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CYKLICZNA ADP-RYBOZA — NOWA CZASTECZKA SYGNALOWA
W METABOLIZMIE WAPNIA

Metabolizm wapnia w komdrkach organi-
zmoéw eukariotycznych od dawna wzbudza sze-
rokie i uzasadnione zainteresowanie. Jon wa-
pniowy nalezy do wtérnych przekaznikéw syg-
natu w wielu procesach fizjologicznych, ktére
zachodzg w komoérkach w odpowiedzi na zew-
natrzkomérkowe pobudzenie wywotane obe-
cnoscig niektéorych hormonéw lub czynnikow
wzrostowych albo zmiang pewnych parametrow
fizycznych srodowiska (Berridge 1993). W wy-
niku takiej aktywacji komérki wzrasta przej-
sciowo stezenie jondw wapniowych w cytosolu,
co stanowi sygnat do rozpoczecia szeregu pro-
cesOw. Dzieje sie to na skutek uwalnianiajonow
Ca2+ z wewnatrzkomoérkowych magazynéw, ja-
kimi sg cysterny siateczki Srédplazmatycznej
oraz w wyniku otwierania sie kanatéw w btonie
komorkowej selektywnie przepuszczajacych jo-
ny wapniowe ze Srodowiska okotokomorkowe-
go. Szybkie przemieszczanie sie jonow wapnia
z wewnatrzkomoérkowych cystern oraz z prze-
strzeni pozakomdrkowej do cytosolu jest mozli-
we dlatego, ze ich stezenie w cytosolujest 10-20
tys. razy nizsze niz w magazynach wapniowych
lub na zewnatrz komoérek. Tak duza réznica
stezen istnieje dzieki specjalnym mechani-
zmom transportujgcym jony wapniowe wbrew
gradientowi ich stezenia. Odbywa sie to ko-
sztem energii pochodzgcej posrednio lub bezpo-
Srednio z hydrolizy ATP. Ze wzgledu na to, ze
zmiany stezenia jonéw wapniowych w cytosolu
maja krytyczne znaczenie dla prawidtowego
funkcjonowania komérek, musza one podlegaé
precyzyjnej kontroli. Mozliwe jest to do osig-
gniecia dzieki temu, ze btony tworzgce cysterny
siateczki srédplazmatycznej oraz btona komor-
kowa stanowig bariery dla biernego przenikania
jonéw wapniowych, a aktywno$¢ kanatow bto-
nowych przepuszczajgcych Ca2+ do cytosolu
podlega regulacji. Istniejg dwa znane sposoby

uwalniania jonéw wapniowych z cystern siate-
czki Srédplazmatycznej. Pierwszy z nich, do-
ktadniej poznany i opisany, jest zwigzany z
metabolizmem lipidow btony komdérkowej.
Aktywacja receptora btonowego uruchamia cigg
zdarzen prowadzacych w konsekwencji do akty-
wacji fosfolipazy C i wzmozonej hydrolizy difo-
sforanu fosfatydyloinozytolu. Jednym z produ-
ktow tej reakcji jest rozpuszczalny w wodzie i
szybko dyfundujacy w cytosolu trisfosforan ino-
zytolu (IP3). Zwigzek ten wigze sige z receptorami
zlokalizowanymi na powierzchni bton siateczki
srodplazmatycznej. W konsekwencji powoduje
to otwarcie kanatéw wapniowych (zwanych ka-
natami zaleznymi od trisfosforanu inozytolu) i
uwolnienie jonéw wapnia z magazynow we-
wnatrzkomorkowych (Berridge 1993). Drugi
mechanizm polega na aktywacji tak zwanych
receptorow rianodynowych (specyficznie wigza-
cych alkaloid roslinny rianodyne) strukturalnie
zwigzanych z kanatami wapniowymi zlokali-
zowanymi w btonach siateczki srédplazmatycz-
nej (Coronado i wspotaut. 1994). Po raz pier-
wszy receptory te znaleziono i opisano w komor-
kach migsni szkieletowych (typ 1lub RyRI) iw
komodrkach miesnia sercowego (typ 2 czyli
RyR2). Uwaza sie, ze receptory rianodynowe i
sprzezone z nimi kanaly wapniowe sg odpowie-
dzialne za uwalnianie Ca2+ w czasie skurczu
widkien migsniowych. Sekwencje nukleotydéw
w genach kodujgacych biatka RyRI i RyR2 wy-
kazujg znaczny stopiern homologii (60% lub na-
wet 75% uwzgledniajgc konserwatywne podsta-
wienia nukleotydéw). Stwierdzono, ze w komor-
kach receptory te majg budowe tetrameryczna,
to znaczy sg ztozone z czterech podjednostek o
masie okoto 560 kDa kazda. Réznice funkcjo-
nalne miedzy tymi rodzajami receptordw riano-
dynowych dotyczg nieco innej wrazliwosci na
naturalne i sztuczne aktywatory (jony wapnia,
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kofeina, ATP) oraz inhibitory (jony magnezu,
czerwien rutenowa) (Meisner i Henderson
1987, Lai i wspoétaut. 1988). Analiza sekwencji
aminokwasoéw sugeruje istnienie w czgstecz-
kach RyRI i RyR2 kilku hipotetycznych miejsc
wigzania jonow wapnia i kalmoduliny oraz
miejsc potencjalnie podatnych na fosforylacje
przez kinazy biatkowe. W 1992 roku pojawity
sie informacje na temat trzeciego receptora ria-
nodynowego (RyR3), ktéry w przeciwienstwie do
dwobch wezesniej opisanych wystepuje nie tylko
w miesniach szkieletowych (jak RyRI) lub w
sercu i mézgu (jak RyR2), lecz takze w komor-
kach wielu innych narzadéw, takich jak nerki,
watroba, $ledziona. Stwierdzono, ze wykazuje
on 70% homologii w stosunku do RyRI i RyR2,
ale zakwestionowano jego wrazliwos¢ na kofe-
ing (Giannini i wspétaut. 1992). Liczba recepto-
réw typu RyR3 w komdérkach jest przecietnie
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stukrotnie mniejsza niz RyRl w komoérkach
miesni. Niemniej receptorom RyR3 przypisuje
sie znaczenie w regulacji stezeniajondw wapnia
w cytosolu. WHasciwoscig powszechnie uznawa-
najako kluczowa w regulacji aktywnosci kana-
téw wapniowych zaleznych od receptoréw ria-
nodynowych jest ich aktywacja przez Ca2+.
Dzigki temu sg one odpowiedzialne za zjawisko
indukcji uwalniania wapnia z magazynéw we-
wnatrzkomorkowych przez wzrastajgce steze-
nie jondéw wapnia w cytosolu, tak zwane CICR
(ang. calcium induced calcium release). Ozna-
cza to, ze powodujg spotegowanie sygnatu wa-
pniowego zapoczatkowanego otwarciem kanatow
zaleznych od receptoréw wrazliwych na trisfosfo-
ran inozytolu. Receptorom i kanatom wrazliwym
na rianodyne przypisuje sie udziat w powstawa-
niu oscylacji i fal wapniowych w komoérce (Galio-
ne i wspoétaut. 1991, Sorrentino i Yolpe 1993).

