania hydrofobowego”, przy ktérym zablokowany
kanal nie jest zamkniety w sposéb fizyczny [159].
Zaréwno zewnatrzkomodrkowy, jak i wewnatrzkomor-
kowy przedsionek kanatu jest silnie elektro-ujemny,
zapewniajac stabilizujgce kationy srodowisko na
wejéciu i wyjsciu kanatu. Tak wiec domena zewnatrz-
komorkowa i wewnatrzkomorkowa ma silnie ujemny
tadunek i powoduje znaczne zageszczenie kationow
zkazdego konca kanatu. Obecno$¢ kationéw na duzych
obszarach moze stanowi¢ ostone¢ przed dzialaniem
tadunkéw elektrycznych biatek, pozwalajac na prze-
plyw anionéw.

4.3.2. Wytwarzanie receptora acetylocholiny

U kregowcéw rozpoznano siedemnascie podjed-
nostek n-AchR o zréznicowanej budowie (a,—at,g, p;—Pa»
Y, 0 i €). Rdznice sg zwigzane z odmienng sekwencja
aminokwaséw. Wszystkie te podjednostki wykryto
u czlowieka, z wyjatkiem oy (ktérg znaleziono tylko
u ptakow).

Podjednostki N-AchR gromadza sie i skupiaja
w oligomery w obrebie siateczki cytoendoplazma-
tycznej [160]. Aktywno$¢ migénia hamuje ekspresje
pozazlaczeniowych receptoréw n-AchR i pobudza ich
skupianie si¢ w zlgczu nerwowo-migéniowym [161,162].
Leczenie antagonistami Ach zwieksza ekspresje
n-AchR poza zlaczem nerwowo-mie$niowym a lecze-
nie wysokimi stezeniami agonistow AchR zwigksza
wytwarzanie n-AchR. Jest to wczeénie dostrzegane
jako zanik receptoré6w w blonach cew mig$niowych
[163,164].

Nowo zsyntetyzowane podjednostki n-AchR
wiaza sie natychmiast w siatce endoplazmatyczne;j
z biatkami ostonowymi kalneksyng i Bip, od ktorych
uwalniajg sie dopiero po dalszym dojrzewaniu i sku-
pianiu [165,166]. By osiagnac¢ sprawno$¢, n-Achr muszg
by¢ ztozone w piecioboki a nastepnie przeniesione do
czedci postsynaptycznej blony komérkowej. Receptory
n-Ach opuszczajg siatke endoplazmatyczng tylko jako
w pelni zlozone piecioboki. Podczas dojrzewania biatka
musza ulega¢ zwijaniu. Podjednostki n-AchR, ktére
nie zwijaja si¢ lub nie skupiaja we wlasciwy sposdb, sa
zatrzymywane w obrebie siatki endoplazmatyczne;j. Sg
one szybko rozkladane przez zwigzany z siatka endo-
plazmatyczng system rozkltadu ERADT [167,168]. Tylko
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4.3.3. The anchor in the postjunctional membrane,
the dystrophin-glycoprotein complex

The dystrophin associated protein complex is
a trans-membrane complex of proteins that links the
extracellular matrix to the intracellular cytoskeleton
in skeletal muscle, providing mechanical reinforce-
ment to the sarcolemma (the muscle cell membrane)
and allowing efficient lateral force transduction during
muscle contraction [173]. It also binds a number of
signalling molecules, kinases and ion channels, inc-
luding, the n-AchR, calmodulin and neuronal nitric
oxide synthetase. The n-AchRs are connected to the
sarcolemma by a- and B-dystroglycans which are
concentrated at the NM] [174-176]. a-Dystroglycan is
located extra-cellularly and binds to B-dystroglycan,
which spans the sarcolemma. Agrin activates the
muscle-specific receptor tyrosine kinase (MuSK), this
causes activation of rapsyn. Rapsyn, in turn, serves to
anchor B-dystroglycan to the intracellular portion of
all n-AchR subunits. Thus the most prominent scaf-
folding protein is rapsyn, which co-localizes precisely
with the AchR at developing neuromuscular junctions.
B-Dystroglycan binds to the synapse-specific protein
utrophin, a homolog of dystrophin, located intra-
cellular at the NMJ (Figure 14). Utrophin is localized
with n-AchR at the crests of postsynaptic junctional
folds, whereas dystrophin is found with Na*-channels
in the troughs of junctional folds. Utrophin promotes
the growth of AchR clusters in myotubes, suggesting
that utrophin may function in neuromuscular synapse
maturation. Dystrophin resides in the cytoplasmic
face of the plasma membrane in skeletal muscle and is
thought to serve as a molecular link between cytopla-
smic y -actin and the surrounding basal lamina, pro-
viding mechanical stability. Similarly, the dystrophin
homologue utrophin links the dystrophin-associated
complex to actin filaments where AchRs cluster at
neuromuscular synapses. Syncoilin helps link the
dystrophin associated protein complex to desmin
filaments in muscle and plays a role in contractile
force transmission.

Several of the muscular dystrophies are caused by
mutations in components of the dystrophin associated
protein complex. The most prevalent form is Duchenne
muscular dystrophy (DMD), which is caused by muta-
tions in dystrophin [177] (see section 6. part III). As
aresult, the muscle is unable to produce force effectively
and the sarcolemma becomes vulnerable to contrac-
tion-induced damage.
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okoto 30% syntetyzowanych podjednostek dociera
do powierzchni komorki, co sugeruje $cista kontrole
procesu skfadania [169]. Wykazano, ze konieczna jest
funkcja UNC-50, by kierowa¢ n-AchR do powierzchni
komorki i w tym samym czasie zapobiega¢ wejsciu
receptoréw na szlak rozkladu lizosomalnego [170].
Gdy tylko n-AchR osiggng powierzchnie komorki, sg
skupiane i metabolicznie stabilizowane w synapsie,
poprzez zakotwiczenie w faldach postsynaptycznych
[171,172].

4.3.3. Stabilizacja komplekséw dystrofina-glikopro-
teina w blonie postsynaptycznej

Zespot biatek zwigzanych z dystrofing jest uktadem
bialek przezblonowych, faczacych macierz pozakomor-
kowa z wewnatrzkomérkowym szkieletem mie$nia
poprzecznie prazkowanego. Zapewnia to mecha-
niczne wzmocnienie sarkolemmy (btony komoérki
mieé$niowej) i pozwala na skuteczne przenoszenie sity
bocznej podczas skurczu miegénia [173]. Uklad ten
wigze tez liczne bialka sygnatowe, kinazy i kanaly
jonowe, wlaczajac w to n-AchR, kalmoduling i neu-
ronalng syntetaze tlenku azotu. Recepotry n-AchR sg
polaczone z sarkolemma poprzez a- i 3-dystroglikany,
skupione w ztaczach nerwowo-miesniowych [174-176].
Dystroglikan a jest umiejscowiony pozakomoérkowo
i zwigzany jest z B-dystroglikanem, napinajacym
sarkolemme. Agrypina aktywuje swoistg dla mie$nia
kinazg tyrozyny (MuSK), co powoduje aktywacje rap-
syny. Rapsyna, z kolei przymocowuje B-dystroglikan
do wewnatrzkomérkowych czesci wszystkich podjed-
nostek n-AchR. Najbardziej typowym biatkiem faid
zlaczeniowych jest wiec rapsyna, wspolwystepujaca
z receptorami AchR w wyksztalcajacych sie ztaczach
nerwowo-miesniowych. Dystroglikan B taczy si¢ ze
swoistym dla synaps biatkiem utrofing, bedaca homo-
logiem dystrofiny, umiejscowionej w wewnatrzkomor-
kowej czesci ztacza nerwowo-miesniowego (Rycina 14).
Utrofina miesci sie wraz z receptorami n-AchR na
grzebieniach faldéw postsynaptycznych, podczas
gdy dystrofina jest rozmieszczona wraz z kanalami
Na' na powierzchni faldéw zlacza. Utrofina ulatwia
rozwoj skupisk receptoréw AchR w cewach mie$nio-
wych, co zdaje si¢ wskazywad, ze utrofina uczestniczy
w dojrzewaniu synaps. Dystrofina znajduje si¢ na
cytoplazmatycznej powierzchni bfony komérkowej
miesni szkieletowych i stuzy jako molekularna wiez,
pomiedzy cytoplazmatyczng y —aktyng a otaczajacg
blaszkg podstawows, zapewniajac mechaniczng stabi-
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Figure 14. The postsynaptic apparatus for anchoring
the acetylcholine receptor to the
sarcolemma

Rycina 14. Postsynaptyczny uktad mocujacy receptor
acetylocholiny w sarkolemmie

The Na*-channels are present at high density in
the secondary folds. They are anchored similar to the
AchRs via interaction with ankyrin, the sarcoglycan
complex, the dystroglycan complex, dystrobrevins,
and dystrophin.

4.3.4. Synaptogenesis and the clustering of acetylcho-
line receptors in the neuromuscular junction

Synaptogenesis is the process of the production
of the NM]J and involves the juxtaposition of pre-
and postsynaptic structures and the generation of
regions of densely packed neurotransmitter receptors.
Differentiation of the pre- and postsynaptic speciali-
zations is a multistep process requiring coordinated
sequential interactions between nerve terminals and
muscle. Synaptogenesis starts during early embryonic
development when myoblasts fuse to form myotubes
and start to transcribe and translate the genes encoding
AchR subunits. Schwann cells guide nerve terminal
growth, and also play an essential maintenance role at
developing NMJs [178]. Calcitonin gene-related peptide
(CGRP) is well known to be released at the NMJs to
regulate the expression of the postsynaptic genes.

Nerve-muscle interactions are generally agreed
to regulate the formation of synapses. Ach is the main
neuronal signal that elicits responses from the postsy-
naptic n-AchRs and thus regulates postsynaptic diffe-
rentiation. The synaptic basal lamina also contains two
major factors, expressed and secreted by motor nerves,
agrin and neuregulin, which are both implicated in
synapse formation and maintenance [179-181].

When myoblasts fuse to form myotubes, several
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lizacje. Podobnie homolog dystrofiny, utrofina, wigze
zwigzany z dystrofing kompleks, do widkien aktyny,
gdzie receptory AchR gromadzg si¢ w synapsie nerwo-
wo-mig$niowej. Synkoilina pomaga wigzac zwigzany
z dystrofing uklad bialek z wiékienkami desminy
w mieéniu, uczestniczgc w przenoszeniu sity skurczu.
Szereg dystrofii mig$niowych jest spowodowanych
mutacjami kompleksu bialek zwigzanego z dystrofing.
Najczesciej spotykang postacia jest zanik migsniowy
Duchenne (Duchenne muscular dystrophy = DMD),
wywolany mutacjami dystrofiny [177] (patrz rozdziat
6. — cze$¢ IIT). Skutkiem tego miesien nie jest w sta-
nie zbudowa¢ skutecznej sity a sarkolemma staje sie
podatna na uszkodzenia wywolane skurczami.
Kanaty Na*" wystepuja w duzym skupieniu w fal-
dach wtdrnych. Zakotwiczone sa podobnie jak recep-
tory Ach za pomoca ankiryny, uktadu sarkoglikanu,
uktadu dystroglikanu, dystrobrewin i dystrofiny.

