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ATPaza Z BLON SARKOPLAZMATYCZNEGO RETIKULUM, TRANSPORTUJACA JONY
WAPNIA

I was always led in research by my conviction that the primitive basic
functions ofliving matter are brought about by ions, ions being the only
powerful tools which lifefound in the sea water where it originated”

Albert Szent-Gyérgyi, Studiesfrom the Institute of Medical Chemistry,
University of Szeged, 1941

AKTYWNY TRANSPORT JONOW

Réznice pomiedzy skladem chemicznym
srodowiska pozakomoérkowego a cytoplazma i
wnetrzem organelli komdérkowych wynikaja z
przebiegu proceséw zyciowych, ale stanowiag
réwniez ich podstawe. Roznice te powstaja dzie-
ki whasciwosci bton biologicznych, polegajacej
na selektywnym transporcie réznorodnych sub-
stancji chemicznych, a zatem na utrzymywaniu
réownowagi pomiedzy procesami nieskrepowa-
nego kontaktu wymienionych $Srodowisk i za-
chowania ich odrebnosci. Transport bardzo
wielu zwigzkéw chemicznych i substancji orga-
nicznych przez btony biologiczne zachodzi
wbrew ich elektrochemicznemu gradientowi i
dlatego wymaga wydatku energii. Pierwotnym
zrodiem tej energii jest sSwiatto dla organizmow
fotosyntetyzujacych lub procesy oddechowe dla
organizméw heterotroficznych. W komérkach
organizmoéw eukariotycznych wykorzystanie
obu Zrodet energii prowadzi do powstania ele-
ktrochemicznego gradientu stezen protondw
(sita protonomotoryczna — Alih+) w plasz-
czyznie poprzecznej bton wyspecjalizowanych
organelli komérkowych, mitochondriéw i chlo-
roplastow (Nicholls i wspotaut. 1992, De Meis
1993, skulachev 1994). Oba skiadniki Auh+,
chemiczny gradient stezen protonodw i elektry-
czny potencjat btonowy, moga bezposrednio
stuzy¢ jako sita napedowa transportu réznych

substancji w ptaszczyznie poprzecznej bton. W
btonie plazmatycznej, gdzie znajdujag sie wazne
systemy transportu odpowiedzialne za przezy-
cie komoérki, energia w takiej formie nie jest
wykorzystywana w sposéb bezposredni. Dlate-
go tez w mitochondriach AgH+ ulega zamianie
na chemiczny zwiagzek przejSciowy, adenozyno-
trojfosforan (ATP), w wyniku dziatalnosci syn-
tazy ATP (powszechnie okreslanej mianem ATP-
azy typu FoFi). ATP jest transportowany z mi-
tochondriéw do cytoplazmy przez translokaze
nukleotydéw adeninowych zalezng od potencja-
tu transmembranowego, ktéra katalizuje ele-
ktrogenng wymiane ATP/ADP/AMP (Aprille
1993). Zmagazynowana w ATP energia jest
przeksztatcana z powrotem w elektrochemiczny
gradient stezen jonéw w plaszczyznie poprze-
cznej bion, dzieki czemu zachodzi przez nie
aktywny transport substancji. W btonach endo-
somow, lizosomow i pecherzykéw wydzielni-
czych ATP jest zuzywany na powtdérne wytwo-
rzenie AgH+ w wyniku dziatania ATPaz typu V
(Fillingame 1996), enzymoOw przypominaja-
cych mitochondrialng ATPaze typu FoFi. W
ptaszczyznie poprzecznej btony plazmatycznej,
dzieki hydrolizie ATP i uwolnionej w ten sposo6b
energii, wytwarza sie elektrochemiczny gra-
dient stezen jonéw, przewaznie jednak nie H+,
a raczej Na+, K+ i Ca2+. W procesie tym biorg
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udziat hydrolazy ATP, ATPazy typu P, r6znigce
sie w znaczny sposéb od ATPaz typu V i FoF1
(Nicholls i wspétaut. 1992, De Meis 1993,
Inesi 1994, Fillingame 1996). R6znice te doty-
cza nie tylko struktuiy wymienionych bialek,
ale przede wszystkim mechanizmu katalizowa-
nej przez nie reakcji. W przypadku ATPaz typu
P w cyklu katalitycznym enzymow tej klasy
zachodzi autofosforylacja biatka, zjawisko nie
znane wsrdéd innych typéw ATPaz. Powstanie
gradientu stezen kationéw (na przyktad Na+) w
ptaszczyznie poprzecznej btony wymaga bezpo-
Sredniego zuzycia energii zmagazynowanej w
ATP, w tym przypadku przez Na+,K+ATPaze, i
transport jonéw okreslany jest mianem pier-
wotnego transportu czynnego. Mechanizm tego
typu transportu zaktada istnienie pojedynczego
biatka wytwarzajgcego elektrochemiczny gra-
dient stezenn nieorganicznego kationu (Inesi
1994, Andersen ivYilsen 1995). Elektrochemi-

Stawomir Pikuta

czny gradient stezen jonow jest wykorzystywa-
ny jako sita napedowa wielu procesow trans-
portowych (wtorny transport czynny). We wszy-
stkich przypadkach transport zwigzkéw organi-
cznych, istotnych dla przezycia komérki, takich
jak aminokwasy czy glukoza, lub produktéw
koncowych ich metabolizmu, ktérych komérka
musi sie pozby¢, odbywa sie z udziatem specy-
ficznych biatek transportujgcych.

