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»Rola aktywowanego przez cAMP czynnika wymiany nukleotydu guaniny — Epacl oraz jego

bezposredniego efektora Rapl w rozkurczu migéni gtadkich naczyn krwionoénych”.

,.Role of exchange protein activated by cAMP - Epacl and its immediate effector Rapl in

vascular smooth muscle relaxation”

STRESZCZENIE

Prawidlowa funkcja migsni gladkich naczyn krwionosnych jest kluczowa dla utrzymania
wladciwego ci$nienia krwi a przez to podtrzymania homeostazy organizmu. Z Kkolei
zaburzenia w regulacji skurczu i rozkurczu mogg prowadzi¢ do rozwoju takich choréb, jak
nadciénienie tetnicze czy wazospazm mézgowych naczyn krwionoénych. Skurcz i rozkurcz
miesni gladkich jest $cisle regulowany poprzez fosforylacje lekkich tancuchow miozyny
(RLCy, z ang. regulatory light chain), a ta bezposrednio wynika z wzajemnej relacji
aktywnosci kinazy lekkich tancuchéw miozyny (MLCK, z ang. myosin light chain kinase) do
aktywnos$ci fosfatazy lekkich fancuchéw miozyny (MLCP, z ang. myosin light chain
phosphatase). Aktywacja matego biatka G - RhoA oraz jego bezposredniego efektora —
kinazy Rho (ROK, z ang. Rho kinase) przez odpowiednich agonistéw, prowadzi do obnizenia
aktywnosci MLCP oraz do fosforylacji RLCy migéni gladkich i wytworzenia skurczu,
Cykliczne nukleotydy (cAMP, ¢cGMP) mogg odwréci¢ ten proces prowadzac do rozkurczu

migsni,

Celem niniejszej pracy bylo ustalenie roli niedawno odkrytej $ciezki przekazu sygnatu od

cAMP poprzez bialka Epac oraz Rapl w fizjologii migsni gtadkich naczyn krwionosnych.

W niniejszej pracy przedstawiono nowy mechanizm cAMP-zaleznego rozkurczu migsni
gladkich naczyn krwionosnych poprzez biatko Epac, bgdace czynnikiem wymiany
nukleotydu guaniny dla matego biatka G — Rapl. Aktywacja Epac skutkuje zwigkszeniem
aktywnosci biatka Rapl przy jednoczesnym obnizeniu aktywnosci biatka RhoA. Selektywny
dla Epac analog cAMP: 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (007), znaczaco obnizyl indukowany przez
wazokonstryktory skurcz migsni oraz fosforylacje RL.Cy i MLCP zaréwno w przypadku
preparatéw naczyniowych miesni gladkich z zachowang ciagloscia btony komérkowej, jak 1

preparatow permeabilizowanych. Jak wykazano w pracy proces ten jest niezalezny od kinazy




biatkowej A (PKA, z ang. protein kinase A) oraz kinazy biatkowej G (PKG z ang. protein
kinase G). Stwierdzono, ze stosowany klinicznie wazodylator Cicaprost, bgdacy analogiem
prostacykliny PGI2, zwigkszal aktywno$¢ biatka Rapl przy réwnoczesnym obnizeniu
aktywnosci RhoA w mieéniach gladkich z zachowang ciaglodcig blony komérkowej.
Rowniez aktywator cyklazy adenylowej - forskolina, inhibitor fosfodiesterazy — IBMX oraz
isoproterenol, znaczagco podnosily ilos¢ Rapl-GTP w komdrkach migsni gladkich
wyizolowanych z aorty szczura. Obecno$¢ HR9, bedacego inhibitorem PKA, nie miafa
wplywu na aktywacje Rapl stymulowang 007. Indukowany przez LPA wzrost aktywnosci
RhoA byt znaczaco redukowany przez 007 w mysich fibroblastach typu dzikiego, ale nie w
komorkach pozbawionych RaplB. Obserwacja ta jest zgodna z hipoteza sugerujaca, 7e
obnizenie aktywnosci RhoA przez Epac odbywa si¢ za podrednictwem biatka Rapl.
Jednoczesnie aktywacja Rapl przez isoproterenol byla catkowicie zablokowana w

komorkach migéni gtadkich, w ktoérych wyciszono gen biatka Epacl.

W niniejszej pracy wykazano, ze cAMP-zalezna aktywacja PKA oraz bialka Epac wspolnie
prowadzi do rozkurczu migéni giadkich. Catkowite oraz ograniczone do mieéni gladkich
wylaczenie genu rapl, znaczaco zwigkszylo niestymuiowana oraz stymulowang analogiem
tromboksanu A, site skurczu aorty brzusznej, jak réwniez ograniczylo efekt dzialania 007.
Zaprezentowane w tej rozprawie wyniki pokazujg, ze cAMP-zalezna aktywacja Epac
skutkuje PKA-niezalezng oraz Rapl-zalezna, desensytyzacjg wapniowa w miesniach
gladkich w wyniku obniZenia‘aktywnoéci biatka RhoA. Obnizenie aktywnosci RhoA w
nastepstwie wzrostu wewnatrzkomérkowego stezenia cAMP, odbywa si¢ przy udziale obu

sciezek sygnatowych Epac oraz PKA.

Modulacja przedstawionego w niniejszej rozprawie nowego mechanizmu regulujacego
cAMP-zalezng desensytyzacj¢ wapniowg w migéniach gladkich naczyn krwionosnych moze
zosta¢ w przyszlosci wykorzystana w terapii takich schorzen jak nadci$nienie tetnicze, czy

hipotensja.
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