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WAPN | KANALY WAPNIOWE REGULOWANE POTENCJALEM

Wapn jest jednym z pierwiastkow o zasa-
dniczym znaczeniu dla catego krélestwa zwie-
rzat. Najbardziej dostrzegalne jest tworzenie z
jego nierozpuszczalnych soli szkieletéow we-
wnetrznych i zewnetrznych zwierzat, od otwor-
nic do kregowcow. W ustroju ludzkim 95%
wapnia jest zmagazynowane w kosciach, ale
znajduje sie on w dynamicznej réwnowadze z
resztg ustroju i zapewnia homeostaze wapnia
zewngtrzkomorkowego (Rubin 1985). Pierwszy
raz wapn wszedt na arene fizjologii dzigki nie-
frasobliwosci laboranta w pracowni Sydneya
Ringera, ktory przygotowywat roztwory do in-
kubacji izolowanego serca, uzywajgc wody z
kranu. Kiedy laborant byt na urlopie, solidny
Ringer przygotowywat roztwory lege artis, sto-
sujac wode destylowang i praktycznie nie uzy-
skiwat zadnych skurczéw miesnia sercowego.
Przeprowadzone przez niego dochodzenia do-
prowadzity do wniosku, ze roztwdr chlorku so-
du w wodzie z kranu silniej niz taki roztwér w
wodzie destylowanej podtrzymuje kurczliwos¢
miesnia sercowego, a odpowiedzialne za to
okazaly sie minimalne stezenia Ca , obecnego
w sieci wodociggowej (Ringer 1883).

Kluczowa rola wapnia w regulacji proce-
sOw zyciowych wigze sie z historig rozwoju zy-
cia na Ziemi, a w szczeg6lnosci z jego rywali-
zacjg z fosforanami. Samoreprodukujgce sie
twory, dajace poczatek prymitywnym formom
zycia, wykorzystaty zwigzki fosforanowe dla
zapewnienia wiernosci i plastycznosci repro-
dukcji. Te role fosforany petnig po dzi$ dzien,
stanowigc istotny element kwaséw nukleino-
wych. Réwniez wysokoenergetyczne wigzania
miedzy resztami fosforanowymi zostaty z po-
wodzeniem wykorzystane przez zywe komorki
jako magazyny energetyczne. Wreszcie ze
wzgledu na fakt, ze dotgczenie grupy fosfora-
nowej do reszt aminokwasowych zmienia kon-
formacje tworzonych przez nie biatek, procesy
fosforylacji i defosforylacji odgrywajg zasadni-

cza role w regulacji czynnosci zyciowej komor-
Ki i przesytaniu sygnatow. Wszystkie te czyn-
niki sprawity, ze jony fosforanowe byly wy-
chwytywane z ,pierwotnej zupy” praoceanu
przez twory ewoluujace w kierunku zycia. W
tej pierwotnej zupie znajdowaly sie jednak
réwniez stosunkowo wysokie stezenia Ca , a
powinowactwo ich do P04 jest bardzo duze.
lloczyn rozpuszczalnosci ortofosforanu wapnia
Ca3(P042, 1 x 10 ,jestjednym z najnizszych
znanych i wobec tego gdy Ca + natrafig na
P04 nastepuje wytragcenie fosforanu wapnia.
Twory aspirujagce do zycia musiaty chronié
swe Srodowisko wewnetrzne przed Ca , aby
ochroni¢ reszty fosforanowe i uczynity to, two-
rzac btone komoérkowag, skutecznie zapobiega-
jaca wchodzeniu Ca do komorki, oraz two-
rzac wewnatrzkomoérkowe zbiorniki retencyj-
ne, w ktérych jony Ca mogty by¢ internowa-
ne (Vetulani 1995). W trakcie ewolucji wapn
uzyskiwat coraz to dalsze funkcje, stajgc sie
przez to coraz bardziej niezbedny, ale réwniez
coraz niebezpieczniejszy dla komoérki. Gwat-
towny wzrost poziomu wewngtrzkomérkowego
Ca jest pierwszym i ostatnim sygnatem w zy-
ciu komérki: zycie zaczyna sie od poteznej fali
wapniowej przebiegajacej przez jajo w chwili
wnikniecia plemnika, a konczy nie kontrolo-
wanym naptywem Ca +, gdy btona komérkowa
nie jest juz w stanie przeciwdziata¢ jego napo-
rowi, a wlewajgce sie jony aktywuja ,jak leci”
enzymy proteolityczne i lipolityczne, powodu-
jac zniszczenie biochemicznej maszynerii ko-
morki. Miedzy tymi dwoma wydarzeniami
przez komoérke pobudliwg stale przeplywajag
fale wapniowe inicjowane przez ,iskierki”
(sparks) wapniowe odkryte poczatkowo w ko-
morkach miesnia sercowego (Cheng i wspo6t-
aut. 1993), a ostatnio opisane réwniez w neu-
ronach (Lipp i Niggli 1996). Iskierki wapniowe
sg obecnie uwazane za podstawowe cegietKi
skiadajgce sie na sygnat wapniowy, powstaja-
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cy w wyniku ich czasowo-przestrzennej rekru-
tacji (Lipp i Bootman 1997).