Opisany model, czerpigcy z podstaw teorii
chemiosmotycznej Mitchella (Nicholls iwspot-
aut. 1992, be Meis 1993, Krupka 1994, Skula-
CHEV 1994) zyskal powszechng akceptacje mie-
dzy innymi ze wzgledu na podobieristwa pomie-
dzy ATPazami, cho¢ funkcje jakie pelnig te en-
zymy moga by¢ tak rézne, jak produkcja kwasu
w zotadku, uwalnianie neurotransmiteréw czy
synteza ATP w trakcie fotosyntezy (De Meis
1993, carafoli 1994, carafoli | Stauffer
1994, M oller i wspoétaut. 1996).

EWOLUCJA ATPaz TYPU P

Wszystkie zyjgce na naszej planecie organi-
zmy pochodzg prawdopodobnie od jednego
wspolnego przodka. W wyniku procesu dywer-
gencji wyewoluowaty ostatecznie w trzy kroélew-
stwa: Eubakteriae, Archaebakteriae i Eukariota
(lwabe |1 wspétaut. 1989, Brown i Doolittle
1995). W tym samym czasie ewoluowalty biatka
odpowiedzialne za transport elektrolitéw i me-
tabolitéow do i z komérki. Mimo ze bialka te
wykorzystujg rézne zrodta energii, a takze réz-
nig sie mechanizmami transportu, wykazujg
zadziwiajace podobienstwa w budowie. Podo-
bienstwa te opierajg sie na istnieniu jednostki
funkcjonalnej sktadajgcej sie z ciasno upako-
wanych szesciu struktur cc-helikalnych, ktdre
moga stanowi¢ catos¢ lub cze$é¢ kanatu btono-
wego. Wydaje sie, ze niektére z rodzin biatek
transportujacych powstaty na drodze konwer-
gencji, inne ze wspolnej czasteczki prekursoro-
wej na drodze dywergencji. Proces ten zacho-
dzit w réznym czasie w toku ewolucji (Saier
1993).

Na podstawie budowy i mechanizmu dziata-
nia mozna wyrézni¢ nastepujace rodziny biatek
transportujgcych: a) kanaty jonowe zalezne od
potencjatu btonowego; b) gtdwne integralne
biatka btonowe (MIP, ang. major intrinsic pro-
tein, biatko z komoérek widknistych soczewek
ssakéw, ChIP, biatko tworzace pore dla wody w
btonie ludzkich erytrocytéw.); c) uniportery,
symportery i antyportery (MFS, ang. major fa-
cilitator superfamily; APC, ang. transport pro-
teins specific for amino acids, polyamines and
choline; SSF, ang. sodium: solute symporter

family; SNF, ang. sodium:neurotransmitter
symporters family); d) mitochondrialne biatka
nosnikowe; e) permeazy bakteryjne i f) systemy
transportu wykorzystujgce energie zmagazyno-
wana w ATP (ATPazy typu P, v, FoFi, transpo-
rtery nalezgce do rodziny ABC, ang. ATP bin-
ding casette ) (Saier 1993). W oparciu o dane
zgromadzone na temat réznych ATPaz typu P,
szczegllnie transportujacych jony Cu+, Cd2+ i
Hg2+ (podtyp Pi) (Lutsenko i Kaplan 1995, So-
lioz i Vulpe 1996), przypuszcza sie ze proATP-
azy organizméw prokariotycznych powstaty w
trakcie ewolucji w celu regulacji stezeniajonow
metali ciezkich w cytoplazmie komoérek tych
organizmow (M oller iwspétaut. 1996) (rys. 1).
Wiekszos¢ wystepujacych we wspoiczesnych
organizmach ATPaz typu P nalezy do podtypu
P2, grupujgcego biatka zdolne do transportu
kationdw o nizszych masach atomowych (H+,
Na+, K+, Ca2+). Rozna specyficznos¢ tych en-
zymoéw w stosunku do transportowanych jo-
noéw jest zwigzana prawdopodobnie ze zwie-
kszong liczbg domen transbtonowych (M10-
M 11), w poréwnaniu z podtypem Pi (Ms) (Green
1992, Lutsenko i Kaplan 1995, Moller i
wspotaut. 1996). Trzeci podtyp P3 (KdpABC-
-ATPazy) pod wzgledem specyficznosci w sto-
sunku do transportowanych jonéw metali
przypomina podtyp P2 z wyjatkiem tego, ze
enzymy tej grupy nie sg zdolne do transportu
kationdw jako biatka monomeryczne, ajedynie
jako skfadnik bardziej skomplikowanego syste-
mu katalitycznego (Lutsenko i Kaplan 1995,
Solioz iVulpe 1996).
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Rys. 1. Drzewo filogenetyczne
ATPaz typu P.

