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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Karbamylacja jest potranslacyjng modyfikacjg biatek wynikajaca z nieenzymatycznego wia-
zania sie kwasu izocyjanowego do ich wolnych grup funkcyjnych, zwtaszcza do wolnych grup
aminowych. Reakcja ma duzy wplyw na wlasciwosci strukturalne i funkcjonalne biatek. W ten
sposdb proces karbamylacji przyczynia sie do przyspieszenia procesu starzenia sie biatek.

Obecny w organizmie mocznik moze by¢ przeksztatcany w cyjanian, a ten w bardziej reak-
tywng postac¢, jaka jest kwas izocyjanowy. Wysokie stezenia mocznika w organizmie wiaza sie
zréznymi chorobami, a zwlaszcza z niewydolnoscia nerek. W organizmie cyjanian wystepuje
z mocznikiem w statej réwnowadze. Jednak okazato sie, ze stezenie izocyjanianu w osoczu
jest mniejsze, anizeli wynikatoby to z kinetycznych parametréw rozktadu mocznika, co wigze
sie z jego duzg reaktywnoscia z grupami funkcyjnymi biatek, aminokwaséw i krétkim jego
okresem péttrwania.

W pracy oméwiono mechanizm powstawania izocyjanianu oraz jego reakcje z grupami funk-
cyjnymi biatek i wolnych aminokwaséw. Przedstawiono réwniez informacje na temat karbamy-
lacji hemoglobiny, lipoprotein osocza, albuminy, biatek btonowych i erytropoetyny u chorych
z przewlekla niewydolnoscig nerek.

Karbamylacja biatek wptywa negatywnie na ich aktywno$¢ biologiczng, a tym samym moze
sie przyczyniaé do pogorszenia stanu pacjentéw z przewlekla niewydolnoscig nerek.

karbamylacja biatek - przewlekta niewydolnos¢ nerek - kwas izocyjankowy

Summary

Carbamylation (carbamoylation) is a post-translational modification resulting from the no-
nenzymatic reaction between isocyanic acid and free functional groups of proteins, in parti-
cular with the free amino groups. This reaction alters structural and functional properties of
proteins and results in faster aging of proteins.

Urea present in the body can be transformed into cyanate and its more reactive form, isocy-
anic acid. High concentration of urea is associated with some diseases, especially with chronic
renal failure and atherosclerosis. In human tissues, urea and cyanate are in equilibrium in
aqueous solutions. Surprisingly, concentration of isocyanate in the body is much lower than
it would appear from the kinetic parameters of urea decomposition. The low concentration
of isocyanic acid results from its high reactivity and short half-life.
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Keywords:

In this review we describe the biochemical mechanism of carbamylation of proteins and free
amino acids. We summarize the literature data for carbamylation of hemoglobin, lipoproteins,
albumin, membrane proteins and erythropoietin in chronic renal failure.

In summary, the carbamylation of proteins may have a negative impact on their biological
activity and may contribute to the deterioration of patients with chronic renal failure.
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Wsrep

W warunkach fizjologicznych, biatka organizméw zywych
sa poddane wielu modyfikacjom potranslacyjnym.
Dochodzi do nich przez enzymatyczne i w mniejszym
stopniu nieenzymatyczne wigzanie réznych czasteczek
o malej masie czasteczkowej do ich wolnych grup funkcyj-
nych (aminowych, karboksylowych, tiolowych, hydrok-
sylowych). Reakcje te przede wszystkim sg niezbedne do
syntezy fizjologicznie aktywnych biatek. Bardzo dobrze
poznanym procesem potranslacyjnej modyfikacji biatek
jest ich nieenzymatyczna glikacja. Reakcje glikacji doty-
czg wielu prawidtowo funkcjonujacych biatek. Jednak
w réznych stanach patologicznych moze dochodzi¢ do
zaburzenia tego procesu, doprowadzajac do nadmiernego
wigzania sie cukréw do bialek. Wzrost stezenia glikowa-
nych biatek obserwuje sie m.in. w cukrzycy oraz przy
wystepowaniu péznych powikltan zwigzanych z ta choroba
[28,43]. Glikowane biatka mogg ulega¢ dalszym modyfika-
cjom i spowodowal powstawanie zaawansowanych kon-
cowych produktéw glikacji biatek (advance glycation end
products; AGEs). Wzrost stezenia AGEs obserwuje sie réw-
niez u pacjentéw z przewleklg niewydolnoscig nerek pod-
dawanych regularnym hemodializom [42].