Na obecnym etapie ewolucji krélestwa
zwierzat wapn petni wiele istotnych i rézno-
rodnych funkcji w ustroju. Ma on istotne zna-
czenie dla utrzymania postawy i motoryki, za-
pewnia nieprzepuszczalnos¢ bton, dziata jako
sygnat wewnatrzkomérkowy i umozliwia prze-
sylanie sygnatéw miedzy komorkami, reguluje
funkcje cytoszkieletu, skurcze migSniowe,
podziat komorki i egzocytoze oraz transkrypcje
genow. Odgrywa zasadniczg role w obu typach
Smierci, jakim moze ulec komoérka: w nekrozie
i apoptozie. Ca dziata jako wtérny przeka-
znik, regulujac aktywnos¢ licznych enzymow,
kanatéw jonowych, ekspresje genéw szybkiego
reagowania, i indukujac w ten sposéb swoiste
programy genetyczne, odpowiedzialne za rézne
ditugoterminowe dziatania komérek, na przy-
ktad tak zwane diugotrwale wzmocnienie
(LTP), uwazane przynajmniej za model, jezeli
nie wrecz za podstawe proceséw pamieci (Ber-
tolino i L1inAs 1992). Zmiany aktywnosci po-
szczegblnych typow kanatéw wapniowych we
wczesnych stadiach ontogenezy moga regulo-
wac takie zjawiska, jak naturalna smier¢ neu-
ronow i tworzenie sie synaps (Hilaire i
wspotaut. 1996). Jak mozna sie domysleé,
réwnie roznorodna jest metaboliczna maszy-
neria, wywotujgca zmiany wewnatrzkomarko-
wego stezenia Ca i reagujgca na nie.

W cytosolu komoérek obecnie zyjacych
organizmow stezenie Ca jest bardzo niskie,
nanomolarne, podczas gdy stezenie w prze-
strzeni miedzykomoérkowej jest kilkanascie ty-
siecy razy wyzsze. Istnienie tak wysokiego gra-
dientu stezen powoduje nieustanne przedosta-
wanie sie Ca réznymi drogami do wnetrza
komaorki i koniecznos¢ jego efektywnego usu-
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wania. Sytuacja taka, potencjalnie niebez-
pieczna, zostata jednak wykorzystana przez
ewolucje, ktéra pozyskata Ca +jako efektywny
sygnhat wewnagtrzkomoérkowy, a takze, w nie-
ktérych przypadkach, miedzykomoérkowy.

Wapn jest szczeg6lnie predestynowany do
petnienia roli sygnatu wewnatrzkomaérkowego.
Niektore sole wapnia sa tatwo rozpuszczalne a
jon wapniajest niewielki, a przez to szybko dy-
funduje w cytoplazmie. Jego poziom jest — ze
wzgledéw podanych wyzej — Scisle kontrolo-
wany, a nadmiar prawie natychmiast likwido-
wany. To umozliwia szybkie powtarzanie sy-
gnatu. Wreszcie Ca taczac sie z biatkami,
podobnie jak jony fosforanowe zmienia ich
konformacje, a wiec moze stuzy¢ do aktywacji
licznych enzyméw komorkowych. Sygnat wap-
niowy jest energetycznie tani — nie ma potrze-
by syntezy przekaznika sygnatéw, a kiopoty
sprawia raczej jego usuwanie.