ATPazy typu P istnialy juz we
wczesnych etapach rozwoju orga-
nizméw zywych na naszej plane-
cie, chociaz nie petnity jeszcze w
tym czasie kluczowej roli w utrzy-
maniu homeostazy kationéw w cy-
toplazmie. U zarania ewolucji
doszto do podziatlu enzymow tej
grupy na biatka transportujace jo-
ny metali ciezkich (typ I) i jony
metali 0 nizszych masach atomo-
wych (typ I1). Typ Il w swej pierwot-
nej formie przetrwat do
wspotczesnych czaséw w postaci
KdpABC-ATPaz organizmow
prokariotycznych, takich jak
Mg2+ATPaza S. typhimurium i
Ca2+ATPaza Synechococcus PC-
C7942. ATPazy te zalicza sie do
podtypu P3. ATPazy SERCA, jak-
kolwiek w niewielkim stopniu
przypominajace Ca2+ATPazy
wspoétczesnych organizmoéw, wy-
ewoluowaty prawdopodobnie
przed powstaniem organizmoéw
wielokomérkowych. Na+K+ATP-
aza i H+K+ATPaza pochodzg od
ATPaz SERCA, z ktérymi tworzg
wspélny podtyp P2A. Enzymy te
réznig sie od ATPaz SERCA obe-
cnoscig podjednostki p. ATPazy
PMCA i H+ATPaza oddzielity sie
wczesniej na drabinie ewolucyjnej
od ATPaz SERCA, tworzac podtyp
P2B, o czym $wiadczg istotne roz-
nice pomiedzy obiema grupami
enzyméw. W komoérkach roslin i
grzybéw H+ATPazy przejelty od
ATPaz typu FOF1 funkcje transpo-
rtu protonéw w ptaszczyznie po-
przecznej btony plazmatycznej
(Motter iwspoétaut. 1996).

POMPY WAPNIOWE

Ca2+—ATPazy (pompy wapniowe) sg niezbed-
ne w procesie usuwania Ca +z cytozolu zarow-
no przez btone plazmatyczng na zewnatrz ko-
morki, lub do przestrzeni wewnetrznej systemu
kanalikow i cystern bton endo(sarko)plazma-
tycznego retikulum (ER lub SR). Jakkolwiek
Ca2+ATPazy z btony plazmatycznej i bton ER
sa bardzo do siebie podobne pod wzgledem
strukturalnym i petlnionej funkcji, istnieje efe-
ktywny mechanizm molekularny, ktoéryjest od-
powiedzialny za to, ze wiasciwe biatka sg wbu-
dowywane w odpowiednie btony w trakcie pro-
cesu biogenezy (Foletti i wspotaut. 1995). Biat-
ka Ca +-ATPaz wystepujgcych w btonie plazma-
tycznej sg kodowane przez cztery geny (PMCA1,

PMCA2, PMCA3 i PMCA4), a w btonach we-
wnatrzkomorkowych przez trzy [SERCA1, SER-
CA2 i SERCAS3) (Grover i Khan 1992, wu i
wspotaut. 1995). Izoformy PMCAL i 4wystepuja
w wiekszosci komorek, podczas gdy izoformy
PMCA2 i 3 tylko w btonie komérek wyspecjali-
zowanych tkanek. Proces réznicowego skiada-
nia (ang. alternative splicing) RNA prowadzi
dodatkowo do zwiekszenia liczby izoform enzy-
mu (Grover i Khan 1992, carafoli 1994, Cara-
foli i Stauffer 1994). lzoformy te rozniag sie
czutoscig na fosforylacje przez zalezng od cykli-
cznych nukleotydéw kinaze biatkowa.

Pompy wapniowe z btony plazmatycznej sg
stymulowane przez kalmoduline, podczas gdy
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ATPazy kodowane przez geny SERCA1l i SER-
CA2 sg stymulowane przez fosfolamban. Enzym
bedacy produktem ekspresji genu SERCA3 ule-
ga fosforylacji przez zalezng od cAMP kinaze
biatkowg (Grover i Khan 1992, MacLennan i
Toyofuku 1992). W przypadku genéw rodziny
SERCA, podobnie do PMCA, zostat takze opisa-
ny proces réznicowego sktadania iwykazano, ze
ekspresja powstajgcych izoform jest specyficz-
na dla tkanki i moze ulega¢ zaburzeniu w wy-
niku transformacji nowotworowej. Zr6znicowa-
nie tkankowe rozmieszczenia izoform Ca +
-ATPaz oraz r6zne mechanizmy regulacji tych
enzymow sg odpowiedzialne za roznice w odpo-
wiedzi komérek na pobudzenie oraz za ich réz-
na plastycznos¢ (Grover i Khan 1992).
Ca2+-ATPaza z btony plazmatycznej, biatko
0 masie czasteczkowej 140 kDa, jest odpowie-
dzialna za regulacje stezenia Ca2+w komorce,
a zatem jest zaangazowana W Szeregu proce-
sach, w ktdorych niewielkie zmiany stezenia
Ca2+ ogrywajg kluczowa role (Carafoli 1994,
Carafoli i Stauffer 1994). Aktywnos$¢ enzymu
jest regulowana na wiele sposobéw, oproécz kal-
moduliny, miedzy innymi przez anionowe fosfo-
lipidy, fosforylacje przez kinazy biatkowe, a tak-
ze proces oligomeryzacji czgsteczek enzymu
(Carafoli 1994). C-koricowy rejon czgsteczki AT-
Pazy, oddziatujac z domemag potozong w poblizu
centrum aktywnego enzymu, obnizajego aktyw-
nos¢ w stanie spoczynkowym (Carafoli i Stauf-
fer 1994). Transportujgcgjony wapnia ATPaze
z bton ER(SR), biatko 0 masie czgsteczkowej 110
kDa, charakteryzuje funkcjonalny zwigzek po-
miedzy domeng katalityczng enzymu, zlokalizo-
wang w czesci taricucha polipeptydowego ekspo-
nowanej do cytoplazmy (miejsce autofosforylaciji),
a rejonem odpowiedzialnym za wigzanie Ca ,
zanurzonym w dwuwarstwie lipidowej. Domeny