Inng potranslacyjna modyfikacja biatek jest ich kar-
bamylacja powstajaca w wyniku nieenzymatycz-
nego, kowalencyjnego wiazania kwasu izocyjanowego
przede wszystkim do wolnych grup aminowych biatek.
Modyfikacja ta, podobnie jak glikacja, utlenianie, czy
karbonylacja, moze zmienia¢ strukture i funkcje biatka.
Wszystkie wymienione potranslacyjne modyfikacje
biatek przebiegaja bez udziatu enzyméw i polegajg na
kowalencyjnym wigzaniu réznych adduktéw do struk-
tur biatkowych.

Wiekszo$¢ produktéw nieenzymatycznych, potransla-
cyjnych modyfikacji biatek jest gromadzonych w orga-
nizmie w procesie starzenia oraz w wyniku zmian
metabolicznych wywotanych réznymi chorobami, takimi
jak cukrzyca, miazdzyca, przewlekta niewydolnosé nerek
oraz choroby neurodegeneracyjne [17,19]. Uwaza sie, ze
tak modyfikowane biatka mogg by¢ dobrymi markerami
w rozpoznawaniu wielu choréb [10,17,28,49]. Jednak
w praktyce medycznej, jako standardowy marker oceny
stezenia cukru w organizmie w przypadku cukrzycy jest
wykorzystywany jedynie poziom glikowanej hemoglo-
biny (HbA1lc).

Celem pracy jest przedstawienie stanu wiedzy na temat
karbamylacji biatek u 0séb z przewlekta niewydolnoscia

nerek.

MECHANIZM KARBAMYLAC)I BIALEK

Karbamylacja jest terminem odnoszgcym sie do przyta-
czonych grup ,,karbamoilowych” (-CONH,) do wolnych
grup funkcyjnych biatek lub aminokwaséw.

Kwas izocyjanowy, ktéry jest gtéwnym czynnikiem
wywotujacym karbamylacje czasteczek i makroczaste-
czek, powstaje z cyjanianu. Cyjanian natomiast powstaje
zmocznika, a stosunek obu tych substancji w stanie réw-
nowagi chemicznej wynosi 99:1 [19,50]. Innym sposobem
powstawania kwasu izocyjanowego w organizmie jest
metabolizm tiocjanianu [8]. Proces zachodzi z udzialem
mieloperoksydazy (EC 1.11.1.7) (MPO), ktéra w obecnosci
nadtlenku wodoru moze katalizowa¢ reakcje utleniania
tiocjanianu do kwasu podchlorawego (HCIO). Nastepne
przemiany kwasu podchlorowego tworza cyjanian,
a dalej kwas izocyjanowy (ryc. 1) [4,8,44,49].
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Ryc. 2. Schemat karbamylacji grup aminowych, tiolowych, hydroksylowych,
fenolowych, karhoksylowych i imidazolowymi biatek
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Ryc. 4. Schemat wytworzenia grupy karbamoilowej w czasteczce kwasu
asparaginowego z udziatem karbamoilofosforanu

Powstajgcy z mocznika kwas izocyjanowy in vitro, moze
reagowa¢ z grupami aminowymi, tiolowymi, karboksy-
lowymi, hydroksylowymi lub fenolami doprowadzajac
do przylaczania grup karbamoilowych (ryc. 2) [19,25,37].

Najwieksza reaktywno$é kwas izocyjanowy wykazuje
w stosunku do grup tiolowych i fenolowych, jednak sa
to reakcje odwracalne. Trwate produkty reakcji powstaja
w wyniku oddziatywania kwasu izocyjanowego z gru-
pami aminowymi. Grupy a-aminowe aminokwaséw
reaguja z kwasem izocyjanowym 100 razy szybciej ani-
zeli grypy e-aminowe lizyny (ryc. 3) [19,39].