CYKLICZNA ADP-RYBOZA — NOWY PRZEDSTAWICIEL RODZINY CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

W 1987 roku dokonano odkrycia, ktore rzu-
cito nowe sSwiatto pozwalajgce lepiej zrozumiec
niektére aspekty regulacji stezenia jonéw wa-
pnia w komdérkach (Clapper i wspétaut. 1987).
Poniewaz wiadomo byto, ze w czasie zaptodnie-
nia jaja jezowca dochodzi w ciggu kilkunastu
minut do dwukrotnego uwolnienia jonéw wa-
pniowych z magazynéw wewetrznych oraz ze
drugi wyrzut nie jest nastepstwem jakiegokol-
wiek pobudzenia komarki przez znane czynniki
zewnetrzne, szukano mechanizmu odpowie-
dzialnego za otwieranie kanatow wapniowych
zlokalizowanych w btonach siateczki Srodpla-
zmatycznej. WsSrod przetestowanych pod tym
katem substancji szczegblne znaczenie miaty
dinukleotydy nikotynamidoadeninowe (NAD+,
NADP4), poniewaz ich stezenia ulegaja duzym
zmianom podczas zaptodnienia. Okazato sie, ze
NAD+ podany w stezeniu fizjologicznym, to zna-
czy w takim w jakim wystepuje w komdrkach
(50-100 pM), do homogenatu zjaj jezowca sty-
muluje uwalnianie Ca +, ale proces ten rozpo-
czyna sie z kilkuminutowym opéznieniem. W
tym samym homogenacie uwalnianie jonéw wa-
pniowych w odpowiedzi na podany IP3jest na-
tychmiastowe. Wskazuje to, ze NAD+musi ulec
przeksztatlceniom chemicznym zanim stanie sie
czasteczkg sygnatowg zdolng do aktywacji
uwalnianiajonéw wapniowych z wewnetrznych
magazynow komoérki. Podobne opéznienie od-
powiedzi na NAD+ obserwuje sie po mikroinie-
kcji tego nukleotydu do oocytéw jezowca. Jed-
nakze, jezeli NAD+ preinkubuje sie z frakcjg
cytosolowa komorki, zawierajaca jedynie enzy-
my rozpuszczalne, a nastepnie doda sie zawie-

sine izolowanych pecherzykow siateczki $rod-
plazmatycznej, obserwuje sie natychmiastowy
wyptyw jonéw wapniowych mimo, ze oczyszczo-
ny preparat btonowy jest niewrazliwy na NAD+.
Wskazuje to, ze NAD+ podlega catkowitemu
przeksztatceniu w czynng pochodng w cytosolu
komoérki, a nie we frakcji btonowej. Pierwsze
préby identyfikacji tego zwiazku, polegajace
gtébwnie na wyizolowaniu go za pomoca HPLC
oraz badaniu widma absorpcyjnego w Swietle
UV wykazaty, ze modyfikacja NAD+ dotyczy ra-
czej nikotynamidowego, a nie adeninowego
fragmentu czasteczki (Clapper i wspotaut.
1987). Zostato to p6zniej potwierdzone wynika-
mi pomiaru jadrowego rezonansu magnetycz-
nego (NMR) (Rusinko i Lee 1989). Te dane oraz
doktadne pomiary masy czgsteczkowej, ustale-
nie, ze produktem hydrolizy tego zwigzku jest
ADP-iyboza i wreszcie badanie z zastosowa-
niem krystalografii rentgenowskiej (Lee i wspot-
aut. 1994a) pozwolity na zaproponowanie wzo-
ru i struktury chemicznej poszukiwanej sub-
stancji.Wyjasniono, ze jest nim cykliczna ADP-
-ryboza (cADPR), zwigzek powstajacy z NAD+w
wyniku usuniecia reszty nikotynamidowej i wy-
tworzenia wigzania N-glikozydowego miedzy re-
sztg rybozy a atomem azotu potozonym w pozy-
cji 1reszty adeninowej (rys. 1.). Oba wiazania
N-glikozydowe w czasteczce cADPR sa w konfi-
guracji [3 podobnie jak w NAD+. Odkrycie
cADPR powiekszyto rodzine cyklicznych nu-
kleotydow, ktorej dotychczas znanymi przed-
stawicielami byty cykliczny adenozynomonofo-
sforan (cCAMP) i cykliczny guanozynomono-
fosforan (cGMP), oba zaliczane do wtérnych
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Ryc. 1 Wzér strukturalny cyklicznej ADP-rybozy.