Rys. 2. Schemat reakcji sktadajgcych sie na cykl katalityczy Ca
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te sg oddzielone od siebie 0 4-5 nanometréw i
na obie wplywa zwigzanie specyficznego inhibi-
tora ATPazy, tapsigarginy, z czasteczkag biatka
(Andersen i Vilsen 1995, Hussain i wspétaut.
1995, Waldron i wspotaut. 1995, Martonosi
1996). Opisany zwigzek funkcjonalny stanowi
mechanistyczng podstawe procesu translokacji
Ca2+w ptaszczyznie poprzecznej btony (Marto-
nosi i wspotaut. 1987, Martonosi 1996). Regu-
lacja cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni
szkieletowych jest osiggana w wyniku zaleznego
od ATP transportu Ca2+ przez btone SR (Melzer
i wspotaut. 1995). Proces ten ma znaczenie uni-
wersalne, nie tylkow kontroli ruchliwosci, a takze
metabolizmu komorek.

Petna maszyneria molekularna procesu
transportu Ca2+zawiera sie jedynie w czgstecz-
ce Ca -ATPazy (MacLennan i wspo6taut. 1985,
Martonosi iwspotaut. 1987, MacLennan i To-
yofuku 1992, DeMeis iwspoétaut. 1996, Mar-
tonosi 1996). Aktywny transport Ca2+jest ste-
chiometrycznie zwigzany z hydrolizg ATP. W
cyklu katalicznym Ca2+-ATPazy moznawyroznic
nastepujace fazy: zwigzanie dwoch jonéw wapnia
do miejsc w czagsteczce enzymu o wysokim powi-
nowactwie w konformacji Ei, po ktérym naste-
puje fosforylacja grupy karboksylowej @reszty
kwasu asparaginowego (w pozycji 351 tancucha
polipeptydowego ATPazy) w centrum aktywnym
enzymu (ufosforylowany posrednik, E-P) i po-
wstanie przejsciowej formy Caz2+-Ei-P. Zmiana
konformacji enzymu z formy Ei do E2 (Ca +-Ei-
P) prowadzi do translokacji i uwolnienia Ca +
do wnetrza kanalika SR (Martonosi 1995,
1996) (rys. 2). Przejscie enzymu z formy Ei w
forme E2 charakteryzuje sie zmianami struktu-
ry drugorzedowej biatka, powstaniem nowych
struktur a-helikalnych i zmianami w zawartosci
struktur @(Martonosi 1996).

-ATPazy z bton SR. Hydroliza AIP prowadzi

do autofosforylacji biatka enzymatycznego i transportu dwoch jonéw wapnia w ptaszczyznie poprzecznej
btony. Szczeg6towe wyjasnienia zamieszczono w tekscie artykutu.
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Ca2+ATPaza W REGULACJI STEZENIA JONOW WAPNIA W KOMORCE

Komorki zuzywajg energie miedzy innymi
na obnizenie stezenia Ca2+w cytozolu do bardzo
niskich wartosci. Zewnatrzkomérkowy Ca2+,
wchodzacy do komoérki przez kanaty wapniowe
w btonie plazmatycznej, jest z powrotem trans-
portowany na zewnatrz przez zalezng od kalmo-
duliny Ca2+ATPaze lub wymieniacz Na+/Ca2+.
Pula jon6w wapnia, ktéra wchodzi do komorki,
jest bardzo szybko usuwana przez Caz+-ATP-
aze, ktéra ma zdolnos¢ akumulacji Ca2+ w
wyspecjalizowanych przedziatach ER (lub SR),
wbrew gradientowi stezen tego jonu, kosztem
rozktadu wysokoenergetycznego wigzania fo-
sforanowego w czgsteczce ATP (Martonosi i
wspotaut. 1987, De Meis 1993, carafoli
1994). W wyniku akumulacji Ca2+jego stezenie
w ER moze wzrosng¢ 10000-krotnie; jakkol-
wiek kation ten nie wystepuje w formie wolnej,
lecz przede wszystkim zwigzanej z biatkami
wigzacymi Ca2+ (Milner iwspotaut. 1992). Po-
dobng zdolnoscia akumulacji charakteryzuja
sie inne organelle komdérkowe, jadro i mito-
chondria, lecz proces tenjest w przypadku tych
organelli mniej wydajny.