Karbamylowana lizyna (homocytrulina) wystepuje
w osoczu krwi w postaci wolnej lub zwigzanej z biatkami.
Lizyna jest aminokwasem, ktéry bardzo czesto wyste-
puje na powierzchni biatka. Obecnosé¢ grupy e-aminowe;
w taticuchu bocznym lizyny sprzyja jej karbamylacji, co
moze spowodowal zmiany wlasciwosci fizykochemicz-
nych biatka. Stezenie homocytruliny w osoczu zmienia
sie w zalezno$ci od kondycji organizmu. Wykazano, ze
stezenie tego aminokwasu moze by¢ dobrym biomarke-
rem w réznych chorobach zwiazanych z zaburzeniami
cyklu mocznikowego [1].

Kwas izocyjanowy nie jest jedynym zwigzkiem zdol-
nym do tworzenia grup karbamoilowych w biatkach.
Wykazano réwniez, ze w reakcji karbamylacji moze mieé
udziat karbamoilofosforan (ryc. 4) [12,38].

Stanem patologicznym sprzyjajacym powstawaniu duzej
ilo$ci kwasu izocyjanowego, a w konsekwencji karbamylacji
bialek jest m.in. przewlekta niewydolno$¢ nerek (chronic
renal failure; CRF). Uposledzenie funkcji nerek powoduje
zatrzymanie w organizmie zbednych produktéw prze-
miany materii, w tym mocznika. Jego stezenie u oséb z CRF
moze by¢ 6-7-krotnie wyzszy w poréwnaniu do oséb zdro-
wych. U oséb zdrowych w krwiobiegu prawidtowe stezenie
mocznika waha sie w granicach 2,5-7,0 mmol/L krwi, nato-
miast u 0s6b z przewlekla niewydolnoscia nerek to stezenie
moze osiagaé warto$¢ 35 mmol/L i wiecej [28,42,46,50].
Duze stezenie mocznika we krwi pacjentéw z przewlekla
niewydolnoscig nerek wskazywatoby, ze stezenie kwasu
izocyjanowego bedzie rzedu od kilkudziesieciu do kil-
kuset mmol/L. Przeprowadzone badania wykazaly jed-
nak, ze stezenie kwasu izocyjanowego u 0séb zdrowych
wynosi okoto 50 nmol/L, natomiast u pacjentéw z CRF
przed hemodializg okoto 150 nmol/L, a po hemodializie
okoto 80 nmol/L [32]. Z kinetycznych parametréw roz-
ktadu mocznika wynika, ze niewielkie stezenia kwasu izo-
cyjanowego sa okoto 1000 razy mniejsze niz oczekiwano.
Najprawdopodobniej wynika to z jego krétkiego okresu
péttrwania (3-4 min) i duzej reaktywnosci z biatkami
[19,32].

Reakcja kwasu izocyjanowego z biatkami powoduje blo-
kowanie N-koficowych grup aminowych biatek oraz grup
aminowych w taricuchach bocznych lizyny, co moze spo-
wodowal zaburzenia w sprzeganiu z innymi czastecz-
kami. Tego typu modyfikacje biatek moga negatywnie
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wplywac przy wykorzystaniu ich jako nosnikéw réznych
substancji. Ponadto karbamylacja biatek moze spowodo-
waé niecatkowite trawienie biatek przez enzymy prote-
olityczne [45].

Teoretycznie wszystkie biatka mogg ulega¢ karbamyla-
cji jednak stopiert ich modyfikacji in vivo zalezy m.in. od
dostepnosci i nukleofilowosci wolnych grup aminowych,
od polarnosci rozpuszczalnika oraz od dtugosci zycia
danego biatka [22].

Jak wynika z dostepnej literatury, karbamylacja zmie-
nia wla$ciwosci strukturalnych i funkcjonalnych biatek
[31]. Widocznym skutkiem reakcji izocyjanianu z biat-
kami jest eliminacja dodatniego tfadunku, co wptywa na
oddziatywania jonowe biatko-woda, a tym samym zabu-
rza oddzialywania na powierzchni biatka w stosunku do
innych czasteczek [22]. Karbamylacja powoduje zmiany
w strukturze drugo- i trzeciorzedowej biatek, co wplywa
na rozktad wszystkich atoméw w czasteczce, a tym
samym na dostepno$¢ centrum aktywnego biatka. Proces
powoduje réwniez zaburzenia w oddziatywaniach typu
biatko-biatko. Na przyktad karbamylacja kolagenu typu
I wywoluje zaburzenia w strukturze potréjnej helisy, a to
zmniejsza zdolno$¢ polimeryzacji prawidtowych widkien
[18]. Wykazano réwniez, Ze zmiany te mogg by¢ zwig-
zane z niezdolno$cia karbamylowanego kolagenu do sty-
mulowania utleniajacej funkcji neutrofili. Inne badania
wykazaly, ze karbamylacja kolagenu znaczaco wpltywa na
zdolno$¢ migracyjna komérek widkniaka (linia HT1080)
oraz dezorganizacje cytoszkieletu aktynowego w tych
komérkach [40].