przekaznikéw sygnatu w komorce (Woronczak
i Baranska 1993, Lee i wspotaut. 1995).

Jezeli cADRP istotnie ma znaczenie w regu-
lacji poziomu jonéw wapnia w cytosolu w wa-
runkach in vivo, jego stezenie w cytosolu musi
by¢ utrzymywane na poziomie dostosowanym
do aktualnych potrzeb komérki. Stezenie tego
nukleotydu w komoérce jest, podobnie jak wie-
kszosci metabolitow, wypadkowag procesow
syntezy i degradacji. Wazne jest, zejezeli cADPR
jest przekaznikiem sygnatu lub peini funkcje
regulatorowe, to w komorkach, w ktdiych wy-
stepuje, muszg istnie¢ systemy jego wytwarza-
nia i usuwania podlegajace precyzyjnej kontro-
li. Enzym przeksztatcajgcy NAD+w cADPR, na-
zwany cyklazg ADP-rybozy, wykryto i opisano
po raz pierwszy dla homogenatu jaj jezowca
(Clapper i wspotaut. 1987), a wkroétce potem —
dla wielu tkanek pochodzacych z tak odlegtych
grup, jak morskie bezkregowce (Aplysia califor-
nicajezowiec), owady (Drosophila), ptazy (sala-
mandra), ptaki (kurczak) i ssaki (Lee i wspo6t-
aut. 1994b).W celu detekcji i pomiaru iloscio-
wego aktywnosci tego enzymu stosowano (i na-
dal stosuje sig) test biologiczny, polegajacy na
mierzeniu szybkos$ci uwalnianiajonéw wapnio-
wych z cystern siateczki Srédplazmatycznej w
preparatach przygotowanych z oocytéwjezowca
inkubowanych w obecnosci badanego prepara-
tu enzymatycznego i NAD+. Okazato sie, ze
aktywnosé cyklazy w mézgu ssakajest 200 razy
wyzsza niz w oocytach jezowca, a najwyzsza ze
znalezionych, milion razy przekraczajgca
aktywnos¢ enzymu z jaj jezowca, wykryto w
gruczole obojnaczym morskiego mieczaka Aply-
sia californica (Glick i wspétaut. 1991, Hel-
Imich i Strumwasser 1991, Lee i Aarhus 1993,
Lee i wspétaut. 1994b). Enzym z Aplysia jako
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jedyny z tej grupy, zostat otrzymany w postaci
krystalicznej oraz zsekwencjonowany. Wykazu-
je on znaczny stopienn homologii w stosunku do
znanej wczesniej hydrolazy NAD+ ssakéw. Z
wyjatkiem wspomnianego enzymu z Aplysia, a
takze enzymow wystepujacych w oocytach je-
zowca morskiego oraz w jadrach ssakow, cykla-
za ADP rybozy jest zwigzana z btonami komor-
kowymi. Obie formy enzymu, btonowa i rozpu-
szczalna, katalizujg te sama reakcje, wykazujgc
przy tym wysoka specyficznos¢ substratowa.
Miedzy innymi nie jest wykorzystywany jako
substrat -NAD+ani ADP-ryboza. Brak aktywno-
sci enzymu w obecnos$ci ADP-rybozy wskazuje,
ze zwigzek ten nie stanowi etapu posredniego w
reakcji przeksztatcenia NAD+w cADPR (RusiN-
KOilLee 1989, Lee i Aarhus 1991, Lee 1994a).
Degradacja cADPR, katalizowana przez hydro-
laze, polega na rozerwaniu wigzania N-glikozy-
dowego w pozycji 1 pierscienia purynowego, a
jej produktem jest ADP-ryboza. Enzym ten jest
zwigzany z btonami i wystepuje we wszystkich
tkankach, w ktérych stwierdzono obecnos$¢ cy-
klazy ADP-rybozy. Szczegdllnie duzag aktywnosc¢
stwierdzono w moézgu (Lee i Aarhus 1993). En-
zymu tego, jak dotgd, nie wyizolowano. Analiza
sekwencji aminokwasowej cyklazy ADP-rybozy
z Aplysia wykazata wysoki stopien homologii
tego biatka z antygenem powierzchniowym lim-
focytéw okreslanymjako CD38, ktérego ekspre-
sja jest zwigzana z rdznicowaniem komérek
(States i wspotaut. 1992). Analiza hydrofobo-
wosci oraz wystepowanie w obu biatkach 10
istotnych dla aktywnosci reszt cysteiny sugeru-
je, ze ich struktury przestrzenne sg podobne.
Dzieki technikom rekombinacji DNA mozliwe
byto zsyntetyzowanie zewngtrzkomérkowej do-
meny antygenu CD38 i zademonstrowanie, ze
fragment ten wykazuje zaréwno aktywnos$¢ cy-
klazy, jak i hydrolazy cADPR, przy czym, cho-
ciaz sumaryczna reakcja katalizowana przez
ten enzym polega na przeksztatceniu NAD+ w
ADP-ryboze i nikotynamid, nie jest to aktyw-
nos¢ hydrolazy NAD+, lecz dwie rézne aktywno-
Sci enzymatyczne (Howard i wspoétaut. 1993,
Takasawa i wspoOtaut 1993). Przeciwciata prze-
ciwko biatku CD38 znosity obie aktywnosci.
Podobnie, dwie aktywnosci enzymatyczne stwier-
dzono w CD38 oczyszczonym z erytrocytéow lu-
dzkich oraz w enzymie klasyfikowanym jako
hydrolaza NAD+ izolowanym ze $Sledziony psa.
Enzymy te stanowia jedne z nielicznych przy-
ktadéw enzymow bifunkcyjnych, to znaczy ta-
kich, ktére sg w stanie katalizowac¢ reakcje
przebiegajace wedtug dwéch ré6znych mechani-
zmow (Kim i wspoétaut. 1993, Zocchi i wspoétaut.
1993). Wreszcie analiza RNA z wielu ludzkich
tkanek wykazatla, ze ekspresja genéw koduja-
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cych biatka o znacznym stopniu homologii z
CD38 niejest ograniczona do komoérek krwi lecz
jest wykrywalna w r6znym nasileniu, praktycz-
nie we wszystkich tkankach i liniach komérko-
wych, w ktorych stwierdzono aktywnos$¢ hydro-
lazy NAD+ (Takasawa i wspoétaut. 1993). Ze
wzgledu na to, ze reakcja degradacji cADPR
moze maskowac i utrudnia¢ oznaczenie aktyw-
nosci cyklazy ADP-iybozy wydaje sie prawdopo-
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dobne, ze enzymy dotychczas zaklasyfikowane
jako hydrolazy ADP-iybozy lub hydrolazy NAD+
sg w istocie enzymami bifunkcyjnymi. A zatem,
chociaz obecnie uznaje sie istnienie zar6wno
monofunkcyjnych (np. cyklaza z Aplysia), jak i
bifunkcyjnych enzymow metabolizmu cADPR,
wydaje sie, ze nie mozna wykluczy¢ dominuja-
cej roli tych drugich (Lee i wspoétaut. 1995,
Okamoto i wspoétaut. 1995).