Stymulacja komorek przez hormony, czyn-
niki wzrostu i neurotransmitery, ktére sg wiag-
zane przez specyficzne receptory btonowe, pro-
wadzi do wzrostu stezenia wewnagtrzkomor-
kowego Ca2+. Uruchamianajest wtedy kaskada
zdarzeh prowadzgca od zmian konformacyj-
nych receptora po zwiazaniu ligandu, poprzez
biatka G az do aktywacji fosfolipazy C{3. Ten
ostatni enzym hydrolizuje 4,5-bisfosforan fosfa-
tydyloinozytolu. Powstajacy (1,4,5)-trisfosforan
inozytolu (InsPs) wigze sie z receptorem dla tego
zwigzku zlokalizowanym w btonach ER. Recep-
tor InsP3 zostat oczyszczony (sktada sie on z
czterech homologicznych peptydéw o m. cz. 250
kDa kazdy), a jego sekwencja jest poznana.
Zrekonstruowany do btony lipidowej wykazuje
cechy kanatu. W komoérce zwigzanie ligandu z
receptorem InsP3 powoduje uwolnienie Ca2+do
cytoplazmy (< 30 msek). Podtrzymywanie sty-
mulacji komorki prowadzi do autodegeneracji
receptora i proces ten moze by¢ odpowiedzialny
za regulacje odpowiedzi komoérki na pobudze-
nie. Wydaje sig, ze stymulacja komoérki jest

zwigzana z oscylacjg wewngtrzkomorkowego
stezenia Ca2+, a czestos¢ oscylacji, ale nie am-
plituda, zalezy od stezenia ligandu (hormonu)
(Grover i Khan 1992, Berridge 1995, Melzer
i wspotaut. 1995).

Kiedy w organizmie kregowca wiokno migs-
nia szkieletowego ulegnie pobudzeniu przez im-
puls nerwowy, powstajacy potencjat btonowy
ulega w ciggu milisekund rozprzestrzenieniu z
miejsca pobudzenia wzdtuz catego widkna. Fala
potencjatu, docierajac do systemu bton poprze-
cznych kanalikow komoérki miesniowej, powo-
duje wyptyw Ca2+ z cystern terminalnych SR,
bowiem w komérkach miesni szkieletowych wy-
stepuje wyspecjalizowana forma kanatu uwal-
niajgcego Ca2+ z systemu bion SR, bedacego
jednoczesnie receptorem alkaloidu roslinnego,
rianodyny (Melzer i wspétaut. 1995). Wzrost
stezenia jonOdw wapnia w cytoplazmie jest bez-
posrednig przyczyng skurczu miesnia, gdyz
Ca2+ wigzac sie z troponing C inicjuje w ten
sposO6b skurcz miegsnia. Proces konczy sie w
wyniku obnizenia stezenia Ca2+w cytozolu ko-
morki miesniowej, dzieki dziataniu Ca2+ATPa-
zy, ktéra katalizuje transport Ca2+ do wnetrza
bton SR kosztem energii zmagazynowanej w
ATP (Martonosi i wspétaut. 1987, Melzer i
wspoétaut. 1995). Od momentu odkrycia enzy-
mu 30 lat temu znacznie wzrosta liczba danych
na temat struktury i funkcji enzymu. Gen ko-
dujacy izoforme ATPazy z bton SR miesni szkie-
letowych szybkich (SERCA1), a takze geny ko-
dujace inne izoformy enzymu, zostaty sklono-
wane oraz przeprowadzono funkcjonalng eks-
presje wymienionych biatek w komérkach COS-
1 (Andersen i Sorensen 1996). Dzieki zebra-
nym informacjom zaproponowano model Ki-
netyczny opisujacy mechanizm transportu
Ca +(De Meis 1993, Inesi 1994, Krupka 1994,
Hao i Flarvey 1995, Mintz i Guillain 1995,
Canet iwspotaut. 1996) oraz wykazano istnie-
nie Scistych zaleznosci pomiedzy transportem
Ca2+ a strukturg ATPazy (Andersen i Vilsen
1995, Martonosi 1995, 1996) (rys. 3). Wiedze
te zdobyto miedzy innymi dzieki otrzymaniu i
analizie rentgenograficznej krysztatéow Ca2+-
ATPazy.

KRYSZTALY Ca2+ATPazy

Precyzyjna wiedza na temat struktury ma-
kromolekut: biatek, kwaséw nukleinowych, zto-
zonych lipidéw i cukréw stanowi podstawe dla
zrozumienia ich funkcji. Metody krystalografi-

czne stanowig nadal jedno z podstawowych
narzedzi, ktére pozwala uzyskac¢ taka wiedze
(Martonosi i wspotaut. 1991). Do chwili obe-
cnej poznano atomowag strukture ponad 500
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skrystalizowanych biatek. Jednak tylko kilka z
nich to integralne biatka blonowe, takie jak
sktadniki centréw fotosyntetycznych bakterii
purpurowych, kompleks biatek fotosystemu II
z chloroplastow roslin wyzszych, biatka fotosy-
stemu | z cieptolubnych cyjanobakterii, bakte-
riorodopsyna, poryna i maltoporyna z E. coli
oraz syntaza prostaglandyny H ssakéw (M arto-
nosi i wspétaut. 1991).