KARBAMYLACJA HEMOGLOBINY

Prawdopodobnie to, iz hemoglobina jest tatwo dostep-
nym biatkiem do badan spowodowat, ze jej karbamylacja
jest bardzo dobrze poznana. Duze stezenie mocznika we
krwi 0séb z przewlektg choroba nerek sprzyja powstawa-
niu duzej ilosci izocyjanianu, a tym samym karbamylacji
hemoglobiny. Kwas izocyjanowy reaguje z terminalnymi
grupami a-aminowymi waliny zaréwno taricucha a- jak
i B-globiny [50]. Biatka te mimo odmiennej struktury
pierwszorzedowej oraz réznej ilo$ci aminokwaséw w tan-
cuchach (faticuch a 141 aminokwaséw, taricuch f 146
aminokwaséw) maja na N-koricu waline. To wlasnie ten
aminokwas w taficuchach globiny najszybciej ulega kar-
bamylacji. Najlepsza metoda detekcji karbamylacji hemo-
globiny jest oznaczenie stezenia walino-hydantoniny.

Badania Hamouda i wsp. wskazujg, ze u chorych z prze-
wlekta niewydolnoscig nerek (niecukrzycowych) ste-
zenie walino-hydantoniny w hemoglobinie wzrasta
o0 okoto 10% w poréwnaniu do jej stezenia u pacjentéw
zdrowych [13]. U pacjentéw z przewlekta niewydolno-
$cia nerek cierpiacych réwniez na cukrzyce stezenie
walino-hydantoniny byto 1,95 razy wyzsze anizeli w gru-
pie kontrolnej i 1,77 razy wyzsze niz w grupie pacjen-
téw z mocznica (niecukrzycowych). Autorzy sugeruja,
ze jest to dowodem na wzajemng interferencje glikacji

i karbamylacji hemoglobiny [13]. Badania przeprowa-
dzone przez Hamouda i wsp. wykazaly wzrastajgce ste-
zenie karbamylowanej waliny w taricuchach globiny po
inkubacji hemoglobiny z mocznikiem [13]. Wzrost ste-
zenia karbamylowanej waliny (walino-hydantoniny) byt
proporcjonalny do zastosowanego stezenia mocznika.
Ponadto, autorzy ci wykazali dominujaca role nieenzy-
matycznej glikacji waliny w stosunku do jej karbamylcji.
W hemoglobinie walina nie jest jedynym aminokwasem
ulegajacym karbamylacji. Moga jej réwniez ulegaé grupy
e-aminowe w faficuchu bocznym lizyny [9].

U chorych z przewlektg niewydolnoscia nerek wyka-
zano wprost proporcjonalng zalezno$¢ stopnia karba-
mylacji hemoglobiny i stezenia mocznika we krwi oséb
zdrowych jak i chorych z przewlekta niewydolno$cia
nerek (przed i po dializie) [21]. Stezenie karbamylowanej
hemoglobiny byt okoto 3-krotnie wyzszy u 0séb z prze-
wlektg niewydolnosciag nerek poddawanych zaréwno
hemodializom jak i dializowanych otrzewnowo [21].
Okreslenie stezenia karbamylacji hemoglobiny jest do$é
trudne ze wzgledu na podobienistwo reakcji nieenzyma-
tycznej glikacji oraz reakcji karbamylacji grup amino-
wych biatek [27].