UDZIAL cADPR | RECEPTOROW RLANODYNOWYCH W UWALNIANIU JONOW WAPNIOWYCH Z
MAGAZYNOW WEWNATRZKOMORKOWYCH

Jak powiedziano wczesniej, enzymy katali-
zujgce reakcje wytwarzania i degradacji cADPR
wystepujg powszechnie, a stymulacja wyptywu
wapnia z magazynéw wewnagtrzkomoérkowych
przez ten nukleotyd zostata zademonstrowana
w wielu rodzajach komérek. W tych samych
komérkach dochodzi¢ moze takze do aktywacji
kanatéw wapniowych zaleznych od IP3 zlokali-
zowanych w siateczce srédplazmatycznej. Jed-
nakze szereg faktéw doswiadczalnych przema-
wia za niezaleznoscig tych dwéch mechani-
zmoéw uruchamiania wewnatrzkomaérkowej puli
wapniowej (Dargie i wspoétaut. 1990, Walseth
i Lee 1993).

1. Stymulacja wyptywu jonéw wapniowych
z cystern siateczki srédplazmatycznej, spowo-
dowana dodaniem cADPR do mikrosomow izo-
lowanych z oocytéw jezowca, nie jest wrazliwa
na heparyne, ktéra jest silnym inhibitorem
wspoétzawodniczym receptoréw zaleznych od
IP3.

2. W obecnosci wysokich stezen IP3 docho-
dzi do odwrazliwienia receptoréw zaleznych od
tego zwigzku. Objawia sie to brakiem aktywacji
wyptywu jonow wapniowych w wyniku dalszego
dodawania trisfosforanu inozytolu. W tych wa-
runkach wrazliwo$s¢ komérek na cADPR pozo-
staje niezmieniona. Podobnie, odwrazliwienie
receptorow i w konsekwencji nieotwieranie ka-
natéw wapniowych zaleznych od cADPR, naste-
pujace w wyniku podania do homogenatu z jaj
jezowca duzych stezen tego zwigzku, nie ma
wplywu na uwalnianie jonéw wapniowych w
odpowiedzi na IP3- Brak krzyzowego odwrazli-
wiania byt obserwowany nie tylko w jajach je-
zowca, ale takze w preparatach wielu rodzajow
komorek ssakow.

3. Pochodne cADPR, na przykiad 8-amino-
-cCADPR, sa inhibitorami wspétzawodniczymi
blokujagcymi wyptyw wapnia stymulowany tym
nukleotydem, natomiast nie majg wpltywu na
stymulacje kanatéw wapniowych zaleznych od
IP3.

4. Wiazanie cADPR znakowanego radio-

aktywnym izotopem fosforu do receptoréw znaj-
dujacych sie w mikrosomach oocytéw jezowca
jest wspotzawodniczo hamowane nie znakowa-
nym cADPR, podanym w nanomolowych steze-
niach, natomiast jest catkowicie niezalezne od
IP3 lub heparyny.