W przypadku Ca2+-ATPazy z bton SR mieéni
szkieletowych stwierdzono, ze dwa rézniace sie
od siebie typy krysztatéw biatka powstajg w
btonach SR w wyniku stabilizacji enzymu w
jednej z dwoch form konformacyjnych Ei lub
E2 (M artonosi i wspétaut. 1991). Typ o symetrii
P2, indukowany przezjony wanadowe w Srodo-
wisku pozbawionym Ca2+, jest zbudowany z
tancuchoéw dimeréw ATPazy uktadajacych siew
prawoskretna helise. Odpowiada on strukturze
i oddziatywaniom enzymu w konformacji E2. W
obecnosci 0,1 mM CaCb lub stechiometrycz-
nych stezen jon6w metali z grupy lantanowcéw
(w $rodowisku o pH 8,0) w SR powstajg kryszta-
ty o symetrii Pl, ktére sg zbudowane z mono-
meréw ATPazy w konformacji Ei. Jakkolwiek
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analiza tych krysztatéw okazata sie uzyteczna
dla okreslenia makroskopowego ksztaltu czg-
steczki enzymu i charakteru oddziatywan po-
miedzy biatkami w btonie, rozdzielczos¢ w tym
przypadku stanowita granice nie do przekrocze-
nia. Nie mozna bylo zatem odpowiedzie¢ na
pytanie, w jaki sposob Ca2+ sg transportowane
przez ATPaze na poziomie molekularnym (M ar-
tonosi i wspotaut. 1991). Stad konieczne byto
otrzymanie wiasciwych tréjwymiarowych kry-
sztatdw ATPazy, rosnacych w roztworze do wy-
miaréw, ktore pozwolityby na ich analize z za-
stosowaniem metody dyfrakcji promieni X. By
uzyskac takie wlasnie krysztaty biatka nalezato
spetni¢ miedzy innymi nastepujgce wymagania:
a) znalez¢ warunki przeprowadzenia biatka bto-
nowego w forme rozpuszczalng, najbardziej
zblizone do warunkéw naturalnych czyli najle-
piej nasladujace Srodowisko btonowe w celu
zachowania aktywnos$ci enzymu (Pikuta i
wspotaut. 1988, 1994), b) zapobiec inaktywacji
enzymu, spowodowanej procesami denaturaciji,
oksydacji i proteolizy, c) stworzy¢ warunki, w
ktorych specyficzne oddziatywania pomiedzy
hydrofitowymi rejonami czasteczek ATPazy be-

Rys. 3. Model przedstawiajgcy rozmieszczenie domen funkcjonalnych w czasteczce Ca2+ATPazy z bton SR,
opracowany na podstawie przewidywan struktury drugorzedowej biatka w oparciu o sekwencje aminokwasowg

enzymu.

Na rysunku zaznaczono dziesie¢ segmentéw transmembranowych (M1-M10), a takze te domeny w czgsteczce biatka
enzymatycznego, w obrebie ktérych mutacje punktowe reszt aminokwasowych prowadzity do utraty przez ATPaze zdolnosci
do wigzania Ca2+lub transportu kationdéw (oznaczono jako miejsce wigzaniajondw wapnia) (MacLennan i wspétaut. 1985,
Stokes i wspotaut. 1994, Andersen i Yilsen 1995). Szczegtowe wyjasnienia zamieszczono w tekscie artykutu.
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dg przewazaty nad oddziatywaniami hydrofobo-
wymi prowadzgcymi do agregacji czgsteczek en-
Zymu (Taylor i wspOtaut. 1988). W wyniku
dtugoterminowej stabilizacji aktywnosci ATP-
azy po rozpuszczeniu enzymu w obecnosci wia-
Sciwego detergentu (Pikuta i wspoOtaut. 1988)
zaobserwowano powstawanie tréjwymiarowych
struktur Kkrystalicznych enzymu
wspotaut. 1988). Stwierdzono, ze za powstawa-
nie krystalicznych struktur enzymu jest odpo-
wiedzialny wywotany przez Ca2+ proces oli-
gomeryzacji czasteczek ATPazy (Keresztes |
wspétaut. 1989).

(Taytor |

111

Opierajagc sie na powyzszych Kkryteriach
otrzymano krysztaty biatka, ktérych analiza po-
zwolita na zrekonstruowanie ksztattu czgstecz-
ki enzymu z rozdzielczoscig 1,4 nm (Toyoshima
i wspotaut. 1993, Stokes | wspoOtaut. 1994)
(rys. 4), potwierdzajgcego istnienie hydrofilowe-
go kanatu w biatku, przez ktéry Ca +sa trans-
portowane do wnetrza kanalikow SR. Model ten
zostat potwierdzony takze z zastosowaniem in-
nych metod (Bayire iwspotaut. 1995). Analiza
krystalograficzna nie pozwala jednak Scisle od-
powiedzie¢ na pytanie, jaki jest molekularny
mechanizm dziatania takiego kanatu.

Rys. 4. Model czasteczki Ca2+-ATPazy opraco-
wany na podstawie danych uzyskanych w wyni-
ku obserwacji mikroskopowych i analizy
rentgenograficznej krysztatéow biatka.