KARBAMYLACJA LIPOPROTEIN

Proces karbamylacji biatek dotyczy réwniez obecnych
w organizmie lipoprotein i moze mieé znaczacy wptyw
na ich strukture i funkcje. Biatkowym komponentem
lipoprotein niskiej gesto$ci (LDL) jest apoB-100. Biatko to
zawiera w swojej budowie 4563 aminokwaséw, a wérdd
nich znajduje sie 356 reszt lizyny [41]. Ze wzgledu na
to, ze taricuchy boczne lizyny z duza tatwo$cia reaguja
z kwasem izocyjanowym, karbamylacja tego biatka pro-
wadzi do jego zmian strukturalnych i funkcjonalnych
[1,2,44]. Podobnie jak w innych biatkach, do karbamylacji
apoB-100 dochodzi jednak najszybciej na N-koticowym
aminokwasie tego biatka. Wykazano, ze karbamylo-
wane lipoproteiny LDL majg mniejsze powinowactwo do
receptoréw znajdujacych sie na powierzchni fibrobla-
stéw niz niemodyfikowane LDL [9]. Karbamylowane lipo-
proteiny znacznie dtuzej pozostaja w krwiobiegu anizeli
niezmienione LDL [15]. Ponadto, dtuzszy czas ich pozo-
stawania w krwiobiegu powoduje, ze moga by¢ podda-
wane dodatkowej modyfikacji przez utlenianie.

Karbamylacja lipoprotein moze sie odbywaé w réznym
stopniu. Przeprowadzone badani in vitro wykazaty, ze
maksymalna karbamylacja LDL wystepuje po ich inku-
bacji w stezeniu 0,6 mg/ml z cyjanianem w stezeniu 20
mmol/1 [9]. Karbamylowane lipoproteiny LDL sg roz-
poznawane przez receptory zamiataczy makrofagéw,
przypuszczalnie SR-A1, a to powoduje ich wychwyt
i indukcje nieswoistych szlakéw sygnalizacyjnych
[19,51]. Karbamylowane LDL mogg wykazywaé dziata-
nie promiazdzycowe przez udziat w tworzeniu komérek
piankowatych, indukcje apoptozy komdrek srédbtonka
oraz proliferacje komérek mieéni gtadkich [19,44,49].
U pacjentéw z przewlektg niewydolnoscig nerek wyste-
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puje zwiekszone ryzyko miazdzycy, ktére oprécz innych
czynnikdw, anizeli podwyzszone stezenia mocznika
w osoczu, przyczynia sie do zintensyfikowania procesu
karbamylacji biatek lipoprotein [3].

Duzo stabiej poznanym procesem jest karbamylacja lipo-
protein wysokiej gestosci (HDL) [44]. Gtéwnym biatkiem
HDL jest apoA-1 zawierajaca 243 aminokwaséw w tym 21
reszt lizynowych [6]. Karbamylacja biatek, w tym lizyny
apoA-1, skutkuje wzrostem elektroujemnosci tego biatka.
Wykazano, ze receptor SR-BI jest bardziej wrazliwy na
wigzanie biatek ujemnie natadowanych, a przez to ma
wieksze powinowactwo do karbamylowanych czaste-
czek HDL [14]. Ponadto stwierdzono, ze reakcja kwasu
izocjanowego z jedng tylko grupa aminowa w laricuchu
bocznym lizyny w apoA-I moze modulowa¢ interakcje
HDL z SR-BI makrofagéw przyczyniajac sie do tworzenia
kropli lipidowych w tych ostatnich [14]. Ci sami autorzy
sugeruja ponadto, ze karbamylacja HDL moze destabili-
zowa(¢ réwnowage wychwytu cholesterolu i przyczyniaé
sie do rozwoju miazdzycy tetnic [44].

KARBAMYLACIA BIALEK 0S0CZA (ALBUMINA)

