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Przyczyny powstawania chorob krazka
miedzykregowego, zwanego potocznie
dyskiem, w aspekcie zaburzen budowy
I funkcji kolagenu ludzkiego

Causes of formation of the intervertebral disc diseases,
colloquially termed as slipped disk, in the aspects of
disorders of structure and function of human collagen
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Streszczenie: Dla oszacowania wptywu choroby krazka miedzykregowego na przejscie kolagenu z helisy w spirale (coil) i na morfologig kolage-
nu w tkankach pobranych od pacjentéw podczas operacji neurochirurgicznej stosowano réznicowa kalorymetrie skaningowg (ang. DSC). Pobrano
40 krazkéw miedzykregowych od pacjentow ze zwyrodnieniowg chorobg krazka miedzykregowego, poddanych operacji z powodu bolu w dolne;
czesci plecow. Pacjenci byli w wieku od 20 do 70 lat. Podczas badart DSC materiat utrzymywano w stanie wilgotnym. Dane pozwalajg na poréw-
nanie stabilnosci termicznej tkanki kolagenowej od zdrowych pacjentow i pacjentow cierpigcych na chorobe krazka miedzykregowego. W pracy
omaéwiono pordwnanie pomiedzy przejsciem z helisy w spirale pod wptywem ciepta w przypadku widkien kolagenowych od pacjentéw z chorobg
krazka miedzykregowego i widkien kolagenowych od zdrowych 0sdb. Szybko$¢ ogrzewania ma wptyw na potozenie kolagenu w tkankach krazka
przy temperaturach powodujgcych degeneracje. Wyzsza temperatura przejscia helisy w spirale w przypadku kolagenu w krgzkach zwyrodniatych
sugeruje, ze dochodzi do dodatkowego tworzenia potaczeri krzyzowych pomiedzy wtéknami kolagenowymi. Temperatury denaturacji kolagenu
w zwyrodniatych krazkach u mezczyzn majg nizsze wartosci niz w przypadku krazkow u kobiet. Choroba krazka migdzykregowego wywotuje zmiany
w budowie kolagenu i prowadzi do tworzenia dodatkowych potaczeri krzyzowych pomigdzy wioknami kolagenu.

Abstract: Differential scanning calorimetry (DSC) has been used to estimate the effect of disc disease on the collagen helix-coil transition and
morphology for tissue extracted from patients during surgical operation. Forty discs were obtained from patients with degenerative disc disease
undergoing surgery for low back pain. The patients were in the age between 20 and 70 years old. The specimens were kept wet during DSC ex-
periment. The data allow the comparison between thermal stability of collagen tissue from healthy patients and from patients suffering from disc
disease. In the paper the comparison between thermal helix-coil-transition for collagen fibers from patients suffering from disc disease and colla-
gen fibers from healthy organisms has been discussed. The heating rate has an influence on the position on denaturation temperatures of collagen
in disc tissues. Higher helix-coil transition temperature of collagen in degenerated disc suggests that additional intermolecular cross-linking of
collagen fibers occurs. Denaturation temperatures of collagen in degenerated male disc possess smaller values than for female ones. Disc disease
induces changes in collagen structure and leads to formation of additional crosslinks between collagen fibers.
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Wprowadzenie

Kolagen jest glownym biatkiem tkanki tacznej.
Jest on bardzo wytrzymaly na rozciaganie i stanowi
glowny sktadnik wigzadet oraz Sciggien. Kolagen odpo-
wiada za elastyczno$¢ skory, a jego degradacja prowa-
dzi do powstawania zmarszczek towarzyszacych proce-
sowi starzenia si¢. Ponadto kolagen wypetnia rogowke,
gdzie jest obecny w formie krystalicznej. Natywna cza-
steczka tropokolagenu (masa czasteczkowa 300 kDa)
zawiera trzy tancuchy polipeptydowe, z ktorych kazdy
sktada si¢ z 1000 reszt aminokwasowych, oplecionych
wokot siebie na ksztalt potrojnej helisy. Atomy w po-
szczegblnych tancuchach tacza si¢ ze soba wiazaniami
kowalencyjnymi, trzy tancuchy zas tacza si¢ ze soba
stabszymi wiazaniami, tworzac struktur¢ potrojnej
helisy. Kiedy dochodzi do denaturacji cieplnej biatka,
stabsze wiazania ulegaja rozpadowi, natomiast wiaza-
nia kowalencyjne pozostaja nienaruszone, a trzy fan-
cuchy oddzielaja si¢ od siebie i tworza przypadkowe
sploty [1-3]. W warunkach in vivo wtokna kolagenu
musza by¢ dostatecznie stabilne, aby wytrzymywa-
ly niszczace dziatanie czynnikow cieplnych, a jedno-
czesnie zdolne do taczenia oraz odtaczania tworzacych
je czastek. W roztworze zakres temperatur, w ktorym
dochodzi do rozwijania si¢ szeregu postaci fibrylar-
nych kolagenu, rozni si¢ zaledwie o kilka stopni od
temperatury organizmu, ale kiedy czasteczki tacza sig,
tworzac postacie fibrylarne, dochodzi do zwigkszenia
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temperatury przemiany do ~27°C [4, 5]. Stabilnosc
potrojnej helisy kolagenu zalezy od obecnosci wiazan
wodorowych. Denaturacja cieplna kolagenu zalezy od
zawarto$ci wody, pH podloza oraz stopnia wytworze-
nia wigzan krzyzowych [6—-10].