4.3.4. Synaptogeneza iskupianie sie receptoréw ace-
tylocholiny w zlgczu nerwowo-miesniowym

Synaptogeneza to proces wytwarzania zlgcza
nerwowo-mig$niowego, ktory obejmuje przeciwlegle
ustawianie si¢ struktur pre- i postsynaptycznych oraz
wytwarzanie obszaréw o gesto upakowanych recep-
torach neuroprzekaznikéw. Wyksztalcanie swoistosci
pre- i postsynaptycznej jest procesem wieloetapowym,
wymagajacym kolejnych, skoordynowanych interak-
cji miedzy zakonczeniem nerwowym a mig¢sniem.
Synaptogeneza rozpoczyna si¢ we wczesnym okresie
embrionalnym, gdy mioblasty zlewaja si¢ w ksztalt
cewy mieé$niowej i geny kodujgce rozpoczynaja trans-
krypcje i translacje podjednostki receptoréw Ach.
Komorki Schwanna prowadzg wrastanie zakonczen
nerwowych i majg istotne znaczenie w utrzymaniu
rozwijajacego sie zfacza nerwowo-miesniowego [178].
Peptyd zwigzany z genem kalcytoniny (CGRP) jest, jak
wiadomo, uwalniany w ztagczu nerwowo-mie$niowym
i reguluje geny postsynaptyczne.

Panuje zgodna opinia, ze tworzenie synaps jest
regulowane przez interakcje nerwowo-mig$niowe.
Gléwnym sygnalem neuronalnym, wyzwalajacym
odpowiedziz n-AchR jest Ach, ktéra tym samym regu-
luje réznicowanie postsynaptyczne. Bfona podstawowa
synaps zawiera miedzy innymi dwa gléwne czynniki,
uruchamiane i wydzielane przez nerwy ruchowe,
agryne i neureguling, uczestniczace w ksztaltowaniu
i utrzymywaniu synaps [179-181].

Gdy mioblasty taczg si¢ w cewy mig$niowe, naste-
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synaptic genes, including those encoding n-AchR
subunits, are activated. Before innervation, AchRs are
expressed by nuclei located along the entire embryonic
myotube. N-AchR subunits are produced, assembled
into pentameres, and inserted in the myotube mem-
brane surface, where they remain in a mobile state. In
early developmental stages the n-AchR is expressed
throughout the muscle, with clusters or ‘hot-spots’ of
n-AchR, forming independently of the nerve in the
process of muscle pre- patterning [182]. Then in asso-
ciation with motor axon produced factors agrin and
neuregulin, do NMJs start to develop by attracting the
diffusely distributed n-AchRs and anchoring them to
the sub-synaptic cytoskeleton. The n-AchRs thus lose
their mobility. During the formation of NMJs, the axon
terminal of a motor neuron branches and innervates
the target muscle fibre at multiple places. Also fibres
receive connections from multiple nerves. Due to the
influence of two distinct factors (nerve-derived factors
and Ach-mediated muscular activity) a change will
now occur. Nerve-evoked electrical activity leads to
the transcriptional repression of AchR genes in non-
synaptic nuclei. Nerve released factors such as agrin
and neuregulin then act to overcome this suppression
by selectively enhancing AchR gene expression in sub-
synaptic nuclei.

The many branches lose their myelin and appose
only alimited number of muscle fibres. On each muscle
fibre, one synaptic site (often contacted by several
different nerves) becomes stabilized, and the mature
endplate pattern is then established. During postnatal
development the multiple innervations of muscle fibres
are further reduced until motor neurons form single
synaptic contacts [183]. Single innervation is attained
by the progressive retraction of some of the axon
branches of each motor neuron. One consequence of
axon branch retraction is that the number of muscle
fibres innervated by each motor neuron is reduced,
resulting in a reduction in motor unit size. The nerve
terminals are covered by Schwann cells. These cells
release a factor that markedly and acutely potentiate
spontaneous synaptic Ach release, whereas they inhibit
evoked synaptic currents at developing NM]Js [184].
Active factors released by perisynaptic Schwann cells
are endocytosed and transferred to the motor neuron
soma via slow, retrograde axon transport at developing
NMJs. At the motor neuron soma, the active factors
bind to intracellular receptors and activate signal path-
ways that lead to the influx of Ca*" in the soma. This
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puje uczynnienie wielu gendw synaptycznych, tacznie
z tymi, ktore zawierajg kody podjednostek n-AchR.
W okresie poprzedzajacym unerwienie, receptory
Ach sg wyrazane w jadrach rozmieszczonych na calej
dlugo$ci cewy mig$niowej. Podjednostki n-AchR s3
wytwarzane i faczone w pieciosklady (pentamery)
i rozmieszczane na powierzchni blony cewy miesénio-
wej, gdzie pozostaja w stanie ruchomym. Ekspresja
n-AchR dotyczy calego migsénia, ze zlepami lub
“plamkami §wietlnymi” n-AchR, ksztalttowanymi bez
wplywu nerwéw podczas wstepnego modelowania
[182]. Nastepnie pod wplywem agryny i neureguliny,
czynnikéw wytwarzanych przez aksony ruchowe,
zaczyna rozwijac si¢ zlacze nerwowo-miesniowe (n-m),
przyciagajac receptory n-Ach i kotwiczac je w subsy-
naptycznym szkielecie komérkowym. Receptory n-Ach
tracg swoja ruchomo$¢. Podczas ksztaltowania ztacza
n.-m. zakonczenie aksonu neuronu ruchowego rozga-
tezia sie i unerwia docelowe widkna migénia w wielu
miejscach. Wtdkna miesniowe sg, ze swej strony, takze
zaopatrywane w galazki konicowe, pochodzace z wielu
nerwoéw. Teraz moze nastapi¢ zmiana, wywolana wpty-
wem dwu odmiennych grup czynnikéw (czynnikéow
pochodzenia nerwowego i zaleznej od Ach czynnosci
mie$nia). Wyzwalana poprzez nerw aktywno$¢ elek-
tryczna powoduje represje transkrypcji genéw AchR
w jadrach niezwigzanych z synapsa. Supresja ta jest
omijana przez uwalniane przez nerwy agryne i neu-
reguling, ktére wybidrczo zwickszajg ekspresje genow
AchR w jadrach postsynaptycznych.

Liczne galazki traca mieline i zaopatruja tylko ogra-
niczong ilo§¢ widkien mig$niowych. Na kazdym wioknie
powstaje jedno miejsce synaptyczne (czgsto stanowigc
miejsce kontaktu wielu nerwow), w ktérym rozwija sie
ostateczny ksztalt dojrzalej ptytki koncowej. W dalszym
rozwoju po narodzeniu mnogie unerwienie widkien
miesniowych ulega stopniowej redukeji az do stanu,
w ktorym jedno widkno mie$niowe jest zaopatrzone
przez jeden kontakt synaptyczny [183]. Unerwienie
pojedyncze mozliwe jest w nastepstwie postepujacego
wycofywania si¢ niektérych gatazek aksonalnych kaz-
dego neuronu ruchowego. Jednym z nastepstw cofania
sie galazek aksonalnych jest to, ze liczba widkien mie-
$niowych, unerwianych przez jeden neuron ruchowy,
jest mniejsza, co powoduje zmniejszenie wielkosci jed-
nostki motorycznej. Zakornczenia nerwowe pokrywaja
komérki Schwanna. Komoérki te uwalniajg czynnik,
ktéry szybko i znacznie wzmaga samoistne uwalnianie
Ach w synapsie, w tym samym czasie, kiedy hamujaco
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triggers downstream pathways that result in enhanced
spontaneous synaptic Ach release. Early in NM]J for-
mation, the nerve lays down a signal, or “trace”, on the
muscle fibre surface that triggers postsynaptic differen-
tiation. Such process later on only occurs if the muscle
is active i.e. is stimulated by Ach. The postsynaptic
membrane, under influence of the muscle activity,
forms numerous folds. Muscle activity thus influen-
ces the organisation of cytoskeleton proteins within
the muscle. One of the major ones is the clustering of
the diffusely distributed AchRs and their anchoring
at the synapse. Agrin is synthesized by myotubes
in the muscle, by Schwann (glia) cells as well as by
motor neurons [185]. Neuronal agrin, a large heparan
sulphate proteoglycan secreted from nerve terminals,
that binds to the synaptic basal lamina closest to its site
of release in the primary synaptic cleft, is responsible
for this clustering at the sarcolemma of the crests of
the foldings. Initially Schwann-cell agrin causes local
activation of protein kinases including the muscle
specific kinase (MuSK). This leads both to increased
expression of the genes encoding the various n-AchR
subunits, and to ‘trapping’ of mobile n-AchR molecules
in the postsynaptic region of the muscle fibre surface.
Trapping requires the participation of the cytoplasmic
protein rapsyn, a protein co-targeted with AchR to the
muscle membrane. Activation of MuSK thus triggers
the assembly of a postsynaptic cytoskeleton scaffold
that clusters AchRs through the associated cytosolic
protein rapsyn (receptor-associated protein at the
synapse) [186]. AchRs cluster only when co-expressed
with rapsyn. Rapsyn interacts directly with n-AchRs
and is essential for agrin-induced clustering of the
n-AchR [187]. Rapsyn binds the receptor subunit to
B-Dystroglycan. Via its carboxy-terminal region B-DG
interacts with dystrophin/utrophin, which in turn
binds to F-actin. In this way they tether n-AchRs to
the cytoskeleton. The n-AchR/rapsyn complexes aggre-
gate and are stabilized in the postsynaptic membrane
[188]. Organization of an F-actin-based cytoskeleton
structure by synaptogenic stimuli is necessary for
AchR clustering. The utrophin glycoprotein complex
thus plays a role in the stabilization of n-AchR clusters
[189]. Accordingly, in rapsyn-deficient myotubes, asso-
ciation of the AchR with 8-dystroglycan and utrophin
is no longer observed. Rapsyn-mediated linkage of
AchRs to the utrophin-associated complex through
B-dystroglycan is not the only mechanism however,
as AchRs can associate with utrophin independent of
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wplywaja wzbudzone prady synaptyczne w rozwijaja-
cym sie zlaczu nerwowo-mig$niowym [184]. Substancje
czynne z okolosynaptycznych komoérek Schwanna
ulegaja endocytozie i przenoszeniu do ciata neuronu
ruchowego droga powolnego aksonalnego transportu
wstecznego z rozwijajacego si¢ ztacza. W somatycznej
czedci neuronu ruchowego substancje aktywne wigzg
si¢ z receptorami érédkomérkowymi i wzbudzaja uktad
sygnaléw, prowadzacy do wptywu Ca** do wnetrza tej
cze$cikomorki. Uruchamia to dalsze szlaki, powodujace
nasilenie samoistnego uwalniania Ach. We wczesnym
okresie rozwoju zlacza nerwowo-migéniowego, nerwy
kieruja sygnat, lub ,,§lad” na powierzchni¢ wtdékna
mig$niowego, ktory wyzwala réznicowanie si¢ struk-
tur postsynaptycznych. Taki proces jest mozliwy takze
pdziniej, ale tylko wtedy, gdy miesien jest aktywny,
tj. pobudzany przez Ach. Blona postsynaptyczna,
w wyniku aktywnosci mieénia, tworzy liczne faldy.
Aktywno$¢ miesnia ma wiec wptyw na uporzadkowanie
bialek szkieletu komorkowego jego widkien. Do naj-
istotniejszych elementéw rozwoju nalezy skupianie si¢
pierwotnie rozproszonych receptoréw Ach i ich moco-
wanie w synapsie. Agryna jest syntetyzowana przez
cewy migéniowe, komorki Schwanna (glej) oraz neurony
ruchowe [185]. Neuronalna agryna, duzy proteoglikan
heparynowo-siarczanowy, jest wydzielany z zakon-
czen nerwowych. Wigze si¢ on z synaptyczna blong
podstawna, blisko miejsca, z ktérego jest uwalniany do
pierwotnej szczeliny synaptycznej i jest odpowiedzialny
za grupowanie si¢ receptoréw na sarkolemmie grzebieni
sfaldowan. Agryna pochodzaca z komérek Schwanna
powoduje wstepna aktywacje kinaz proteinowych,
tacznie z kinazg swoista dla mieéni (MuSK). Prowadzi
to zaréwno do zwigkszonej ekspresji genéw koduja-
cych rézne podjednostki receptora nikotynowego Ach
i do ,wychwytywania” ruchomych czasteczek n-AchR
w postsynaptycznych obszarach powierzchni widkien
miesniowych. Wychwytywanie wymaga udziatu biatka
cytoplazmatycznego, rapsyny, biatka kierowanego
wspdlnie z AchR do blony migéniowej. Aktywacja MuSK
rozpoczyna budowe rusztowania dla postsynaptycz-
nego szkieletu komorkowego, ktéry gromadzi AchR
za pomocg biatka cytosolu, rapsyny (biatko skojarzone
w synapsie z receptorem) [186]. Receptory Ach skupiaja
sie tylko wtedy, gdy odslaniane sg wspdlnie z rapsyna.
Rapsyna reaguje bezposrednio z receptoramin-Ach i jest
niezbedna dla indukowanego przez agryne skupiania
sie tych receptoréw [187]. Rapsyna wiaze podjednostki
receptora do B-dystroglikanu. Poprzez swoje zakoncze-
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B-dystroglycan in muscle. Thus, S-dystroglycan may
be sufficient, but not essential for linking AchR to the
utrophin-associated complex.