Albumina jest biatkiem, ktérego stezenie w osoczu
wynosi 35-42 g/, co stanowi okoto 50% wszystkich bia-
tek [23,26]. Z tego powodu biatko to szczegdlnie jest
narazone na karbamylacje. Albumina zawiera 585 reszt
aminokwasowych, w tym 58 reszt lizyny i 24 argininy.
Karbamylacji moga ulegaé zaréwno taticuchy boczne
tych dwdch aminokwasdw, jak i aminokwas N-koticowy.
W badaniach wykazano, ze u chorych z przewlektg nie-
wydolno$cig nerek stezenie karbamylowanej albu-
miny jest dwukrotnie wyzsze anizeli u oséb zdrowych
[5]. Badania tych autoréw wykazaty réwniez, ze lizyna
w pozycji 549 jest najbardziej podatna na karbamyla-
cje. Aminokwas ten jest réwniez najbardziej podatny na
proces glikacji. 6-godzinna inkubacja albuminy in vitro
z cyjanianem o stezeniu 0,1 M powodowata spadek ilo-
$ci niezmodyfikowanych reszt lizyny o okoto 20% w sto-
sunku do préby kontrolnej [16]. Spadek reszt lizyny
powoduje wzrost stezenia homocytruliny w osoczu.
Wykazano takze, ze karbamylowana albumina hamuje
wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego przez
neutrofile [16]. Wyniki te moglyby cze$ciowo wyjasniaé
wystepowanie powiktar zapalnych i zakaznych u pacjen-
téw z CRF, odpowiedzialnych za ich wyzsza zachorowal-
noéé i $miertelnoéé [16]. Réwniez inne badania stanu
konformacyjnego albuminy pochodzacej od oséb z prze-
wlektg niewydolnoscia nerek wykazaty zmiany w poréw-
naniu do 0séb zdrowych [35].

Przeprowadzona karbamylacja albuminy, in vitro, przez
Koka i wsp. wykazata spadek jej stezenia w prébach [23].
Badania wykonano trzema metodami: z fioletem bro-
mokrezolowym (BCP), zielenig bromokrezolowa (BCG)
oraz technika immunonefelometryczna. Mimo zastoso-
wania réznych metod, wszystkie wykazaty spadek ste-
zenia albuminy w prébach. Autorzy sugeruja, ze spadek
moze wynikaé z karbamylacji lizyny w taficuchu biat-

kowym, a tym samym ze zmienionej specyfiki wigzania
znacznikéw. Autorzy przeprowadzili réwniez badanie
stezenia homocytruliny w osoczu pacjentéw poddawa-
nych hemodializom i wykazali jej czterokrotny wzrost
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Okreslili takze liczbe
reszt lizynowych, ktére sa modyfikowane w kazdej cza-
steczce albuminy. Obliczenia wykazaly, ze jedna na 14
czasteczek albuminy zawiera homocytruline [23].

Na poziom karbamylacji albuminy bardzo duzy
wplyw ma stezenie wolnych aminokwaséw w osoczu.
Wykazano, ze spadek stezenia aminokwaséw w osoczu
chorych z przewlektg niewydolno$cia nerek powodowat
wzrost stezenia karbamylowanej albuminy [5]. Ci sami
autorzy wykazali in vitro, ze wolne aminokwasy, takie
jak cysteina, histydyna, arginina i lizyna, a takze inne
zwiazki nukleofilowe, np. tauryna, hamuja indukowana
cyjanianem karbamylacje albuminy petnigc tym samym
role protekcyjng w stosunku do tego biatka.

Ochronng role wolnych aminokwaséw przed karbamy-
lacjg biatek zasugerowal réwniez Jin [20]. W badaniach
wykazal, Ze proces karbamylacji erytropoetyny zostaje
ograniczony lub nawet zahamowany, jezeli w §rodowi-
sku sg obecne aminokwasy (fenyloalanina, walina, tryp-
tofan, treonina lub lizyna) [20]. Wazne moze by¢ réwniez
to, ze obecnos¢ jednego biatka dziata protekcyjnie w sto-
sunku do innego. I tak, wykazano, ze obecnos¢ albu-
miny w uktadzie dziatata ochronnie w stosunku do ilo$ci
powstajgcej karbamylowanej erytropoetyny [20].

Przeprowadzone badania wolnych aminokwaséw wyste-
pujacych w osoczu oséb ze schytkowa niewydolno-
$cia nerek wykazaly, ze stezenie tyrozyny, histydyny,
metioniny, lizyny, waliny, leucyny oraz izoleucyny byty
znaczaco nizsze anizeli u 0séb zdrowych [24]. Analiza
karbamylacji wolnych aminokwaséw w osoczu u pacjen-
téw ze schytkowa niewydolno$cia nerek udowodnita, ze
ich stezenie byto 0,5-11,4 razy wieksze anizeli postaci
niekarbamylowanych. W najwiekszym stopniu karbamy-
lacji ulegaly izoleucyna i treonina (11,4 i 9 razy wiecej
niz niekarbamylowanej), a najmniej procesowi karba-
mylacji poddawaly sie: fenyloalanina i tyrozyna (0,51 1,3
razy wiecej, niz niekarbamylowane;j) [24].