Poniewaz wykazano, ze receptory wrazliwe
na IP3 nie ulegajg aktywacji w trakcie mobiliza-
cji jondw wapniowych w obecnosci cADPR su-
geruje sie, ze nukleotyd ten dziata wedtug in-
nych mechanizméw. Szereg danych farmakolo-
giczych wskazuje na podobng wrazliwo$¢ kana-
tow wapniowych stymulowanych przez cADPR
oraz kanatéw wapniowych aktywowanychjona-
mi wapnia odpowiedzialnych za zjawisko CICR
(Galione i wspotaut. 1991, Lee 1993).

1 Jony wapniowe, jony strontu lub kofeina,
bedaca aktywatorem CICR w niskich steze-
niach, zwiekszajg efekt cADPR bez wptywu na
odpowiedz komoérek na IP3. W wysokich steze-
niach kofeiny dochodzi do odwrazliwienia re-
ceptorow cADPR, podczas gdy aktywos¢ kana-
toéw zalezych od IP3 jest nie zmieniona. W ni-
skich, niewystarczajgcych do zaindukowania
wyptywu jonéw wapniowych stezeniach cADPR
wzrasta wrazliwos¢ mikrosoméw na stymuluja-
ce dziatanie jon6w wapniowych lub kofeiny.

2. Inhibitory CIRC (czerwienh rutenowa lub
prokaina) selektywnie hamuja wyptyw jonéw
wapniowych aktywowany przez cADPR, ale nie
przez IP3.

3. Rianodyna aktywuje CICR i odwrazliwia
komérki na cADPR, ale nie ma wplywu na
stymulacje wyptywu jondw wapniowych przez
IP3.

A zatem cADPR wykazuje wtasciwosci mo-
dulatora CICR, co moze oznacza¢, ze jest regu-
latorem kanatéw wapniowych zaleznych od re-
ceptorow rianodynowych. Poniewaz istnieje po-
dobieristwo w dziataniu i budowie kofeiny i
cADPR, nie jest wykluczone, ze stymulujacy
wptyw zaréwno tego nukleotydu, jak i kofeiny
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na uwalnianie jonéw wapniowych polega na
podobnych oddziatywaniach z tym samym biat-
kiem receptorowym, z tym ze efektywnos¢
cADPR jako aktywatorajest o pie¢ rzedow wiel-
kosci wyzsza niz kofeiny. To przypuszczenie
znalazto potwierdzenie w trakcie poszukiwan
receptora CADPR. Stwierdzono bowiem, ze 8-
-azydo-cADPR, fotoreaktywna pochodna nu-
kleotydu, wigze sie selektywnie z biatkami o
masie 100 kDa i 140 kDa w preparacie mikro-
somow izolowanych zjajajezowca. To oddziaty-
wanie jest niezalezne od obecnosci IP3 i nukle-
otydoéw adeninowych, natomiastjest catkowicie
blokowane przez cADPR w nanomolowych ste-
zeniach i co wiecej, kofeina w stezeniach mili-
molowych uniemozliwia zwigzanie sie pochod-
nej cADPR z biatkiem 100 kDa. Najprawdopo-
dobniej biatko to jest odpowiedzialne za akty-
wacje wyptywu jondw wapniowych przez kofe-
ine i przynajmniej czesciowo przez cADPR (Wal-
seth iwspotaut. 1993). Obserwacje te sgwszak-
ze niezgodne z wczesniejszg koncepcjg gtoszg-
ca, ze cCADPR stymuluje wyptyw jonéw wapnio-
wych z magazynéw wewnatrzkomoérkowych po-
przez aktywacje receptoréw rianodynowyeh,
ktérych masa, jak wczesniej stwierdzono, wy-
nosi okoto 560 kDa. Istniejg trzy mozliwe wy-
jasnieniatej rozbieznosci. Jedno z nich zaktada,
ze biatka 100 kDa i 140 kDa stanowig nowe
odmiany receptoréw rianodynowych, chociaz
jak dotad nie pokazano, ze majg one zdolnos¢
do wigzania rianodyny. Druga mozliwos¢, cze-
Sciowo potwierdzona doswiadczalnie i najbar-
dziej prawdopodobna glosi, ze cADPR oddziatu-
je z receptorami rianodynowymi nie bezposred-
nio, lecz po uprzednim zwigzaniu z mniejszymi
biatkami (Walseth iLee 1993). Wreszcie niejest
wykluczone, ze biatka 100 kDa i 140 kDa sa
produktami degradacji receptoréw rianodyno-
wych. Prowadzone w kilku laboratoriach bada-
nia wptywu cADPR na przewodnictwo kanatéw
wapniowych zaleznych od receptoréw rianody-
nowych wbudowanych w sztuczne btony, nie
doprowadzity do jednoznacznych konkluzji.
Wykazano, ze istniejg zasadnicze réznice w od-
powiedzi receptoréw RyRI i RyR2 na cADPR w
sztucznych blonach w poréwnaniu z obser-