Agrin also mediates the clustering of AchE at the
basal lamina, and the voltage-gated sodium channels
in the secondary foldings. Clustering of AchR by agrin
occurs through the MuSK trans-membrane receptor
tyrosine kinase complex and rapsyn.

Other effector molecules, such as neuregelin-1
and nitric oxide, have been implicated in promoting
clustering and gene expression at the NM]J, but all are
dependent on the agrin /MuSK signalling pathway
[190-192].

It now has been demonstrated that neither neu-
ral nor non-neural agrin is absolutely required to
initiate the postsynaptic differentiation. Early stages
of postsynaptic differentiation can also occur in the
presumptive end-plate band even by mechanisms
intrinsic to the muscle. The nerve supplies muscle with
anagrin-independent signal. Receptor clusters can also
form in the absence of agrin. Protein Dok-7 has been
recognized as the crucial activator of MuSK instead of
agrin. However, the lack of agrin has severe effects on
subsequent development of the NM]J. The motor nerves
are unable to interact with pre-patterned n-AchRs
and to establish stable synaptic contacts. Instead, they
continue to grow and branch extensively.

There are three early, overlapping steps in the
formation of the postsynaptic apparatus at the NMJ.
First, the muscle-intrinsic, nerve/agrin-independent
and MuSK dependent mechanism which initiates the
formation of postsynaptic specialization in an end-
plate band. Second, nerve-derived agrin acts through
MuSK to promote apposition of nerve terminals to
these nerve-independent n-AchR clusters and/or to
induce new postsynaptic sites. Third, motor axons,
or Schwann cells that accompany them, provide an
agrin-independent signal that destabilizes or disperses
postsynaptic apparatus that have not been stabilized
by agrin [193]. MuSK and rapsyn thus are critical com-
ponents of the n-AchR clustering machinery. MuSK is
required for the nerve-independent n-AchR clustering.
During development, myotubes also express asymme-
tric AchE over their entire surface, but then quickly
accumulate this AchE at the newly formed synapses.

After birth embryonic n-AchRs are replaced by
aggregates of adult n-AchRs, and the postsynaptic
membrane forms numerous folds with the receptors on
their crests with a surface density of 10-20,000 recep-
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nie karboksylowe f-DG reaguje z dystrofing/utrofing,
ktdra z kolei wigze si¢ z F-aktyna. W ten sposob recep-
tory n-Ach zostaja zamocowane w szkielecie komor-
kowym. Kompleks n-AchR/rapsyna ulega agregacji
izostaje przymocowany do blony postsynaptyczne [188].
Organizacja budowy opartego na F-aktynie szkieletu
komérkowego, wymaga pobudzen synaptotworczych,
co warunkuje skupianie si¢ receptoréw AchR. W stabili-
zacji skupisk receptoréw n-AchR znaczgca role odgrywa
potaczenie dystroglikan/utrofina [189]. Zgodnie
z powyzszym, w cewach migsniowych pozbawionych
rapsyny, nie spostrzega sie juz polaczen receptoréw
Ach z 3-dystroglikanem i utrofing. Zalezne od rapsyny
wiazanie si¢ receptoréw Ach z kompleksem zwigzanym
z utrofing, za pomoca poprzez f3-dystroglikan, nie
jest jednak mechanizmem jedynym, poniewaz AchR
moga wiazaé sie w mieéniu z utrofing, niezaleznie od
B-dystroglikanu. Tak wigc S-dystroglikan moze by¢
wystarczajacy, ale nie niezbedny, dla wigzania AchR
z kompleksem zwiazanym utrofing.

Agryna posredniczy takze w grupowaniu si¢ AchE
w blaszce podstawnej oraz kanaléw sodowych bramko-
wanych napieciem w faldach wtérnych. W skupianiu
sie AchR pod wptywem agryny, uczestniczy kompleks
MuSK - przezblonowy receptor kinazy tyrozyny
i rapsyny.

Przypuszcza sie, ze inne czasteczki efektorowe,
jak neuregelina-1 i tlenek azotu, promuja ekspresje
gendw i agregacje w ZNM, ale sg zalezne od szlaku
sygnalizacyjnego agryna/MuSK [190-192].

Wykazano ostatnio, Ze ani neuronalna, ani poza-
neuronalna agryna nie jest bezwzglednie potrzebna
do rozpoczecia ksztaltowania postsynaptycznego.
Wezesne fazy postsynaptycznego przeksztalcania moga
wystepowac takze w oparciu o dziatanie mechanizméw
mie$niowych w pasmie przysztej ptytki koncowe;j.
Nerwy wysylaja do migéni sygnaty niezalezne od agryny.
Skupiska receptoréw moga tworzy¢ si¢ bez udziatu
agryny. Bialko Dok-7 rozpoznano jako kluczowe,
zamiast agryny, do aktywacji MuSK. Brak agryny ma
jednak istotny wplyw na rozwdj zlacza nerwowo-mie-
$niowego. Nerwy ruchowe nie sg w stanie oddziatywac¢
z nie uporzagdkowanymi jeszcze n-AchR i nawigzywaé
z nimi statego kontaktu. Zamiast tego ulegaja one dal-
szemu wzrastaniu i rozlegtemu rozkrzewianiu sie.

We wczesnym okresie wytwarzania postsynap-
tycznej czesci ztacza nerwowo-mie$niowego mozna
wyrdznic trzy zachodzace na siebie fazy. W pierwszej
fazie mechanizmy; wewnetrzny miesnia, niezalezny
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tors per um?, directly underneath the nerve terminal
[194]. Ach contributes to the rearrangement of n-AchR
clusters in innervated muscle [195].

4.3.5. Maintenance of the neuromuscular junction

Early aspects of synaptic connectivity are activity-
independent and induced by agrin and neuregulin,
whereas synaptic maintenance and maturation require
muscle activity. Schwann cells notice when nerve or
muscle activity is missing and start producing a factor
which will stimulate adaptive growth of axonal sprouts
and the formation of new immature synaptic contacts.
The formation of muscle fibres, Ach, and n-AchRs are
pre-patterned at sites that are used by the outgrowing
motor neurons to form synaptic contacts. Once the
ingrowing motor axon contacts the muscle cell, it
releases neural agrin, which is needed to stabilise the
synapse [196]. The agrin-MuSK signalling cascade has
been directly implicated in the up-regulation of n-AchR
gene expression at the NMJ and in the clustering of the
Na*-channels in the valleys of the NM]J [197]. Agrin is
required for the growth and maintenance of most, if not
all, synaptic sites. Agrin complexed with MuSK form
part of a motor neuron stop signal and act as a presy-
naptic regulator for axonal branching [198]. Agrin thus
counteracts the effects of a second nerve derived signal
that disperses n-AchR clusters and thus is involved more
in the maintenance than in the formation of n-AchR
clusters [199]. The dispersion of receptors is induced
by Ach. The physiological role of agrin is not to induce
postsynaptic specializations on developing myofibrils,
but rather to stabilize synaptic contacts, and to control
axon growth. Agrin increases the halflife of the AchR
from 1 day to 10 days [200]. The stability of the NM]J
is lost after denervation, and the AchRs acquire a half-
life of 3-7 days and are replaced by “new” fetal AchRs.
Re-innervation restores a half-life of 10 days to the old
AchRs, blocks the expression of new unstable AchRs,
and induces the appearance of new stable AchRs. Like
re-innervation, electrical stimulation of denervated
muscles blocks the expression of unstable AchRs and
induces the appearance of stable AchRs.

Rise in intracellular calcium via activation of
L-Ca’*-channels, as happens with muscle contrac-
tion, is essential for the aggregation of n-AchRs [201].
Furthermore muscle activity suppresses n-AchR
subunit gene expression in non-synaptic nuclei and
promotes expression by synapse-associated nuclei
[202]. The reduction of postsynaptic rapsyn after dene-
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od nerwu/agryny i zalezny od MuK, zapoczatkowuja
specjalizacje postsynaptyczng w prazku ptytki kon-
cowej. W fazie drugiej wydzielana przez nerw agryna,
dzialajac za pomoca MuSK powoduje ustawianie sie
zakonczenia nerwu na przeciw skupisk nie zwigza-
nych z nerwem receptoréw nikotynowych Ach oraz
wzbudza tworzenie nowych miejsc postsynaptycz-
nych. W trzeciej fazie, aksony nerwéw ruchowych
lub towarzyszace im komoérki Schwanna, wytwarzaja
sygnal niezalezny od agryny, ktéry destabilizuje lub
rozprasza te czesci apartu postsynaptycznego, ktdre nie
sa zamocowane przez agryne [193]. MuSK i rapsyna sa
wigc istotnymi sktadowymi mechanizmu skupiajacego
n-AchR. MuSK jest konieczny dla nagromadzania si¢
n-AchR niezaleznego od nerwéw. Podczas rozwoju
cewy mie$niowe eksponuja na calej swej powierzchni
asymetryczne AchE a nastepnie szybko skupiaja AchE
w nowo uksztaltowanych synapsach.