KARBAMYLACJA BIALEK BLONOWYCH

Niewiele jest informacji dotyczacych skutkéw karbamyla-
¢ji biatek btonowych komérek oraz wptywu tego procesu
na funkcjonowanie komérek. W btonach erytrocytéw
gtéwnymi biatkami integralnymi sa biatko pasma trze-
ciego oraz glikoforyna. Do wewnetrznej blony komérkowej
zasocjowanych jest wiele biatek powierzchniowych two-
rzacych cytoszkielet. Przeprowadzone badania Trepaniera
i wsp. na wyizolowanych btonach erytrocytéw wykazaty,
ze cyjanian bardzo szybko wiaze sie z biatkami obecnymi
w blonach [46]. Autorzy ci wykazali réwniez, ze proces
karbamylacji biatek jest proporcjonalny do czasu ich eks-
pozycji na cyjanian [46]. Ponadto udowodnili, ze karbamy-
lacji ulegaty w najwiekszym stopniu spektryna o i p oraz
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ankiryna. Badania Trepaniera i wsp. wykazaly réwniez,
ze niewiele cyjanianu wiazato sie z biatkiem pasma trze-
ciego anizeli wynikatoby to z jego masy molowej. Autorzy
badan ttumacza to tym, ze spektryna i ankiryna sg biat-
kami peryferyjnymi umiejscowionymi na powierzchni
blony, przez co ich grupy aminowe sg fatwo dostepne dla
cyjanianu. Biatko pasma trzeciego nalezy do biatek inte-
gralnych, co powoduje, ze jego aminokwasy domen trans-
blonowych sa mniej narazone na dzialanie cyjanianu [46].
Réwniez inne badania dowiodly istnienia zmian w bial-
kach btonowych erytrocytéw poddanych karbamylacji in
vitro. Wykazano znaczace statystycznie zmiany konfor-
macyjne biatek blonowych erytrocytéw poddanych dzia-
taniu cyjanianu przez 24 godziny, a nastepnie mierzonych
za pomocg znacznikéw spinowych w technice elektrono-
wego rezonansu paramagnetycznego (EPR) [34]. Ponadto
dowiedziono, ze karbamylacja biatek btonowych moze
sie przyczyniaé do zmian w mikrolepkosci btony [36].
Prowadzone badania in vitro, wykazaly réwniez, ze ery-
trocyty poddane dziataniu cyjanianu sa bardziej podatne
na hemolize, co moze w znaczacy sposéb wptywaé na
niedokrwisto$¢ pacjentéw z przewlekta niewydolnoscia
nerek [30,36]. Réwniez erytrocyty pacjentéw z CRF pod-
dawanych hemodializom wykazywaty wiekszg wrazliwo§¢
osmotyczna w poréwnaniu do oséb zdrowych oraz wiek-
szg czulo$¢ na stres oksydacyjny [7]. W przypadku oséb
poddawanych hemodializom na zwiekszona hemolize
erytrocytéw oprécz karbamylacji biatek moga wptywaé
réwniez inne czynniki, takie jak mechaniczne uszkodze-
nia komérek przez pompy podczas hemodializy oraz stan
stresu oksydacyjnego. Nastepstwem karbamylacji biatek
btonowych erytrocytéw moze by¢ ich szybsze trawienie,
co moze doprowadzi¢ do skrécenia czasu zycia erytrocy-
téw w krwiobiegu [46]. U chorych z przewlekia niewydol-
noscia nerek poddawanych hemodializom obserwowano
réwniez znaczne skrécenie czasu zycia erytrocytéw oraz
obecno$¢ w krwiobiegu duzej liczby erytrocytéw mtodych
[7,48]. Skrécenie czasu przezycia erytrocytéw moze réw-
niez wynika¢ z ich deformacji spowodowanej m.in. mody-
fikacjami bialek i lipidéw blonowych oraz ich wzajemnych
oddziatywan.