W prezentowanej publikacji opisano doswiad-
czenie, w ktorym oceniano metoda kalorymetryczna
wplyw choroby krazkéw mig¢dzykregowych na prze-
ksztalcanie si¢ kolagenu z postaci helis do postaci
splotow dla probek tkanek pobranych od pacjentow
podczas zabiegdw chirurgicznych. Choroba krazka
migdzykrggowego jest jednym z najczgstszych zabu-
rzen uktadu mig$niowo-szkieletowego. Zakres badan
nad wptywem choroby krazka migdzykrggowego na
wlasciwosci czastek kolagenu jest raczej ograniczony.
Jednakze zwyrodnieniowa choroba krazka mi¢dzykre-
gowego oraz skolioza wptywaja na funkcje mecha-
niczne tkanki facznej [11].

Materiat oraz metody

Trzydziesci krazkow migdzykregowych uzyska-
no od pacjentdow ze zwyrodnieniowa choroba krazka
miedzykregowego w trakcie zabiegu operacyjnego
z powodu dolegliwosci bolowych w dolnej czesci kre-
gostupa. Wiek pacjentow miescit si¢ w przedziale od
20 do 70 lat. Probki byty przechowywane w roztworze
podczas trwania badania DSC. Do oceny kalorymetrycz-
nej uzyto skanowania tkanek przy uzyciu kontrolowa-

Rycina 1. Wartos¢ DSC dla probek zdrowych oraz zwyrodniatych krqzkow miedzykregowych ogrzewanych z pred-

kosciq 5°C na minute.
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Rycina 2. Wartos¢ DSC dla probek zdrowych oraz zwyrodnialych krazkow miedzykregowych ogrzewanych z pred-

koscig 0,5°C na minute.
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nego komputerowo kalorymetru Perkin-Elmer DSC-7
z dolaczona sprezarka Intracooler oraz oprogramo-
wania dostarczonego przez producenta (wersja 1991).
Zwazone probki (0,01 mg) podgrzewano z predkoscia
5°C na minut¢ od temperatury 20°C do odpowiedniej
temperatury, uzywajac pustej szalki jako uktadu odnie-
sienia. Ponadto probki pochodzace z czterech krazkow
zbadano podczas podgrzewania z predkoscia 0,5°C na
minut¢ w zakresie temperatur od 20 do 100°C.

Dane umozliwiaja poréwnanie stabilnosci ter-
micznej probek kolagenu pochodzacych od zdrowych
ochotnikow oraz od pacjentow z chorobg krazka mig-
dzykregowego.

Wyniki oraz oméwienie

Krzywe DSC dla kolagenu znajdujacego si¢
w zdrowych krazkach migdzykregowych oraz w kraz-
kach migdzykregowych dotknigtych procesem zwy-

rodnieniowym przedstawiono na rycinie 1 oraz ry-
cinie 2. Krzywe na rycinie 1 uzyskano podczas ogrze-
wania z predko$cia 5°C/min. Krzywe na rycinie 2 uzy-
skano podczas ogrzewania z predkoscia 0,5°C/min.
Jak wida¢, szybkos¢ ogrzewania ma wptyw na warto$¢
temperatury denaturacji kolagenu w tkankach krazkow
migdzykregowych. Przeksztatcanie si¢ kolagenu z po-
staci helis do postaci splotow dla zdrowych krazkow
migdzykrggowych nastgpuje w temperaturze okoto
94,5°C (gdy krzywe DSC byly rejestrowane podczas
ogrzewania z predkoscia 5°C/min) oraz w temperatu-
rze okoto 50°C (gdy krzywe DSC byly rejestrowane
podczas ogrzewania z predkoscia 0,5°C/min). Dla ko-
lagenu pochodzacego ze zdegenerowanych krazkow
migdzykrggowych wartos¢ maksymalna DSC wyste-
puje w przedziale 84—104°C (gdy krzywe DSC bytly
rejestrowane podczas ogrzewania z predkoscig 5°C/
min) oraz w przedziale 51-52°C (gdy krzywe DSC