Po urodzeniu embrionalne receptory nikoty-
nowe Ach sg zastepowane przez zespoly nAchR typu
dorostych a btona postsnaptyczna tworzy liczne faldy
z receptorami na ich grzbietach, w gestosci 10-20,000
receptoréw na pm?, tuz przy zakoriczeniu nerwu [194].
Acetylocholina uczestniczy w organizacji ustawienia
skupisk n-AchR w unerwionym mieéniu [195].

4.3.5. Podtrzymywanie zlgcza nerwowo-miesniowego

Wezesne warunki taczenia synaptycznego migsnia
nie sg zalezne od jego aktywnosci a sg stymulowane
przez agryne i neureguline, podczas gdy utrzymywanie
ztacza ijego dojrzewanie zalezy od aktywnos$ci migénio-
wej. Komorki Schwanna rozpoznajg brak aktywnosci
nerwowej lub mie$niowej i rozpoczynaja wytwarzanie
czynnika, stymulujacego wyréwnawczy wzrost wypu-
stek aksonalnych i tworzenie nowych, niedojrzatych,
kontaktéw synaptycznych. Formowanie nowych kon-
taktéw synaptycznych zachodzi, jesli w miejscach, do
ktérych docieraja wypustki neuronéw motorycznych,
obecne sg wczeéniej uformowane wlékna miesniowe,
Ach i receptory Ach. Gdy tylko rozrastajacy sie akson
motoryczny wejdzie w polaczenie z komérka miesniowa,
uwalnia neuropochodng agryne, potrzebna do stabiliza-
cji synapsy [196]. Kaskada sygnalizacyjna agryna-MuSK
uczestniczy bezposrednio w zwiekszeniu ekspresji genu
n-AchR w zlgczu nerwowo-mie$niowym i skupianiu
sie kanatéw Na" w zaglebieniach fald [197]. Agryna
jest niezbedna dla wzrostu i utrzymania wiekszosci,
jesli nie wszystkich miejsc synaptycznych. Polaczenie
agryny z MuSK tworzy cze$¢ sygnatu hamowania dla
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rvation is accompanied by an acceleration of n-AchR
turnover [203].

4.3.6. The acetylcholine binding sites

The mature AchR consists of 5 subunits: 2ade
[204]. The a-subunit is important as binding sites for
Ach and the antagonists. The y /& and §-subunits are
involved, together with the a-subunits, in shaping
the ligand-binding sites and maintaining coopera-
tive interactions between the al-subunits [205]. The
B-subunit is important for n-AchR clustering at the
endplate [206]. Agonists thus bind at subunit interfa-
ces in which both a and non-a-subunits participate
[207]. Binding of Ach to the receptor takes place at
two separate places at the interface [208-210]. One is
called the “principal component” of the binding site and
resides on the a-subunit, whereas the other is called
the “complementary component” and resides on the
adjacent non-a-subunit. The Ach-binding pocket of the
n-AchR is formed between loops of the a subunit and
the B-sandwich core of the adjacent y or §-subunit. This
lies approximately 40 A above the membrane surface
and on opposite sides of the channel pore. Binding sites
for competitive antagonists, such as non-depolarizing
muscle relaxants, snake neurotoxins and cone snail
conotoxins are also located at these subunit interfaces
[211]. The presence of different non-a subunits confers
different affinities to the two binding sites. Some rela-
xants thus have, more affinity for the ay/e and others
for the ad-site on the opposite sides of the pore [212].
The pore contains the gate, which opens when Ach
occupies both binding pockets (Figure 15).

A

Extracellular domain

N-terminus

Transmembrane

Domains MI - MIV Ligand-binding

Cell membrane —]

Channel pore

Intracellular domain

Figure 15. The binding sites and gate of the
acetylcholine receptor

Rycina 15. Miejsca wigzania i bramka receptora
acetylocholiny
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neuronu ruchowego i dziala jako presynaptyczny regu-
lator rozkrzewiania aksonu [198]. Agryna zapobiega
wiec dziataniu drugiego sygnatu neuropochodnego,
ktéry rozprasza skupiska receptoréw n-AchR, jest wiec
istotniejsza dla podtrzymania zespoléw n-AchR niz ich
wytwarzania [199]. Rozpraszanie receptoréw indukuje
acetylocholina. Fizjologicznym zadaniem agryny nie
jest rozpoczynanie specjalizacji postsynaptycznej roz-
wijajacych sie wldkien miesniowych ale raczej stabili-
zacja kontaktow synaptycznych i regulowanie wzrostu
aksonu. Agryna przedtuza pétokres trwania AchR od
1 do 10 dni [200]. Ztacze nerwowo-miesniowe staje sie
nietrwale po odnerwieniu a receptory Ach o pétokresie
trwania 3-7 dni, zastepowane sg rzez ,nowe” receptory
Ach plodowe. Powr6t unerwienia przywraca potokres
trwania do 10 dni przetrwatych, starych receptoréow
Ach, blokuje ekspresje nowych, nietrwatych receptoréw
Ach i zapoczatkowuje pojawianie si¢ nowych, trwatych
receptoréw Ach. Podobnie jak powr6t unerwienia,
draznienie elektryczne blokuje ekspresje niestabilnych
receptorow Ach i wzbudza pojawianie si¢ trwatych
receptoréw Ach.

Wzrost stezenia wapnia w komérce, w wyniku
uczynnienia kanaléw L-Ca*', podobnie jak dzieje sie
to w czasie skurczu miesnia, jest niezbedny dla agre-
gacji receptoréw n-AchR [201]. Poza tym aktywno$¢
mie$niowa powoduje supresje genéw podjednostek
receptoréw n-Ach w jadrach ,niesynaptycznych”
azwigksza ekspresje w jadrach komorek skojarzonych
zsynapsg [202]. Zmniejszone stezenie postsynaptyczne
rapsyny po odnerwieniu kojarzy si¢ z przyspieszonymi
zmianami receptoréow n-Ach [203].

4.3.6. Miejsca wigzania acetylocholiny

Dojrzaly receptor AchR skfada si¢ z 5 podjed-
nostek 2apde [204]. Podjednostka a jest wazna jako
miejsce wigzania Ach i antagonistéw. Podjednostki
y/&18 uczestnicza, wraz z podjednostkami a, w ksztal-
towaniu miejsca wigzania ligandéw i utrzymaniu
wspoldziatania podjednostek al [205]. Podjednostka
B jest istotna dla skupiania sie n-AchR na ptytce kon-
cowej [206]. Agonisci wiazg sie wiec z przekaznikiem,
w ktérym dzialaja podjednostki a i podjednostki nie
a [207]. Wigzanie sie Ach z receptorem odbywa sie
w dwu oddzielnych miejscach lacza [208-210]. Jedno
jest nazywane “skladowa gléwna” i jest umiejscowione
w podjednostce a, podczas gdy drugie, okreslane
jako ,,sktadowa uzupelniajaca”, jest zlokalizowane na
przyleglej podjednostce nie a. Kieszonka receptora




Anestezjologia i Ratownictwo 2010; 4: 318-339

Anestezjologia * Ratownictwo * Nauka ¢ Praktyka / Anaesthesiology * Rescue Medicine ¢ Science * Practice

The site in a, (the a subunit next to the y subunit)
is biochemically distinguishable from that in a; due to
the fact that a, has a higher affinity for the competitive
antagonist, d-tubocurarine [213].

4.3.7. The activation (opening) of the acetylcholine

receptor

The pore formed by the receptor has its narrowest
partembedded in the membrane, while the extracellular-
domain and the intracellular-domain are much wider
and form two large vestibules at both ends of the trans-
membrane-domain. The gate is midway of the pore across
the membrane. Here there are a number of hydrophobic
residues that may act to block ion permeation using
a so called ‘hydrophobic gating’ mechanism by which
a closed state pore is not necessarily physically blocked
[214,215]. Both extracellular and intracellular vestibules
of the channel are strongly electronegative, providing
a cation stabilizing environment at either entrance of
the membrane pore. Thus both the EC and IC domains
contain strong negative charges that create large cation
concentrations at either end of the pore. The presence of
cations in the wide regions of the pore can screen out the
protein charge allowing anions to enter [216].

Closed “Distorted” Open “Relaxed”
) A&
/3N

Figure 16. Conformational change of the a-subunits
Rycina 16. Zmiany odksztalceniowe podjednostek a

Cryo-electron microscopy experiments have
shown that in the resting closed state, the o subunits
overlay well with one another, and the non-a subu-
nits also overlay well with one another; however, the
a-subunits do not overlay well with the non-a-subunits
[159]. Binding of Ach initiates two interconnected
events in the ligand-binding domain. One is a local
disturbance in the region of the Ach-binding sites,
and the other a larger-scale conformational change,
involving a 15° rotational movements predominantly
in the two o subunits. This causes a perfect overlay of
all units, and results in the opening of the ion-channel
(Figure 16) [217].
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nikotynowego Ach jest utworzona pomiedzy petlami
podjednostki a a warstwowym rdzeniem [} sasiaduja-
cych podjednostek y lub 8. Znajduje si¢ ona okoto 40 A
ponad powierzchnia blony komérkowej, przeciwlegle
do otworu kanatu. Miejsca wiazania antagonistow
kompetytywnych, jak niedepolaryzujace srodki zwiot-
czajace mieénie, neurotoksyny zmij i konotoksyny
grzechotnika, znajduja si¢ takze na powierzchni kon-
taktowej tych podjednostek [211]. Obecno$¢ réznych
podjednostek nie a przyczynia si¢ do réznego powi-
nowactwa do obu miejsc wiazania. Niektore $rodki
zwiotczajace majg wiec wigksze powinowactwo do ay/e
ainne do miejsca ad po stronie przeciwlegtej do otworu
[212]. Otwér zaopatrzony jest w bramke, ktéra otwiera
sie, gdy Ach zajmuje oba miejsca wigzania (Rycina 15).

Miejsce na a, (podjednostka a sgsiadujgca z pod-
jednostka y) rézni sie biochemicznie od miejsca na
a5, wskutek czego a, ma wieksze powinowactwo do
antagonisty kompetytywnego, d-tubokuraryny [213].