Trepanier i Thibert wykazali in vitro, ze moze réwniez
dochodzi¢ do karbamylacji grup aminowych fosfolipi-
déw blonowych [47]. Ze wzgledu na asymetrie blony
komérkowej fosfatydyloseryna i fosfatydyloetanolo-
amina sa umiejscowione w cytoplazmatycznej mono-
warstwie lipidowej btony komdrkowej. Oba fosfolipidy

—CH,—CH,-=NH, + HN=C=0 — OH~-CH,=CH,—=NH = CO —=NH,
Etanoloamina

~CHy=CH ~NH, +HN=C=0— O~CH,~CH ~NH - CO~NH,

CO0 CO0
Seryna

Ryc. 5. Schemat karbamylacji etanoloaminy i seryny wchodzacych w sktad
fosfolipidéw btonowych

zawierajg w polarnej cze$ci wolng grupe aminowa, ktéra
moze sie wigzaé z kwasem izocyjanowym (ryc. 5).

Jak wynika z przeprowadzonych badan, karbamyla-
cja moze sie przyczynia¢ do zmian w oddziatywaniach
biatkowo-lipidowych w btonach w wyniku modyfika-
cji biatek lub lipidéw [47]. Ponadto Trepanier i Thibert
sugeruja, ze karbamylacja komponentéw btony komér-
kowej erytrocytéw moze spowodowaé eksternalizacje
zaréwno fosfatydyloseryny, jak karbamylowanej fosfa-
tydyloseryny do zewnetrznej monowarstwy dajac w ten
sposdb sygnat komérkom fagocytujacym do ich elimi-
nacji z krwiobiegu [47]. Moze to potwierdzaé obecnosé
w krwiobiegu 0séb z przewlekla niewydolno$cia nerek
przewazajacej liczby erytrocytéw mtodych.

KARBAMYLACJA ERYTROPOETYNY

Proces karbamylacji dotyczy réwniez enzyméw; mody-
fikacje potranslacyjne enzyméw moga mie¢ duzy wplyw
na ich aktywno$¢ biologiczng, a tym samym na kondycje
calego organizmu. U chorych z przewlektg niewydolno-
$cig nerek obserwuje sie bardzo czesto niedokrwistosé. Jej
przyczyny sg bardzo ztozone: utrata krwi podczas hemo-
dializ, przyspieszone procesy starzenia erytrocytéw, czy
uposledzona erytropoeza. Za proces tworzenia erytro-
cytéw jest odpowiedzialna m.in. erytropoetyna (EPO).
Enzym ten w 80% jest syntetyzowany w nerkach, a w 20%
w watrobie [11]. Przeprowadzone badania in vitro wyka-
zaly spadek wolnych grup aminowych w erytropoety-
nie po jej inkubacji z cyjanianem w zalezno$ci od czasu
inkubagji, jak i jego stezenia [20,31,33]. Mimo ze mocznik
i kwas izocyjanowy mogg hamowa¢ dziatanie erytropo-
etyny, a tym samym proces erytropoezy, to nadal jeszcze
mechanizm ten nie jest w pelni wyjasniony [20].

PobsumowaNiE

Omdéwiona karbamylacja biatek jest procesem fizjolo-
gicznym, jednak w pewnych stanach patologicznych
dochodzi do jego nasilenia. W przewleklej niewydolno-
$ci nerek nagromadzenie w organizmie réznych toksyn
mocznicowych, w tym mocznika, sprzyja wzmozonej
karbamylacji bialek. Nieenzymatyczne wigzanie sie cyja-
nianu do bialek zmienia ich strukture i funkcje, przez co
negatywnie wptywa na kondycje oséb z przewleka nie-
wydolnoscia nerek. Przy omawianiu patofizjologii prze-
wlektej niewydolnosci nerek szczegdlna uwage zwraca
sie na zatrucia organizmu toksynami mocznicowymi
oraz towarzyszgcemu hemodializom stresowi oksydacyj-
nemu, natomiast niewiele uwagi po$wieca sie skutkom
karbamylacji biatek.

Mimo wielu doniesieri dotyczgcych karbamylacji biatek
temat jest jednak bardzo czesto pomijany przy omawia-
niu skutkéw niewydolnosci nerek oraz w diagnostyce
i terapii oséb chorych. Biorac pod uwage specyfike tego
procesu konieczne sa dalsze badania, ktére w petni wyja-
$nityby nastepstwa wynikajace z modyfikacji waznych
zyciowo czasteczek i makroczasteczek.
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