151

wowanymi w homogenacie z jaj jezowca. Doty-
czg one przede wszystkim wrazliwosci na jony
wapniowe, cADPR i obecno$¢ kalmoduliny oraz
wskazuja, ze w uktadzie sztucznej btony kanaty
wapniowe zalezne od RyRI i RyR2 sg aktywo-
wane nie tylko przez cADPR, lecz takze przez
ATP, NAD+ (w tych warunkach nie metabo-
lizowane) i ADP-ryboze. Poniewaz w ukladzie
sztucznej btonyjedynym biatkiem byt RyR, uzy-
skane wyniki nie sg sprzeczne z hipoteza, ze
aktywacja kanatéw wapniowych przez cADPR
wymaga dodatkowych biatek (np. wspomnia-
nych 100 kDa i 140 kDa). Nie mozna takze
wykluczyé, ze receptory RyRI i byé moze RyR2
nie sa aktywowane przez cADPR (Sitsapesan
1995). Jak dotad wiekszos¢ wynikow dotyczg-
cych wptywu cADPR na uwalnianie wapnia uzy-
skano uzywajac oocytow jezowca. Nie stwier-
dzono jednak, ze w komoérkach tych wystepuja
opisane wczesniej w innych tkankach receptory
rianodynowe, natomiast wykryto w nich biatko
0 masie 380 kDa wykazujgce powinowactwo do
przeciwciat anty-RyR. Podsuwa to mysl, ze za
zjawisko aktywacji CICR przez cADPR mogtyby
odpowiada¢ receptory charakteryzujace sie
wrazliwoscig na czynniki farmaceutyczne podo-
bna do stwierdzonej w przypadku znanych dzi$
receptoréw rianodynowych, lecz nie bedace
RyRI ani RyR2. Z drugiej jednak strony, istnie-
ja dowody na udziat RyR2 w aktywowanej przez
cADPR mobilizacjijonow wapniowych w neuro-
sekrecyjnych komérkach linii P12 (Clementi
1996).

Warte odnotowania sg doniesienia o podo-
bnych mechanizmach mobilizacji jonéw wa-
pniowych w komoérkach roslinnych. Wykazano
bowiem, ze cADPR aktywuje wyptyw jonéw wa-
pniowych z wakuol oraz mikrosomow izolowa-
nych z buraka. Badania testujgce krzyzowe
odwrazliwianie kanatéw wapniowych z zastoso-
waniem IP3 i CADPR oraz wrazliwos¢ badanych
systemoOw na czynniki farmakologiczne wska-
zuja, ze cADPR aktywuje receptory analogiczne
do receptoréw rianodynowych komérki zwierze-
cej. Jednakze jak dotad nie ma przekonujacych
dowoddw na istnienie takich receptoréw u roslin
(Allen iwspotaut. 1995, Muir i Sanders 1996).

CADPR JAKO WTORNY PRZEKAZNIK SYGNAtU

Obecny stan wiedzy pozwala uznaé, ze
CADPR jest czynnikiem stymulujacym oproz-
nianie wewnatrzkomoérkowych magazynéw wa-
pniowych zwigzanych ze zjawiskiem CICR bez
wzgledu na to, jakie receptory uczestniczg w
tym procesie. Jego dziatanie polega prawdopo-
dobnie na zwiekszaniu wrazliwosci najony wa-

pniowe kanaléw aktywowanych przez te jony.
Jednakze sam fakt stymulacji wyptywu jonow
wapniowych do cytosolu nie jest wystarczajacy
do uznania cADPR za wtérny przekaZznik syg-
natu. Konieczne jest powigzanie zmian stezenia
CADPR ze stanami pobudzenia komoérki. A za-
tem istotne jest ustalenie, jakie czynniki wpty-
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waja na zmiane szybkosci wytwarzania i/lub
degradacji cADPR i w konsekwencjijego zawar-
tosci w komorkach. Wiasciwosci cyklazy ADPR
wystepujacej w oocytach jezowca wydajg sie
wskazywag, ze jej aktywnos¢ podlega regulacji
i moze bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatu.
Stwierdzono bowiem, ze do aktywacji wyptywu
jonéw wapniowych z pecherzykédw mikrosomal-
nych (z dodatkiem frakcji rozpuszczalnej, po-
niewaz w komoérkach jajowych jezowca cyklaza
cADPR jest enzymem cytosolowym) oprécz
NAD+ konieczne jest takze cGMP. Przy czym
bezposredni wptyw cGMP na badany enzym byt
wykluczony, poniewaz antagonista cADPR (8-
amino-cADPR) catkowicie blokowat efekt cGMP
(Galione i wspétaut. 1993). Obserwacja ta
wskazuje, ze czynniki aktywujgce receptory
btonowe zwigzane z cyklaza guanylowa moga
stymulowac¢ wytwarzanie cADPR poprzez zwie-
kszanie stezenia cGMP w komaérce i w rezultacie
aktywacje kinazy biatkowej zaleznej od tego
nukleotydu, fosfoiylujgcej (i przez to aktywuja-
cej) cyklaze cADPR. Ponadto wytwarzanie cGMP
podlega stymulacji przez tlenek azotu znany
jako aktywator cytosolowej formy cyklazy gu-
anylowej. Tlenkowi azotu przypisuje sie istotne
znaczenie miedzy innnymi w relaksacji miesni
gtadkich naczyn krwionosnych, co powoduje w
efekcie zwiekszenie przeptywu krwi. Stymuluje
on synteze cGMP, w konsekwencji aktywacje
kinazy biatkowej zaleznej od cGMP (Lowenstein
i Snyder 1992). Jednakze charakter zmian me-
tabolizmu wapnia wywotanych obecnoscia tlen-
ku azotu zalezy od rodzaju komérek. Na przy-
ktad w komorkach jelita grubego tlenek azotu
powoduje wrazliwy na rianodyne wzrost steze-
niajonéw wapniowych w cytosolu spowodowa-
ny opréznianiem cystern siateczki srédpla-
zmatycznej, podczas gdy w miesniach gtadkich
i w fibroblastach tlenek azotu obniza stezenia
jonéw wapniowych w cytosolu (Lee 1994b).
Obecnie przyjmuje sie hipoteze, ze aktywa-
cja cyklazy guanylowej przez tlenek azotu po-
woduje wzmozong fosfoiylacje cyklazy ADPR,
katalizowana przez kinaze biatkowa zalezng od
cGMP. W efekcie wzrasta szybkos¢ przeksztat-
cania NAD+w cADPR. Hamujacy wptyw inhibi-
toréw kinazy biatkowej zaleznej od cGMP na
uwalnianie jonéw wapniowych indukowane
tlenkiem azotu potwierdza te koncepcje. Ponad-
to analogi cADPR blokujace uwalnianie jonow
wapnia cofajg dziatanie tlenku azotu. Wyniki
badan uzyskane z uzyciem oocytdéw jezowca
zostaty w znacznym stopniu potwierdzone w
doswiadczeniach z komérkami pochodzacymi z
innych zwierzat, co pozwala przypuszczaé, ze
zaproponowany mechanizm regulacyjny ma
znaczenie uniwersalne (Willmott i wspo6t-
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aut. 1996). Zagadka pozostaje enzymatyczna
rola antygenéw CD38 na powierzchni limfocy-
téw. Jedna z hipotez postuluje istnienie recep-
toré6w cADPR zlokalizowanych w blonach ko-
morkowych, przypominajacych receptory pury-
nergiczne dlaATP lub receptor cyklicznego AMP
u Dictyostelium. Domeny katalityczne CD38
zwrocone na zewnatrz komoérek mogtyby wyko-
rzystywac¢ pozakomoérkowy NAD+jako substrat
do syntezy cADPR. Nukteotyd ten mogtby ucze-
stniczy¢ w autokrynnej badz parakiynnej sty-
mulacji komorek. Koncepcja ta jest zgodna z
obserwacja, ze cADPR podany do hodowli lim-
focytow B indukuje ich podziaty. Jednakze rola
cADPRjako czynnika pozakomérkowego, a tak-
ze spekulacje na temat regulacji enzymatycznej
aktywnosci CD38 (np. przez fosforylacje/defo-
sforylacje) wymagajg dalszej weryfikacji do-
Swiadczalnej. W przypadku komarek, w ktérych
tlenek azotu ogranicza mobilizacje jonéw wa-
pniowych sugeruje sie, ze zwigzek ten moze
aktywowac enzymy degradujgce cADPR. Wyni-
ki doswiadczen z uzyciem wnikajgcych przez
btone komérkowag analogéw cGMP wskazuja, ze
w fibroblastach takie dziatanie tlenku azotu nie
wigze sie z aktywacja cyklazy guanylowej (Lee i
wspoétaut. 1995).