W czesci czgsteczki ATPazy znajdujgcej sie w blonie
wyrézniono trzy makrodomeny: A1-A2, B oraz C. Frag-
ment tancucha polipeptydowego znajdujacy sie od
strony Swiatta kanalika SR taqczy domeny A i B. Dome-
na Al przechodzi w szyjke, wigzgcg czes¢ ATPazy
zanurzong w dwuwarstwie lipidowej btony z hydrofilo-
wa gtowka, wyeksponowana po cytoplazmatycznej
stronie bton SR. W gtéwce tej jest zlokalizowane cen-
trum aktywne enzymu. Domena A2 tgczy sie z domeng
B i niewielkim fragmentem taricucha polipeptydowego,
eksponowanego po stronie ekstracytoplazmatycznej
btony. Oznaczenia M1-M10 odpowiadaja domenom
transmembranowym zaznaczonym na rysunku 3 (To-
yoshima iWSpC’)I'aUt. 1993, Stokes iWSpC’)*aUt. 1994).

KANAL WAPNIOWY W CZASTECZCE Ca2+ATPazy

ca’ -ATPaza wiaze dwa jony wapnia z wy-
sokim powinowactwem (Kd = 1CT7 M) od strony
cytoplazmatycznej btony do miejsc wigzacych
na swojej czasteczce, zlokalizowanych prawdo-
podobnie w domenie transbtonowej biatka
(Martonosi 1996). Wigzanie dwoch kationéw
jest sekwencyjne i kooperatywne. Na tym etapie
oba kationy mogg tatwo wymienia¢ sie z pulg
Ca2+w cytoplazmie. Fosforylacja enzymu przez
ATP blokuje te wymiane. Kontrowersje budzi
nadal spos6b translokacji jonéw wapnia przez
btone. Jedna grupa badaczy (Inesi 1994) przy-
puszcza, ze dwa Ca2+ przechodza przez kanat w
czasteczce biatka zgodnie z mechanizmem se-
kwencyjnym, pierwszy jon, ktéry wchodzi do

kanatu, jako pierwszy osigga wnetrze kanalika
SR. Inni badacze 1995) uwazaja, ze
kolejnos¢, w jakiej oba kationy opuszczajg ka-
nat w czasteczce biatka, jest nie do odréznienia.
Réznice pomiedzy obiema grupami pogladow
mogg wynikac z zastosowanych technik badaw-
czych (Martonosi 1996).

Zgodnie ze standardowym modelem katali-
tycznym enzymu E 1-E2 miejsca wigzgce Ca2+w
czasteczce enzymu oscyluja pomiedzy miejsca-
mi o wysokim i niskim powinowactwie, w zwigz-
ku z powyzszym wysokie stezenie Ca2+w Swietle
kanalika SR powinno hamowac zalezng od Ca2+
fosforylacje enzymu. Poniewaz jednak zaobser-
wowano (Jencks 1995), ze nie ma réznic pomie-

(Jencks
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dzy poziomem fosforylacji enzymu przez ATP w
pecherzykach SR, ktére zakumulowaty w swo-
im wnetrzu Ca2+ a pecherzykami opréznionymi
z kationéw powstato przypuszczenie, ze w cza-
steczce enzymu istniejg niezalezne miejsca wig-
zania Ca2+ potozone po stronie cytoplazmatycz-
nej btony i po stronie wewnetrznej kanalika SR.
Zgodnie z tg koncepcjg poczatkowo dwa Ca2+
wigzg sie po stronie cytoplazmatycznej btony do
miejsc o wysokim powinowactwie do tego katio-
nu, a nastepnie po fosforylacji enzymu przez
ATP sa przenoszone na strone wewnetrzna,
gdzie wigza sie do miejsc o niskim powinowac-
twie. Stad sg uwalniane do sSwiatta kanalika SR
(Jencks 1995). W Swietle opisanej hipotezy
trudno jednak pogodzi¢ istnienie czterech
miejsc wigzacych Ca2+ w czasteczce biatka,
bez jednoczesnego zalozenia, ze miejsca te
beda ze sobg wzajemnie oddziatywaly (M arto-
nosi 1996).

Inny kontrowersyjny problem stanowi stru-
ktura kanalu w czgsteczce biatka (De Meis i
wspoétaut. 1996). W oparciu o przewidywana na
podstawie sekwencji enzymu strukture drugo-
rzedowag ATPazy (dziesie¢ domen transmembra-
nowych M1-Mu1o) i dzieki zastowaniu techniki
mutacji punktowych reszt aminokwasowych
stwierdzono, ze domeny M4, M5, Me, Mg mo-
glyby tworzy¢ kanat wapniowy w czasteczce
enzymu, domena M| miataby by¢ czescig miej-
sca wigzacego kationy o wysokim powinowac-
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twie do Ca2+ (MacLennan i Toyofuku 1992,
Andersen i Vilsen 1995), a domena M3 odpo-
wiada¢ za wrazliwos¢ na tapsigargine (Hussain
i wspotaut. 1995, w aldron i wspo6taut. 1995).