4.3.7. Aktywacja (otwarcie) receptora acetylocholiny

Szczelina uformowana przez receptor ma swoja
najwezszg cze$¢ w miejscu zanurzenia w blonie, podczas
gdy domeny pozakomorkowa i wewnatrzkomérkowa,
sg znacznie szersze i tworza dwa obszerne przedsionki
z obu koncéw domeny przezblonowej. Bramka znajduje
sie w potowie szczeliny na wysokosci blony. Znajduja
si¢ tam liczne reszty hydrofobowe, ktore moga bloko-
wa¢ przeplyw jonéw w mechanizmie “bramkowania
hydrofobowego”, przy ktérym nieczynny kanal nie
jest zamkniety fizycznie [214,215]. Oba przedsionki,
zewnatrzkomorkowy i wewnatrzkomorkowy, sg silnie
elektroujemne, zapewniajac Srodowisko stabilizujace
kationy z kazdego konca otworu w blonie. Obecnos¢
kationéw w szerszych czesciach szczeliny moze stanowi¢
ostone przed wplywem tadunkéw bialek, umozliwiajac
tym samym wej$cie anionéw [216].

Badania w krio-mikroskopii elektronowej wyka-
zaly, ze w spoczynkowym stanie zamkniecia podjed-
nostki a zachodzg na siebie i podjednostki ,nie o”
tez zachodzg na siebie, natomiast podjednostki o nie
przylegaja szczelnie do podjednostek ,,nie a” [159].
Wigzanie Ach rozpoczynaja dwa wspélzalezne zdarze-
nia w domenie wigzania liganda. Jednym jest lokalne
zaburzenie w miejscach wigzania Ach, a drugim
znaczna zmiana ksztaltu, obejmujaca ruchy rotacyjne
rzedu 15° w dwu podjednostkach a. Powoduje to
doskonale ustawienie wszystkich jednostek i powoduje
otwarcie kanatu jonowego (Rycina 16) [217].
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The inner M2 helices also change their confi-
guration in response to Ach, widening the lumen of
the pore at the middle of the membrane. The actual
change seems to be a re-orientation of the M1 and M2
helices [218].

4.3.8. Fetal acetylcholine receptors

The fetal n-AchR (a,3,0y) exists during decreased
activity in muscle as in the foetus before innervation,
after immobilisation, after lower or upper motor neu-
ron injury, after burns or sepsis with increased catabo-
lism [219] (Figure 17). After innervation, the y-subunit
is replaced by &, which creates the adult n-AchR
(a1P18g), present throughout a healthy life. The half
life of the fetal n-AchR is shorter than that of the adult
n-AchR. The immature, or extra-junctional receptor,
may be expressed anywhere in the muscle membrane.

adult AChR

fetal AChR

Figure 17. The fetal and adult Acetylcholine receptor
configuration

Rycina 17. Ksztalt receptora acetylocholiny typu
plodowego i typu dorostych

Immature (fetal) receptors have a smaller sin-
gle-channel conductance and a 2- to 10-fold longer
mean channel open time than mature receptors.
Depolarising or agonist drugs such as suxamethonium
and acetylcholine depolarise immature receptors more
easily: one-tenth to one-hundredth of doses necessary
for mature receptors, can effect depolarisation in
immature receptors. Once depolarised, the immature
channels stay open for a longer time. Potency of non-
depolarising NMBs is decreased, which is demon-
strated by a resistance to non-depolarising NMBs
in newborns.

4.3.8.1. Maturation of the acetylcholine receptor

At birth the n-AchRs are in the fetal conforma-
tion i.e. a2y during the first months after birth they
transfer into the mature configuration, i.e. a2fde. The
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Wewnetrzna helisa M2 zmienia takze swojg kon-
figuracje w odpowiedzi na Ach, rozszerzajac $wiatto
szczeliny na wysoko$ci przej$cia przez blone. Aktualna
zmiana wydaje sie stanowi¢ odksztalcenie helis M1
i M2 [218].

4.3.8. Plodowe receptory acetylocholiny

Receptory ptodowe n-AchR (a,3,8y) pojawaja sie
podczas zmniejszonej aktywno$ci mieénia, podobnie jak
w okresie plodowym przed unerwieniem, po unierucho-
mieniu, po uszkodzeniu dolnego lub gérnego neuronu
ruchowego, po oparzeniach a takze po stanach septycz-
nych ze zwiekszonym katabolizmem [219] (Rycina 17).
Po unerwieniu podjednostka ys jest zastapiona przez
g, co tworzy receptor n-AchR (a1p13¢) typu dorostych,
utrzymujacy si¢ przez zycie w stanach zdrowia. Potokres
trwania ptodowych n-AchR jest krétszy niz n-AchR
dorostych. Receptor niedojrzaty lub receptor poza-zta-
czowy, moze by¢ wyrazony w kazdym miejscu blony.

Receptor niedojrzaty (plodowy) ma mniejsze
przewodnictwo w pojedynczym kanale i dwu do dzie-
sieciokrotnie duzszy $redni czas otwarcia kanatu niz
receptor dojrzaly. Srodki depolaryzujace lub agonisci,
jak suksametonium czy acetylocholina, tatwiej depo-
laryzujg niedojrzate receptory. Jedna dziesigta a nawet
jedna setna dawki, potrzebnej do depolaryzacji recep-
torow dojrzalych, moze juz wywota¢ depolaryzacje
w receptorze niedojrzalym. Po depolaryzacji kanat
jonowy niedojrzalego receptora pozostaje otwarty
na dluzszy czas. Skutecznos§¢ niedepolaryzujacych
blokeréw nerwowo-mie$niowych jest zmniejszona,
co obrazuje oporno$¢ na niedepolaryzujace $rodki
zwiotczajace u noworodkow.

4.3.8.1. Dojrzewanie receptora acetylocholiny

Po urodzeniu n-AchR maja budowe plodows, tj.
a2Pyd i w czasie pierwszych miesiecy zmieniajg kon-
figuracje na typu dorostych, tj. a28e. Przeksztalcenie
typu y w typ € receptora n-Ach przebiega réwnocze-
$nie na wszystkich ptytkach koncowych. Aktywnos¢
nerwowa powoduje supresje genu podjednostki y
w nastepstwie transkrypcyjnej aktywacji genu pod-
jednostki e. Ekspresja podjednostki € jest regulowana
przez czynniki neurotroficzne, podczas gdy podjed-
nostka y jest regulowana zaréwno przez aktywnos¢
miesniows, jak i czynniki troficzne z nerwéw. Tak wiec
podjednostka y jest w rozwijajacych sie, odnerwio-
nych lub porazonych mie$niach wyrazana w jadrach
pozasynaptycznych a ekspresja podjednostek e jest
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transition from the y-type to the e-type n-AchR occurs
synchronously at all endplates. Neural activity causes
suppression of the y-subunit gene through transcrip-
tional activation of the e-subunit gene. Expression of
the e-subunit is thus controlled by neurotrophic factors,
whereas y-subunit expression is regulated by both
muscle electrical activity and neurotrophic factor(s)
from the nerve, so that the y-subunit is expressed by
extra-synaptic nuclei in developing, denervated and
paralysed muscles and e-subunit expression is con-
fined to sub-synaptic nuclei under all circumstances.
Fetal- and adult-type receptors have 39 and 59 psec.
single-channel conductance with increased Ca*" influx
and 10.4 and 5.3 msec. open time, respectively [220].

When motor nerve axons grow into the developing
muscle, they bring in nerve derived growth factors,
including agrin and neuregulins (NRb-1 and NRb-2)
which induce maturation of the myotubes to muscle.
Agrin activates muscle-specific kinase (MuSK), and
together with other growth factors (i.e. neuregulins)
induces clustering of n-AchRs and other muscle-deri-
ved proteins such as MuSK, rapsyn, and Erbb proteins.
All are necessary for maturation of the n-AchRs [221].
Channel mean open time decreases from 5 to 1.5 msec.
during the first two postnatal weeks and mean channel
conductance increases by 50% [222]. The conversion con-
tinues some months after birth and coincides with other
postnatal events in the maturation of the NMJ, such as
transition from multiple to single axon innervation of
the muscle fibre, elaboration of branched morphology
by the endplates, and formation of junctional folds [223].
Depolarising or agonist drugs such as suxamethonium
and Ach depolarise immature receptors more easily,
resulting in cation fluxes: one-tenth to one-hundredth
of doses necessary for mature receptors, can effect
depolarisation in immature receptors. Potency of non-
depolarising NMBs is decreased compared to adult
receptors. This resistance may be related to decreased
affinity of the immature muscle a1B18y and a7 n-AchRs
to non-depolarising NMBs and to the up-regulation of
receptors in the peri-junctional area. Junctional recep-
tors are always confined to the endplate (peri-junctional)
region of the muscle membrane.

Re-expression of the fetal-type n-AchR occurs
in many chronic neurogenic and some inflammatory
myogenic disorders and is surprisingly restricted to
type I muscle fibres (slow twitch or red muscle) [224].

4.3.8.2. Extra-junctional acetylcholine receptors and
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ograniczona do jader subsynaptycznych we wszystkich
sytuacjach. Receptory typu ptodowego i dorostych
majg czas przewodzenia pojedynczych kanatow ze
zwiekszonym naptywem Ca*", rzedu 39159 psek a czas
otwarcia, odpowiednio 10.4 i 5.3 msec [220].

Nerw ruchowy wrastajac w rozwijajacy sie mie-
sien, wnosi pochodzace zen agryne i neureguling
(NRb-1 and NRb-2), indukujace dojrzewanie cewy
mie$niowej w miesien. Agryna aktywuje swoista dla
miesnia kinaze (MuSK) i razem z innymi czynnikami
troficznymi (np. neuregulinami) pobudza zbieganie sie
n-AchR oraz innych bialek mig$niowych, jak MuSK,
rapsyna czy biatka Erbb. Wszystko to jest potrzebne do
dojrzewania n-AchR [221]. Sredni czas otwarcia kanatu
w czasie pierwszych dwu tygodni po urodzeniu ulega
skroceniu z 5 sek do 1.5 msek a $rednie przewodnictwo
w kanale zwigksza sie 0 50% [222].

Zmiana zachodzi przez kilka miesiecy po uro-
dzeniu i kojarzy si¢ z innymi zjawiskami dojrzewania
postnatalnego zlacza nerwowo-mieéniowego, jak
przejscie od unerwienia wtékna mie$niowego przez
wiele aksonéw na jednoaksonalne, wypracowanie
rozkrzewionej budowy plytki koncowej i wytworze-
nie fald synaptycznych [223]. Srodki depolaryzujace
i agonisci, jak suksametonium i Ach tatwiej depola-
ryzuja niedojrzate receptory poprzez wplyw katio-
néw - od jednej dziesietnej do jednej setnej dawki
depolaryzujacej receptory dojrzale, powoduje juz
depolaryzacje receptoréw niedojrzatych. Skutecznosé
niedepolaryzujacych blokeréw plytki nerwowo-mie-
$niowej jest mniejsza niz w odniesieniu do receptoréw
dojrzatych. Opornos¢ ta moze by¢ zwigzana z mniej-
szym powinowactwem n-AchR alp18y i a7 n-AchR
niedojrzatego migénia do niedepolaryzujacych $rod-
kow zwiotczajacych oraz podwyzszonej regulacji
receptorow w okolicy ztacza. Receptory zlaczeniowe
sg zawsze ograniczone do okolicy plytki koncowej
(okolostykowej) blony miesniowe;j.