Ustalenie roli cADPR w regulacji metabo-
lizmu wapniowego i wyjasnienie znaczenia
NAD+w tym procesie zwrdécito uwage na mozli-
wy udziat innych dinukleotydéw (np. NADP+H w
omawianych zjawiskach. Ostatnie dwa lata
przyniosty szereg odkry¢ na tym polu. W 1996
roku doniesiono (Vu i wspétaut. 1996), ze cy-
klaza cADPR z Aplysia californica jest w stanie
wykorzystywaé jako substrat NADP+ zamiast
NAD+ i wytwarza¢ ufosfoiylowana pochodng
CADPR (2-P-cADPR). Podobny wynik uzyskano
dla bifunkcyjnego enzymu ze $ledziony psa,
przy czym enzym ten wykazuje wyzsze powino-
wactwo do NADP+ niz NAD+, a Km dla NADP+
jest nizsze niz komorkowe stezenie tego dinu-
kleotydu. Co wiecej, 2-P-cADPR aktywuje uwal-
nianie jonow wapniowych z pecherzykéw mi-
krosomalnych otrzymanych z mézgu szczura.
Wykazano, ze zwigzek ten nie wykazuje krzyzo-
wego odwrazliwienia kanatéw wapniowych w
stosunku do trisfosforanu inozytolu, natomiast
aktywuje kanaty wrazliwe na prokaine oraz ule-
gajace odwrazliwieniu przez cADPR. Sugeruje
to, ze cADPR i jego ufosforylowana pochodna
oddziatujg z tymi samymi receptorami w bto-
nach siateczki srédplazmatycznej (Vu i wspot-
aut. 1996). W tym samym czasie ukazatly sie
prace, w ktérych udowadniano, ze 2-P-cADPR
nie jestjedynym metabolitem NADP+zaangazo-
wanym w metabolizm wapniowy (Aarhus i
wspotaut. 1995). Wykazano, ze w warunkach
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podwyzszonego pH, NADP+ zostaje przeksztat-
cany w pochodng powodujgcg niezwykle silne,
poréwnywalne z efektem cADPR uwalnianie jo-
now wapniowych z mikrosoméw z oocytow je-
zowca. Szczeg6towe badania pozwolity na usta-
lenie, ze zwigzkiem tym jest produkt przeksztat-
cenia reszty amidu kwasu nikotynowego w czg-
steczce NADP+ w reszte kwasu nikotynowego
(NAADP+, nicotinic acid adenine dinucleotide
phosphate czyli fosforan dinukleotydu nikoty-
niano-adeninowego). Uwalnianie jonéw wapnia
indukowane przez ten aktywator nie podlega
odwrazliwieniu w wyniku preinkubacji mikro-
somoOw z oocytéwjezowca z cCADPR lub trisfosfo-
ranem inozytolu, co sugeruje istnienie trzeciej
drogi wyptywu wapnia z magazynéw wewnatrz-
komoérkowych. Ponadto w obecnosci tio-NADP+
(inhibitora aktywowanego przez NAADP+wypty-
wu jonoéw wapniowych z cystern siateczki sréd-
plazmatycznej) dochodzi do zahamowania sty-
mulowanego przez NAADP+ uwalniania jonéw
wapniowych z magazynéw wewngtrzkomaérko-
wych, podczas gdy efekty cADPR i trisfosforanu
inozytolu nie ulegaja zmianie. Inhibitory recep-
torow IP3 i rianodynowych nie obnizaja efektyw-
nosci NAADP+. Co wiecej, wirowanie mikroso-
moéw z oocytow jezowca w gradiencie Perkolu
pozwolito na wyizolowanie osobnej puli peche-
rzykow, utworzonych przez biony siateczki
Srédplazmatycznej wrazliwych na NAADP+ ale
nie na cADPR ani trisfosforan inozytolu. Suge-
stia na temat roli NAADP+jako czasteczki syg-
natowej w warunkach in vivo zostata wzmocnio-
na odkryciem, ze zwigzek ten moze powstawac
w wyniku wymiany reszty amidu kwasu niko-
tynowego na kwas nikotynowy. Reakcja ta za-
chodzi w obecnosci kwasu nikotynowego w wa-
runkach obnizonego pH i jest katalizowana
przez cyklaze ADPR z Aplysia californica a takze
przez CD38. A zatem, enzymy o aktywnosci
cyklazy cADPR wykazuja takze zdolnos¢ do
katalizowania reakcji syntezy NAADP+, awybor
drogi zalezy od kwasowosci srodowiska i obe-
cnosci kwasu nikotynowego. Co prawda, zaréw-
no stezenie kwasu nikotynowego, jak i zakres
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kwasowosci, optymalne do syntezy NAADP+, nie
mieszczg sie w granicach fizjologicznych, wyste-
pujacych w cytosolu komoérek w normalnych
warunkach. Jednakze, poniewaz bardzo zna-
czacy efekt NAADP+ obserwowano juz przy ste-
zeniu 30 nM, nie wyklucza sie znaczenia tego
aktywatora, gdyz osiggniecie tak niskiego ste-
zenia w komoérce wymaga aktywnosci enzymu
dalekiej od maksymalnej. Ponadto mozna do-
mniemywac, ze cyklaza z Aplysia znajduje sie
w przedziatach komdérkowych o obnizonym pH.
Podobnie endocytoza biatek CD38 obserwowa-
na w wyniku aktywacji limfocytéw skiania do
doswiadczalnej weryfikacji sugestii, ze antyge-
ny te sg transportowane do pecherzykéw btono-
wych, ktérych wnetrze wykazuje niskie pH (Aar-
hus i wspotaut. 1995, Perez-Terzic 1995, Aar-
hus i wspétaut. 1996).