Tabela 1. Dane kalorymetryczne dla kolagenu w ludzkich krazkach miedzykregowych ogrzewanego z predkosciq

0,5 °C na minute.
Wiek pacjenta Temperatura maksymalna Tp, °C Whptyw cieplny na denaturacje kolagenu AH, J/g
) L 26 M 51,88 10,6
ivz’yé"d;r'a'z\'l‘vrfk' 37 Foo| 5210 188
eoZyKIRg 60 Foo| 5117 25,8
zdrowe kiazkd 36 Foo| 5027 788
migdzykregowe
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Rycina 3. Temperatury przemiany (a, c¢) oraz entalpia przemiany (b, d) dla zdrowych (m) oraz zwyrodnialych
krazkow miedzykregowych (¢ kobiety, ® mezczyzni).
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byly rejestrowane podczas ogrzewania z predkoscia
0,5°C/min). Dane te przedstawiono w tabeli 1.

Profile DSC pokazuja, ze choroba krazka mig-
dzykregowego indukowata zmiany w strukturze mo-
lekularnej kolagenu w tkance krazkéw migdzykrggo-
wych, ktére zmieniaty potozenie wartosci maksymal-
nej DSC dla kolagenu (wysoce energetyczna oraz ostra
endotermia, ktora jest charakterystyczna dla potroj-
nej helisy). Wyzsza warto§¢ temperatury przemiany
postaci helikalnej kolagenu w posta¢ splotow w zwy-
rodniatych krazkach migdzykregowych sugeruje, ze
obecne sa dodatkowe wewnatrzczasteczkowe wiazania
krzyzowe pomigdzy witoknami kolagenu. Poniewaz
zdrowy krazek pochodzit z organizmu kobiety, porow-
nalismy krzywe DSC dla zdrowych oraz zwyrodnia-
tych krazkéw migdzykregowych jedynie dla krazka
migdzykregowego pochodzacego od kobiety (nie dys-
ponowalismy krazkiem migdzykrggowym pochodza-
cym od mezczyzny). Jednakze poréwnalismy krzywe
DSC dla zwyrodniatych krazkéw migdzykrggowych
pochodzacych od kobiet oraz od mezczyzn. Obserwo-
waliSmy, ze warto§¢ maksymalna odpowiedzialna za
denaturacje cieplng kolagenu w krazkach migdzykre-
gowych pochodzacych od mezczyzn znajduje si¢ w za-
kresie 80,95-97,87°C, podczas gdy dla kobiet wartos¢
ta znajduje si¢ w przedziale 86,25-104,47°C (ryc. 3).
Moze to sugerowaé, ze kolagen w krazkach migdzy-
kregowych pochodzacych od kobiet zawiera wigksza
liczbe wiazan krzyzowych w poréwnaniu z kolagenem
w krazkach migdzykregowych pochodzacych od mez-
czyzn.

Uwaza sig, ze wysoka wartos$¢ entalpii rozwija-
nia si¢ kolagenu wynika gtownie z rozrywania wigzan
wodorowych znajdujacych si¢ pomigdzy potrdjnymi
helisami oraz wiazan wodorowych tworzacych sie¢
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uwodnienia wokot czasteczki kolagenu. Wartosci en-
talpii (DH) dla endotermicznego przeksztatcenia ko-
lagenu w krazkach migdzykregowych przedstawiono
na rycinie 3 (b, d). Wyniki pokazuja, ze wartos¢ DH
maleje wraz z wiekiem pacjentdw oraz stopniem zwy-
rodnienia.

Whnioski

* Szybkos$¢ ogrzewania ma wptyw na warto$¢ tem-
peratury denaturacji kolagenu w tkankach krazkow
migdzykregowych.

* Wyzsza warto$¢ temperatury przemiany postaci
helikalnej kolagenu w posta¢ splotow w zwyrod-
nialych krazkach migdzykrggowych sugeruje, ze
obecne sg dodatkowe wewnatrzczasteczkowe wig-
zania krzyzowe pomigdzy wtoknami kolagenu.

e Temperatura denaturacji kolagenu w zwyrodnia-
lych krazkach migdzykregowych jest mniejsza
w krazkach pochodzacych od mezczyzn w porow-
naniu z krazkami pochodzacymi od kobiet.

* Wyniki XRD potwierdzaja obecnos¢ w kolagenie
fazy krystalicznej oraz amorficznej.

* Choroba krazka migdzykrggowego indukuje zmia-
ny w strukturze kolagenu oraz prowadzi do powsta-
wania dodatkowych wigzan krzyzowych pomigdzy

——

wtoknami kolagenu.
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