Wznowienie ekspresji typu ptodowego n-AchR
nastepuje w licznych schorzeniach neuropochodnych
oraz niektérych zaburzeniach mieéni o charakterze
zapalnym i sg zadziwiajaco ograniczone do widkien
mie$niowych typu I (wlokien wolnych drgan albo
mies$nia czerwonego) [224].

4.3.8.2. Receptory acetylocholiny poza zlgczem i pod-
wyzszona regulacja receptoréw acetylocholiny

Na redystrybucje receptoréw w dojrzaltym mie-
$niu maja wplyw zaréwno procesy transkrypcyjne, jak
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up-regulation of acetylcholine receptors

Both transcriptional and post-translational pro-
cesses contribute to the redistribution of receptors
in mature muscle: (a) upon innervation, the diffusely
distributed n-AchRs migrate to synaptic areas, where
they become anchored to the sub-synaptic cytoske-
leton; (b) nerve-derived factors cause transcriptional
activation of the nAchR genes in those nuclei that
directly underlie the synapse; and (c) muscle activity
suppresses nAchR subunit gene expression in non-
synaptic nuclei and promotes expression by synapse-
associated nuclei. In matured NM]Js there are normally
few extra-synaptic n-AchRs located symmetrically,
hundreds of micrometres from the end-plate. They are
activated by normally released Ach [225].

The extra-junctional region may decrease or
increase, depending on the intensity of action of the
controlling neural factor.

An extended blockade of neuromuscular activity
triggers what appears to be a homeostatic increase in
postsynaptic expression of n-AchRs [226]. These up-
regulated n-AchRs are of the fetal type. Denervated
muscle has high levels of extra-junctional n-AchRs.

Classic receptor theory indicates that during the
chronic presence of a competitive antagonist (or condi-
tions that decrease concentrations of transmitter), there
is up-regulation of that receptor [227]. Up-regulation
is typically associated with increased sensitivity to
agonists and resistance to antagonists. During periods
of decreased activity in muscle, as seen in the foetus
before innervation or after chemically or physically-
induced immobilisation; after lower or upper motor
neuron injury, burns or sepsis, or after other events that
cause increased muscle protein catabolism including
sepsis or generalised inflammation, an increase in the
number of AchRs s observed (up-regulation) [228]. The
increase in AchRs after denervation is more profound
and occurs more quickly than with simple immobili-
zation. Chemical denervation occurs when neuromu-
scular relaxants are used for prolonged periods [229].
Up-regulation of receptors has implications for the
use of depolarising and non-depolarising relaxants.
An isoform of AchR, neuronal (nicotinic) a,AchR,
previously not described in muscle, is also expressed
and up-regulated in muscle during development and
with denervation [230]. This receptor has a larger
K'-efflux. If a large part of the muscle surface consists
of up-regulated AchRs, each of which stays open for
a longer time, the amount of potassium that moves
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i potranslacyjne: (a) pod wplywem unerwienia roz-
proszone receptory nikotynowe Ach migruja do stref
synaptycznych, gdzie zostaja zakotwiczone w szkielecie
subsynaptycznym, (b) czynniki pochodzenia nerwowego
powoduja transkrypcyjng aktywacje genéw nAchR
w tych jadrach, ktdre znajduja sie bezposrednio pod
synapsa i (c) aktywno$¢ miesnia powoduje sttumienie
ekspresji genu podjednostki nAchR w jadrach pozasy-
naptycznych i nasilenie ekspresji w jadrach skojarzonych
z synapsa. W dojrzatych ztaczach nerwowo-mieénio-
wych w warunkach prawidlowych wystepuje troche
pozasynaptycznych receptoréw n-Ach, zlokalizowanych
symetrycznie setki mikrometréw od plytki koricowej. Sg
one aktywowane przez prawidtowo uwalniang Ach [225].

Obszar okotosynaptyczny moze sie zwiekszaé lub
zmniejsza¢, w zaleznos$ci od sily dziatania neuropo-
chodnych czynnikéw regulacyjnych,

Przedluzona blokada czynno$ci nerwowo-
mie$niowej wyzwala wyréwnawcze, jak sie wydaje,
zwiekszenie postsynaptycznej ekspresji n-AchR [226].
Receptory nikotynowe Ach o podwyzszonej gotowosci
dzialania, s typu plodowego. Migsien odnerwiony ma
duze iloéci n-AchR poza ztgczem.

Klasyczna teoria receptorowa mowi, ze podczas
dlugotrwalej obecnosci antagonisty kompetytywnego
(albo zmniejszonej obecnosci neuroprzekaznika) docho-
dzi do podwyzszenia zakresu regulacji tego receptora
[227]. Podwyzszona regulacja jest na 0gol skojarzona
ze zwiekszong wrazliwoécia w stosunku agonistéw
i opornoscig w stosunku do antagonistéw. Zwiekszenie
ilosci receptoréw Ach (o podwyzszonym zakresie
regulacji), spostrzega si¢ w okresach zmniejszonej
aktywno$ci migéniowej, wskutek wywotanego fizycznie
lub chemicznie unieruchomienia, w okresie ptodowym,
przed unerwieniem miesnia, po uszkodzeniu neuronu
ruchowego gornego lub dolnego, oparzeniach, czy tez
po innych zaburzeniach, zwigzanych ze zwickszonym
katabolizmem biatek, jak w uogélnionych stanach zapal-
nych lub septycznych [228]. Przyrost receptoréw Ach
po odnerwieniu jest wigkszy i szybszy niz po prostym
unieruchomieniu. Jesli $rodki zwiotczajace sg stosowane
przez dluzszy czas, nastepuje odnerwienie chemiczne
[229]. Podwyzszenie regulacji receptora ma znaczenie
kliniczne w stosowaniu niedepolaryzujacych blokeréw
nerwowo-mie$niowych. Podczas wzrastania oraz po
odnerwieniu, pojawia sie i ulega podwyzszonej regula-
¢ji izoforma receptora Ach, poprzednio nie opisywana
w mie$niu, receptora neurogennego (nikotynowego)
[230]. Receptor ten powoduje wiekszy wyptyw K*. Jesli



Anestezjologia i Ratownictwo 2010; 4: 318-339

Anestezjologia * Ratownictwo * Nauka ¢ Praktyka / Anaesthesiology * Rescue Medicine ¢ Science * Practice

from muscle to blood can be very large. The resulting
hyperkalaemia can cause dangerous disturbances in
cardiac rhythm, including ventricular fibrillation.

4.3.8.3. Desensitization of the acetylcholine receptor

When Ach or related agonists are continuously
applied, n-AchRs become “desensitized” (i.e. becomes
temporarily inactive). Its role in normal cholinergic
transmission remains unclear. In the short period of
seconds to minutes, n-AchR desensitization underlies
the brief skeletal muscle paralysis caused by succi-
nylcholine. On skeletal muscle fibres, desensitization
is slow. Because the recovery from desensitization
of muscle-type n-AchRs takes time, the numbers of
desensitized receptors might significantly increase in
relation to the length of their repeated activation i.e.
long administration of succinylcholine. The blockade
then takes the characteristics of a non-depolarizer
induced neuromuscular blockade. Desensitized recep-
tors show a structural transition in which the y and §
subunits switch to a less-symmetrical configuration
[231]. Substance P, which powerfully facilitates desen-
sitization by binding to an allosteric site distinct from
the Ach-recognition sites. Substance P co-localizes with
Ach, i.e. is released together.

4.3.8.4. Genetic aspects of acetylcholine receptors

n-AchR-subunit mutations have normal expres-
sion of n-AchR, but with altered channel properties, or
have a change in n-AchR expression. They all result in
muscle weakness. A 3 codon-deletion in the B-subunit
results in disturbances of n-AchR assembly by disrup-
tion of the interaction with the §-subunit [232].

4.4. Excitation-contraction coupling
Excitation-contraction coupling is the mechanism
linking depolarization of the surface membrane with
Ca® release from the sarcoplasmic reticulum and
initiates skeletal muscle contraction by interaction
with actin and myosin. It depends on activation of
the ryanodine receptor, the Ca®* release channel, by
an interaction with the dihydropyridine receptor the
major Ca’* channel in the surface membrane. In skel-
etal muscle, this interaction is mechanical, whereby the
II-IIT loop of the dihydropyridine receptor is thought
to physically couple to part of the cytoplasmic portion
of theryanodine recptor, causing channel activation.
Calsequestrin, a small, acidic Ca**-binding
glycoprotein, within the terminal cisternae of the
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receptory Ach o podwyzszonej regulacji pozostaja
w stanie otwartym przez dluzszy czas, ilo§¢ potasu
przemieszczona z miesni do krwi moze by¢ bardzo duza.
Tak wywolana hiperkaliemia moze powodowa¢ grozne
zaburzenia rytmu serca, do migotania komor wiacznie.

4.3.8.3. Odwrazliwianie (desensytyzacja) receptora
acetylocholiny

Jesli Ach lub pokrewny agonista dziala w sposob
ciagly, receptor n-AchR staje si¢ “odwrazliwiony” (tj.
staje sie przejéciowo nieczynny). Znaczenie tego zjawi-
ska w prawidlowym przewodzeniu cholinergicznym
pozostaje niejasne. W krétkim czasie, od sekund do
minut, sukcynylocholina powoduje porazenie miesni
szkieletowych, poprzez desensytyzacje receptoréw
n-AchR. Desensytyzacja w miegéniach szkieletowych
przebiega wolno. Poniewaz ustepowanie odwrazliwie-
nia miesniowych receptoréw n-AchR trwa dtugo, liczba
niewrazliwych receptoréw moze sie istotnie zwiekszac,
proporcjonalnie do dlugosci ich powtarzanej akty-
wacji, tj. przewlekfego stosowania sukcynylocholiny.
Blokada przyjmuje charakterystyczne cechy blokady
nerwowo-miesniowej, wywolanej przez niedepolaryzu-
jace $rodki zwiotczajace. Desensytyzowane receptory
wykazuja zmiane strukturalng, w ktdrej podjednostki
y i 8 tworza konfiguracje bardziej asymetryczna [231].
Substancja P silnie toruje odwrazliwienie, wigzac sie
zmiejscem allosterycznym, réznym od miejsca rozpo-
znania Ach. Substancja P jest wspdlnie zlokalizaowana
z Ach i wspolnie z nig uwalniana.