Pytanie o znaczenie fizjologiczne NAADP+
jest ciagle bez ostatecznej odpowiedzi. Ostatnio
wykazano, ze preinkubacja zaréwno izolowa-
nych mikrosomoéw, jak i catych oocytéwjezowca
w obecnosci tego dinukleotydu powoduje od-
wrazliwienie jego specyficznych receptoréw,
lecz nie wptywa na uwalnianie jondw wapnia
przez cADPR lub IP3. Co wiecej, stwierdzono, ze
krétko po zaptodnieniu dochodzi do odwrazli-
wienia kanatéw wapniowych aktywowanych
NAADP+. Moze to Swiadczyé, ze zaptodnienie
przejsciowo aktywuje receptory wrazliwe na ten
zwigzek. Przedstawione fakty wskazujg na wiel-
ka ztozonos¢ i wielorakos¢ systeméw urucha-
miania puli wapniowej w komdrkach eukario-
tycznych. Przynajmniej w przypadku oocytow
jezowca postuluje sie istnienie co najmniej
trzech niezaleznych drég uwalnianiajonéw wa-
pniowych z magazynéw wewnatrzkomoérko-
wych: 1. aktywowana IP3, 2. aktywowana
cADPR i 3. zalezna od NAADP+. Ta ostatnia
jednak, aby by¢ w petni uznang, wymaga do-
Swiadczalnej weryfikacji polegajacej na udo-
wodnieniu, ze w oocytach jezowca (a moze tez
w innych komérkach) in vivo dochodzi do bio-
syntezy i co niezmiernie wazne, degradacji NA-
-ADP+.

CYCLIC ADP-RIBOSE, A NEW SIGNALLING MOLECULE IN CALCIUM METABOLISM

Summary

Cyclic ADP-ribose (CADPR) is a new member of the
cyclic nucleotides family. It is believed to be a signalling
molecule stimulating calcium efflux from intracellular cal-
cium stores in a wide variety of eucariotic cells. This com-
pound interacts with receptors exhibiting pharmacological
properties typical of calcium channels activated by
ryanodine and responsible for the calcium induced calcium
release (CICR) phenomenon. cADPR is formed from NAD+

and decomposed to ADP-ribose in the reactions catalyzed
by mono- or bifunctional enzymes exhibiting the activities
of either ADP-ribose cyclase or cADPR hydrolase, respec-
tively or both. The rate of cADPR synthesis depends on
the cyclic GMP level. Additionally, the regulatory role of
NADP+ derivatives, especially nicotinic acid adenine dinu-
cleotide phosphate (NAADP+), in calcium release is postu-
lated.
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