Na podstawie obserwacji, ze biatko ze zwig-
zanym jednym lub dwoma kationami zachowu-
je sie réznie i w oparciu o strukture krystaliczng
enzymu (Toyoshima i wspotaut. 1993), zapro-
ponowano inne rozwigzanie, istnienie dwoéch
kanatéw utworzonych przez domeny M2-M5 i
M4—Mse i Ms . Kazdy z tych kanatow maégtby byé
zwigzany z pojedynczym miejscem wigzacym
Ca2+, oscylujacym pomiedzy stanem owysokim
i niskim powinowactwie do kationu (M artonosi
1996). Adaptujac mechanizm dziatania kana-
téw wapniowych typu L, by wyjasni¢ dziatanie
kanatu w czgsteczce ATPazy, zaproponowano,
ze w nieobecnosci ATP jon wapnia wigze sie z
czgsteczka enzymu z wysokim powinowactwem
(Kd = 10 M). Jon ten moze ulega¢ wymianie z
innymi jonami w cytoplazmie. W wyniku fosfo-
rylacji drugi jon wapnia przylaczatby sie do
czagsteczki enzymu, obnizajgc powinowactwo
biatka do Ca2+ (kd = 10-3 M) i powodujgc zam-
kniecie kanatu w czasteczce ATPazy od strony
cytoplazmatycznej bitony (Mintz i Guillain
1995, canetiwspétaut. 1996, be Meis i wspo6t-
aut. 1996, Martonosi 1996). Nalezy przypusz-
cza¢, ze najblizsze lata przyniosg ostateczne
okreslenie mechanizmu transportu jonéw wa-
pnia przez Caz+ATPaze.

REGULACJA SYNTEZY Ca2+ATPazy PRZEZ JONY WAPNIA

Jednym z podstawowych probleméw, jakie
zaprzatajg uwage badaczy, jest odpowiedz na
pytanie, w jaki sposéb jest regulowana synteza
Ca2+-ATPazy w trakcie rozwoju osobniczego iw
odpowiedzi na zr6znicowang aktywnos¢ miesni
(Nozais iwspotaut. 1996). W ciggu kilku tygo-
dni rozwoju osobniczego zawarto$¢ enzymu
zmienia sie z 1-2% do 80% wszystkich biatek
bton SR (Martonosi 1982, 1996). Zalezna od
rodzaju widkien miesniowych syntezaw komor-
kach wtasciwych izoform enzymu znajduje sie
pod kontrolg odpowiednich regionéw regulato-
rowych gendéw i szerokiej gamy czynnikéw
transkrypcyjnych (Foletti i wspotaut. 1995,
Verboomen i wspotaut. 1995, Nozais i wspo6t-
aut. 1996). Jednym z takich czynnikéw sgjony
wapnia. Wykazano bowiem, ze w obecnosci
zwiazkow zmieniajacych przepuszczalnos¢ bton
dla Ca2+, w komdrkach miesniowych wzrasta
synteza Ca2+ATPazy (M artonosi 1996). Zapro-
ponowano zatem, ze regulacja ekspresji genéw
kodujacych biatka ATPaz przez jony wapnia
odbywa sie za posrednictwem biatek wigzacych

Ca2+w jadrze komérkowym, zaréwno w trakcie
rozwoju osobniczego, jak i w odpowiedzi na
aktywnos¢ miesni u osobnikéw dorostych (M ar-
tonosi 1996).

W ostatnich latach hipoteza ta znalazta po-
parcie w obserwacjach, ze tapsigargina wywo-
tuje wzrost syntezy Ca2+ATPazy w komérkach
poddanych dziataniu tego specyficznego inhibi-
tora enzymu (Hussain i wspotaut. 1995, w al-
i wspotaut. 1995). Dodatkowo stwierdzo-
no, ze wzrostowi syntezy ATPazy towarzyszy
wzrost syntezy innego biatka, GRP78 (biatko
opiekuncze, ang. chaperone protein) (M artono-
si 1982). Poniewaz biatka grupy, do ktérej na-
lezy GRP78, oddziatujg ze specyficznym dla
miesni szkieletowych czynnikiem transkrypcyj-
nym myoD (Lassar i wspOtaut. 1994), jest pra-
wdopodobne, ze wspdlny wzrost syntezy Ca2+-
ATPazy i biatka GRP78 jest odzwierciedleniem
rzeczywistych proceséw regulacyjnych zacho-
dzacych w komérce miesniowej. Nalezy sa-
dzi¢, ze nowe informacje na temat roli innych
miesniowych czynikéw transkrypcyjnych oraz

dron



ATPaza z bton sarkoplazmatycznego retikulum

dane dotyczace roli Ca2+ jako wtoérnego
przekaznika sygnatéw w proliferacji i réznico-
waniu sie komoérek (Berridge 1995) pozwolg na
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wyjasnienie, w jaki spos6b jony wapnia moga
regulowaé synteze Ca2+ATPazy (Martonosi
1996).

Ca2+-TRANSPORT ATPase OF SARCOPLASMIC RETICULUM

Summary

Recent advances toward our understanding of the
mechanism of transport of calcium ions across sarcoplas-
mic reticulum membranes and structure-function relation-
ships characteristic of Ca2+ATPase, are reviewed. The
crucial role of the enzyme in maintenance of Ca2+ homeos-
tasis within the muscle cell is characterized. The emphasis

is upon evolution of P-type ATPases, the three-dimensional
reconstruction of Ca2+ATPase derived from the diffraction
analysis of the protein crystals and based on predictions of
the enzyme secondary structure, and upon the structure of
Ca2+ channel formed within the Ca2+-ATPase molecule.
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