4.3.8.4. Aspekty genetyczne receptoréw acetylocholiny

Mutacje podjednostek n-Ach wiazg sie z normalng
ekspresja n-AchR, ale zmienionymi wla$ciwo$ciami
kanatéw albo tez powoduja zmiany ekspresji n-AchR.
Wszystkie one prowadza do nuzliwoéci mieéni. Delecja
3 kodonu w podjednostce p zaburza ztaczanie sie
n-AchR w wyniku przerwania wigzi z podjednostka
6 [232].

4.4. Sprzezenie pobudzenie-skurcz

Sprzezenie pobudzenie-skurcz jest mechanizmenm,
ktdry faczy depolaryzacje powierzchni blony z uwol-
nieniem Ca**z siatki sarkoplazmatycznej i rozpoczyna
skurcz mieénia szkieletowego poprzez reakcje aktyny
z miozyna. Jest ono zalezne od pobudzenia receptora
ryanodynowego, kanatu uwalniajacego Ca*', poprzez
interakcje z receptorem dihydropirydyny, gléwnego
kanalu Ca’" na powierzchni btony. W mig$niach
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saroplasmic reticulum, binds to the transmembrane
proteins triadin and junctin. They form a protein
complex in the lumen of the reticulum which is capable
of associating with, and communicating to store Ca**
load to, the ryanodine receptor. Calsequestrin thus is
the main Ca**-buffering protein in the lumen of the
sarcopplasmc retiulum and is an important regulator
of the ryanodreptor in skeletal muscle. Calsequestrin
1 inhibition of the ryanodine recptor, thought to be
mediated through triadin and junctin, is believed to be
the physiological control mechanism of Ca*" release.
Junctin inhibits the ryanodine receptor when Ca’**
stores are depleted and maintains a normal intracel-
lular Ca** cycling [233].

Transverse tubules (T-tubules) are tubular
invaginations of the sarcolemma, which penetrate
transversely towards the centre of the myofibril. The
inside of T-tubules is continuous with the extracellular
environment. The T-tubule membrane thus is electri-
cally continuous with the muscle fibre surface.

Upon occupation of the AchRs an endplate potential
isinitiated. The endplate potentials summate to an action
potential that propagate along the surface membrane
of the muscle. From there, excitation spreads along the
T-tubular system into the depth of the fibres thereby
achieving uniform distribution of activation over the
whole muscle cell. This is a prerequisite for the synchro-
nization of contraction which is initiated by intracellular
calcium release brought about by direct interaction of
channel proteins of the T-tubular system and sarco-
plasmic reticulum. T tubules have an overall transverse
orientation; continuously across the fibre, completely
encircling myofibrils, and as a pair at the A-I junction
level. A contraction initiated by local depolarization of
a T tubule opening spreads transversely with increase in
stimulus strength. The upstroke of the action potential
is mediated by opening of the voltage-gated sodium
channels that passively conduct a fast sodium inward
current in a feed forward mechanism along both elec-
trical and concentration gradient. Due to the resulting
high conductance of the membrane for sodium ions, the
membrane suddenly depolarizes from the resting value
of -84 mV to approximately + 25 mV. Partial membrane
repolarization is yielded by fast inactivation of the
sodium channels, resulting in the usual predominance
of the membrane conductance for potassium ions. In
contrast to nerve, delayed rectifying potassium chan-
nels are more or less replaced by chloride channels
in skeletal muscle. This high chloride conductance
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szkieletowych jest to interakcja mechaniczna, w ktorej
petla II-IIT receptora dihydropirydyny sprzega sie,
jak sie uwaza, z cytoplazmatyczng czescig receptora
ryanodyny, aktywujac kanal.

Kalsekwestryna, mata kwasna glikoproteina
wigzgaca Ca®" w brzeznych cysternach siatki sarkopla-
zmatycznej, wigze sie z bialkami przezblonowymi,
triadyna i junktyna. Wszystkie one tworza bialkowy
zespol w $wietle siatki, zdolny do aczenia si¢ z recep-
torem ryanodyny i komunikowania z zapasami Ca*".
Kalsekwestryna jest wiec gléwnym biatkiem, bufo-
rujacym Ca’* w siatce sarkoplazmatycznej i waznym
regulatorem receptora ryanodyny w miesni szkiele-
towym. Hamowanie receptora ryanodynowego przez
kalksekwestryne 1, w czym uczestniczg prawdopodob-
nie triadyna i junktyna, uwazane jest za fizjologiczny
mechanizm kontrolny uwalniania Ca’". Junktyna
hamuje receptor ryanodynowy, gdy rezerwy Ca®* sa
zmniejszone i utrzymuje prawidlowe krazenie Ca**
wewnatrz komorki [233].

Cewki poprzeczne (cewki T) stanowig rurkowate
wpuklenia sarkolemmy, penetrujace do $rodka wlékna
mie$niowego. Wnetrze cewek T pozostaje w acz-
nosci ze §rodowiskiem pozakomérkowym. W ten
spos6b btona cewki T zapewnia ciaglo$¢ elektryczna
z powierzchnia wiokna miesniowego.

Zajecie receptora Ach wyzwala potencjal plytki
koncowej. Potencjaly ptytki koncowej sumuja sie
w potencjal czynnosciowy, rozchodzacy sie na
powierzchni blony miesniowej. Stamtad pobudzenie
rozprzestrzenia sie uktadem cewek T do wnetrza
widkna, osiagajac w ten sposdb réwnomierny prze-
bieg pobudzenia w calej komoérce mies$niowej. Jest to
warunkiem wstepnym synchronizacji skurczu, ktory
rozpoczyna si¢ od uwolnienia wapnia srédkomorkowo,
w nastepstwie bezposredniego wspéldziatania biatek
kanatéw uktadu cewek T i siatki sarkoplazmatycz-
nej. Cewki T sg wszedzie zorientowane poprzecznie
w calym wldknie, catkowicie otaczajac widkna mie-
$niowe i wystepuja w parach na poziomie zlgcza A-L
Skurcz rozpoczety miejscowa depolaryzacja ujscia
cewki T rozchodzi sie poprzecznie z narastajaca silg
bodzca. W gwaltownym skoku potencjatu czynno-
$ciowego nastepuje otwarcie kanaléw sodowych bram-
kowanych napieciem, biernie przewodzacych szybki
dosrodkowy prad sodowy, o napedzie zgodnym z gra-
dientem elektrycznym i gradientem stezen. Wskutek
podwyzszonego przewodnictwa blony dla jonéw sodu,
blona ulega gwaltownej depolaryzacji, od spoczynkowe;j
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enforces the final repolarization of the skeletal muscle
fibre membrane. The repolarization of skeletal muscle
is slow, a phenomenon called after-depolarization. The
early part of the after-depolarization is considered to
be caused by the spreading of the spike in the depth of
the T-tubular system, the late after-depolarization by
an accumulation of potassium ions in the T-tubular
system which increases with frequency and duration of
repetitive action potentials. The two major ion-channels
involved in this event are the L-type voltage-gated
Ca**-channel (dihydropyridine receptor) and the type
1 ryanodine-sensitive Ca** release channel of the sarco-
plasmic reticulum, whereby the first is the transducer
of this electrical signal to the ryanodine receptor via
a physical coupling between the two proteins [234].
(Figure 18). Both receptors are coupled with a number
of accessory proteins. The dihydropyridine receptor
consists of five subunits, the membrane-spanning a,-, y-
and §-subunits, a cytosolic -subunit and an extracellular
a,-subunit. The a;-subunit consists of four repeats form
the Ca**-channel and the voltage sensor for excitation-
contraction coupling. The ryanodine receptor also has
four subunits, a large cytoplasmic foot and a narrower
trans-membrane assembly [235,236]. The dihydropy-
ridine receptor and the ryanodine receptor form the
hub of a huge macromolecular complex, also termed
a Ca2" release unit, with interactions between a large
number of proteins involved in excitation-contraction
coupling. This machinery is vital for modulation of
excitation-contraction coupling to conserve Ca** in the
sarcoplasmic reticulum Ca?* store [237].

Cell membrane

tubule N
Sarcoplasmic
reticulum

Myoplasm

Figure 18. The postsynaptic calcium receptors
Rycina 18. Postsynaptyczny receptor wapnia

The first signal of muscle activation after plasma
membrane depolarization is the movement of a limited
amount of intra-membrane charge (gating current).

After its release from the sarcoplasmic reticulum,
Ca’* binds in a fast reaction to one of the troponin
subunits which forms the regulatory complex with tro-
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wartosci -84 mV do okoto +25 mV. Cze$ciowa repolary-
zacja blony jest wytwarzana przez szybka inaktywacje
kanaléw sodowych, co powoduje zazwyczaj przewage
przewodnictwa przez blony jonéw potasu. W przeci-
wienstwie do nerwu, kanaly pézne prostownicze potasu
sa w mie$niach szkieletowych zastapione w mniejszym
lub wiekszym stopniu przez kanaty chlorkowe. To
znaczne przewodnictwo chlorkéw wzmacnia ostateczng
repolaryzacje¢ blony widkien mieéni szkieletowych.
Repolaryzacja migsni szkieletowych jest wolna, co
okreéla sie jako po-depolaryzacja (after-depolarization).
Wezesny okres po-depolaryzacji jest nastepstwem, jak
sie sadzi, wejscia iglicy pobudzenia w glab systemu
cewek T, natomiast pdzna po-depolaryzacja wiaze sie
z nagromadzeniem jonéw potasu w systemie cewek T,
ktére zwieksza si¢ wraz z czestoécig i czasem trwania
powtarzanych potencjaléw czynnosciowych. Gtéwne
kanaty jonowe, uczestniczace w tym zjawisku, to typ L
sterowanych napieciem kanatéw Ca* (receptory dihy-
dropirydyny) i typ 1 wrazliwego na ryanodyne kanatu
uwalniania Ca** z retikulum sarkoplazmatycznego, przy
czym te pierwsze sa przewodnikami sygnatu elektrycz-
nego do receptoréw rianodynowych poprzez fizyczne
sprzezenie miedzy dwu biatkami [234] (Rycina 18).
Oba receptory sa sprzezone z licznymi dodatkowymi
biatkami. Receptor dihydropirydyny sktada si¢ z pieciu
podjednostek: czterech podjednostek napinajacych
blone a,-, y- i 6 oraz ulokowanych w cytosolu i zewng-
trzkomoérkowo jednostek a, Podjednostka a, zfozona
jest z czterech powtdrzonych form kanatu Ca* i czuj-
nika napiecia w sprzezeniu pobudzenia ze skurczem.
Receptor ryanodynowy ma takze cztery podjednostki,
szeroka wypustke cytoplazmatyczng i waski fragment
przezblonowy [235,236]. Receptor dihydropirydyny
i receptor ryanodyny tworza o$ sporego kompleksu
duzych czasteczek, nazywanego takze jednostka
uwalniania Ca**, wchodzacego w interakcje z duza
liczbg biatek, wlaczonych w przetworzenie pobudzenia
w skurcz. Ta maszyneria jest Zyciowo wazna w takim
modulowaniu przetwarzania pobudzenia w skurcz,
by zachowa¢ wapn w sarkoplazmatycznym zasobniku
Ca” [237].

Pierwszym sygnatem aktywacji mig$nia po depola-
ryzacji blony migéniowej jest przesuniecie ograniczonej
ilosci tadunkéw $rédblonowych (prad bramkowania).

Po uwolnieniu z siatki sarkoplazatycznej Ca**
w szybkiej reakcji wigze sie z jedna z podjednostek tro-
poniny, tworzacej kompleks sterujacy z tropo-miozyna
we wldknie cienkim. Po tym zdarzeniu nastepuje przej-
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po-myosin on the thin filament. This event is followed
by a transient tension development at the contractile
apparatus leading to muscle contraction. Ca** binding
to troponin changes its structure and influences other
troponin subunits, finally leading to activation of the
myosin ATP-ase.

L-type calcium channels (dihydropyridine recep-
tors), found in the transverse (T-) tubules, function as
voltage sensors and directly activate the calcium release
from the sarcoplasmic reticulum by interaction with
the ryanodine receptor located at the membranes of the
sarcoplasmic reticulum (Figure 19). Ryanodine receptors
are ligand-gated channels that are activated by, among
others, calcium ions and adenosine triphosphate (ATP),
although inhibited by magnesium ions and high concen-
trations of calcium [238,239]. The ryanodine receptor
causes massive influx of Ca*" from the sarcoplasmic
reticulum, activating actine-myosine coupling.

Ziliry

LMM

MD

Figure 19. Myosin
Rycina 19. Miozyna

4.5. Muscle contraction

Contraction of muscle is generated by the myosin
cross-bridges, which interact cyclically with the thin
actin filaments and transport them past the myosin
thick filaments. Energy for this action is delivered
by hydrolysis of ATP. Thin filaments of F-actin are
polymers which have 13 actin molecules. The cross
bridge contains a more or less globular “head” or motor
domain, which contains the ATP-ase site and the actin
binding site, and a long C-terminal a-helical “tail”,
which binds two calmodulin-like light chains which
looked as if it ought to be a lever arm. The “lever arm”
is attached to the motor domain by a small compact
domain called the “converter domain”.

The cross-bridge cycle is a series of events involv-
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$ciowe narastanie ci$nienia w aparacie kurczliwym,
prowadzace do skurczu migsnia. Jony Ca** wigzac sie
z troponing zmieniajg jej strukture i wplywajg na inne
podjednostki troponiny, prowadzac ostatecznie do
aktywacji ATP-azy miozyny.

Kanaty wapniowe typu L (receptory dihydropiry-
dyny), odkryte w cewkach poprzecznych (T-), funkcjo-
nuja jako czujniki napiecia i bezposrednio uruchamiaja
uwalnianie wapnia z siatki sarkoplazmatycznej, wspot-
dzialajac z receptorem ryanodyny, umiejscowionym
w blonie siatki (Rycina 19). Receptor ryanodyny sta-
nowi kanaf regulowany ligandem, uczynniany, miedzy
innymi przez jony wapnia i tréjfosforan adenozyny
(ATP), natomiast hamowany przez jony magnezu
i wysokie stezenie wapnia [238,239]. Uruchomienie
receptora ryanodyny powoduje masywny wyplyw
z siatki sarkoplazmatycznej Ca*", aktywujacego sprze-
zenie aktyny z miozyna.

4.5. Skurcz mie$nia

Skurcz mies$nia powodujg krzyzujace sie mostki
miozyny, cyklicznie reagujace z cienkimi wtéknami
aktyny i przenoszace je za grube widkna miozyny.
Potrzebna do tego energia wyzwala si¢ podczas hydro-
lizy ATP. Cienkie widkna aktyny F s3 polimerami
o 13 czasteczkach aktyny. Mostki krzyzowe maja
mniej wiecej kulista “gtowe” lub domene motoryczng.
Zawiera ona miejsce ATP i miejsce wigzania aktyny
a takze dlugi C-koncowy “ogon” alfa helisy, z ktorym
zwigzane sg dwa podobne do kalmoduliny lekkie
tancuchy, wygladajace jak dZwignia. ,Dzwignia” jest
przymocowana do domeny motorycznej za pomocg
zbitej domeny, nazywanej “domeng konwertujacg”.

Cykle krzyzowego mostkowania stanowig serie
zdarzen z udzialem aktyny, miozyny i ATP, w ktorych
energia uwolniona z hydrolizy ATP jest zamieniana na
energie mechaniczna, ktéra posredniczy w oddzielaniu
miozyny od aktyny (roztaczenie mostkéw krzyzowych)
i unoszeniu glowy miozyny. Potem miozyna i aktyna
tacza sie ponownie, glowa miozyny ulega przeksztal-
ceniu i powoduje ruch wtdkna (Rycina 20).

Zmianom odksztalceniowym w czasteczce
miozyny odpowiada ciag roboczy. Tropomiozyna
jest bialkiem regulatorowym, ktére jako integralna
skfadowa cienkich widkien aktyny, rozciaga si¢ na
siedem podjednostek aktyny. Kazda tropomiozyna
wiaze jeden kompleks troponiny, ztozony z trzech
podjednostek: troponiny T, troponiny C1i troponiny L.
Przy braku Ca*" wiékna cienkie pozostaja zazwyczaj
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ing actin, myosin and ATP where the hydrolysis of
ATP delivers energy which is converted in mechanical
energy which catalyzes the separation of myosin from
actin (release of the cross-bridge), then elevates the
myosin head. Then myosin and actin bind again, after
which the myoisin head undergoes conformational
change and produces filament movement (Figure 20).

P Myosin filament

Lavar arm
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Figure 20. The cross bridge cycle
Rycina 20. Cykle skrzyzowanego pomostowania

ATP rapidly dissociates the actin-myosin complex by binding to
the ATPase site on the myosin cross-bridge; myosin then hydrolyzes
ATP and forms a stable myosin-products complex (ADP.Pi); actin
recombines with this complex and dissociates the products, thereby
reforming the original actin-myosin complex. After recombining
with actin, the cross-bridge undergoes a conformational change
leading to the rowinglike stroke, sometimes referred to as the
power stroke; during this process the products of ATP hydrolysis
are released. The myosin molecule, which is made up of two heavy
chains and four light chains, has along (140 nm) tail and two heads,
each of 120 000 kDa.

ATP gwaltownie rozprzega kompleks aktyna-miozyna poprzez
wigzanie z miejscem ATP-azy miozyny skrzyzowanego mostka;
miozyna hydrolizuje ATP i wytwarza stabilny kompleks miozyny
i pochodnych (ADP.Pi); aktyna wchodzi w reakcje z tym komplek-
semirozdziela jego sktadowe, odtwarzajac w ten sposéb poczatkowy
kompleks aktyna-miozyna. Po rekombinacji z aktyng, mostek
krzyzowy ulega odksztalceniu, ktére prowadzi do pociagniecia,
jak pociagniecie wiosta, okreslanego czasami jako mocne szarpnie-
cie; podczas tego procesu uwalniane sg produkty hydrolizy ATP.
Czasteczka miozyny zlozona z dwu ciezkich fancuchéw i czterech
tancuchéw lekkich, ma dtugi (140 nm) ogon i dwie glowy, kazda
120 000 kDa.

Conformational change within the myosin mole-
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w stanie ,,zablokowania”, w ktérym miozyna nie taczy
sie z aktyna (z wyjatkiem stabego wigzania elektrosta-
tycznego). Tym samym Mg-ATP-aza pozostaje nie-
czynna. Laczenie si¢ Ca** z troponing C przemieszcza
uktad réwnowagi w strone stanu ,,zamkniecia”, ktory
pozwala na stabe wiazanie miozyny i niskg aktywnosé¢
Mg-ATP-azy. Przejscie wiokien do w pelni aktywnego
stanu “otwarcia” rozpoczyna silne wigzanie gtowic
miozyny z aktyna (Rycina 21).

F-actin

tropomyosin

L.blocked™
troponin
complex
wclosed”
Lopen”
myosin head
Figure 21.  Thin filament activation states
Rycina 21.  Stan pobudzenia wldkna cienkiego

Siatka sarkoplazmatyczna stanowi wyspecjalizo-
wang postac siatki endoplazmatycznej, ktérej zadaniem
jest regulacja wewnatrzkomorkowej homeostazy Ca®".
Uczestniczy ona w ten sposob w regulowaniu faz roz-
kurczu-skurczu migénia. Siatka sarkoplazmatyczna
stanowi ciggle rusztowanie, zlozone z cewek i splasz-
czonych zbiornikéw. Zbiorniki krafcowe zawierajg
kanaty wapniowe, zwiagzane z receptorami ryanodyny
a dlugie cewki siatki sarko/endoplazmatycznej ATP
zalezne pompy Ca®* ATP. Uklad cewek T i siatka
sarkoplazmatyczna kontaktujg sie ze sobg, tworzac
swoiste miejsca styczne, okreslane jako zlacza. Cewki
T wychwytuja depolaryzacje blony miesniowej po
pobudzeniu receptoréw —Ach i stymulacji receptora
ryanodyny. Receptor ryanodyny znajduje si¢ w obsza-
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cule does accompany the working stroke. Tropomyosin
is the regulatory protein and is an integral component
of the actin thin filament and which span the length
of seven actin subunits. Each tropomyosin binds one
troponin complex made of three subunits: troponin
T, troponin C and troponin L In the absence of Ca**
the thin filament is mostly in the “blocked” state, in
which myosin does not bind to actin (except for weak
electrostatic interactions) and therefore the actomyosin
Mg-ATP-ase is off. Ca’* binding to troponin C shifts
the equilibrium towards the “closed” state, which allows
weak myosin binding and low Mg-ATPase activity.
Transition of the filament into the fully active “open”
state is induced by myosin heads strongly bound to
actin (Figure 21).

The sarcoplasmic reticulum is a highly speciali-
sed form of the smooth endoplasmic reticulum that
is dedicated to the regulation of intracellular Ca**
homeostasis. In this way it participates in regulation
of the relaxation-contraction cycle. The sarcoplasmic
reticulum is a continuous network of membrane
tubules and flattened cisternae. The terminal cisternae
contain the ryanodine receptor Ca** release channels
(ryanodine receptor), and the longitudinal tubules
contain the sarco/endoplasmic reticulum Ca** ATP-
ase pumps. The T-tubule system and the sarcoplasmic
reticulum make contact with each other, forming
specific contacts, called junctions. The T-tubule picks
up the depolarization of the muscle cell membrane
after activation of the AchR, and is triggered by the
ryanodine-receptor. The ryanodine-receptor is loca-
ted in the junctional region of the terminal cisternae.
A number of proteins is involved in the anchoring of
the receptors in the membrane and the connection
between T-tubules and sarcoplasmic reticulum [240].
All these proteins are gene encoded.
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rze ztaczeniowym zbiornika krancowego. W zako-
twiczeniu receptoréw w blonie i stworzeniu polaczen
miedzy cewkami T a siatkg sarkoplazmatyczng [240].
Wszystkie te biatka majg wlasciwy im kod genetyczny.
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