W tym artykule zajmiemy sie jednym
aspektem maszynerii regulujgcej zmiany ste-
zenia We\ivnqtl_’zkomc')rkowe o Ca — wnika-
mem Ca do komorki. Ca czyni to przecho-
dzac przez rbéznego typu kanaly. Nieswoiste
whnikanie polega na wykorzystaniu kanatéw
sodowych, przez ktére na 100 Na+przemyca
sie jeden Ca .Tak wprowadzony Ca +nie pet-
ni roli sygnatu. Stad znacznie wazniejszg role
odgrywaja kanaty swoiste, przez ktére Ca do-
staje sie w sposéb legalny, kontrolowany. Ka-
naty te mozemy podzieli¢ na dwie wielkie gru-
py: kanaly sterowane zmianami napigcia bto-
nowego (VD, voltage-dependent) oraz kanaty
sterowane przez przylgczenie sie swoistego li-
gandu, ktéorym jest neuromediator (LD, Ili-
gand-dependent). W tym artykule omoéwimy
tylko pierwsza grupe.

KANALY JONOWE

Kanaty ca’" sterowane potencjatem naleza
do nadrodziny kanatéw jonowych. Kanaty takie
sg strukturami regulujgcymi naptyw jonéw do
komorki zgodnie z gradientem stezen. Ich pod-
stawowa cechg jest selektywno$¢ (moéwiaca, ja-
kie jony i w jakich proporcjach bede przez ka-
nal przepuszczane) oraz przewodnosc¢ (stosu-
nek wielkosci przechodzacego pradu jonowego
do réznicy potencjatéw w poprzek btony). Prze-
chodzace prady sa rzedu pikoamperow, a prze-
wodnos$ci rzedu pikosiemenséw (ps). Oznacza
to, ze kanat przepuszcza jony z szybkoscig rze-
du dziesieciu milionéw na sekunde. W przypad-

ku kanatéw dla jonéw, ktérych stezenie w ko-
morce jest duze, oznacza to, ze otwarcie kanatu
moze zmieni¢ napiecie btony, ale nie zmienia
istotnie stezernjonu wewnatrz komorki. Jednak
w przypadku Ca , ktérego w cytosolu jest ma-
to, otwarcie kanatéw moze podnies¢ jego Sre-
dnie stezenie wewnatrzkomorkowe nawet o dwa
rzedy wielkos$ci. Struktura kanatu jonowego
jest dos¢ skomplikowana, zasadniczym jej ele-
mentem sg podjednostki, sktadajgce sie z diu-
giego tancucha biatkowego, kilkakrotnie prze-
chodzacego w poprzek btony i tworzgcego we-
wnetrzne i zewnetrzne petle. Istnieje znaczna
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homologia pomiedzy kanatami jonowymi dla
réznych jonéw, co Swiadczy, ze w toku ewolucji
wyksztalcita sie pewna, optymalna, a przynaj-
mniej wystarczajgca, struktura regulujgca na-

kanat sodowy
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ptyw jonéw do komoérki, a nastepnie powstawa-
ty rozne jej warianty. Podobienstwo pomiedzy
budowg podjednostki kanatu sodowego i wap-
niowego przedstawia rycina 1.

kanat wapniowy

Rye. 1. Podobienstwo budowy podjednostki og kanatu sodowego i wapniowego typu L $wiadczy o wspol-
nym pochodzeniu i przynaleznosci do jednej nadrodziny biatek blonowych (Bertolino i LlinAs 1992).

ZASADNICZA STRUKTURA KANALU WAPNIOWEGO

Badania biochemiczne, immunoprecypi-
tacja i badania molekularne wykazaty, ze re-
gulowane potencjatem kanaty wapniowe sa
kompleksami heterooligomerycznymi. Zasa-
dniczg czes¢ tego kompleksu stanowi podjed-
nostka og skladajgca sie z czterech motywow
tak utozonych, ze stanowig granice poru. W
czasie ewolucji wyksztatcito sie co najmniej
sze$¢ genow kodujacych rézne warianty tej
podjednostki (A, B, C, D, E, S) (tab. 1). Podjed-
nostki og majg mase od 187 kDa (1634 amino-
kwasy, 0gDz hipokampa szczura) do 273 kDa
(2424 aminokwasy, ociAz innych tkanek). Pod-
jednostki a] réznych typéw majg podobnag

strukture czterech odcinkéw transbtonowych,
roéznia sie natomiast w petli pomiedzy segmen-
tem Il i 1ll oraz koricowym odcinkiem karbo-
ksylowym.

To wiasnie podjednostka cg determinuje
podtyp kanatu wapniowego, a co zatem idzie,
jego charakterystyke elektrofizjologiczng i far-
makologiczng (Dunltap i wspotaut. 1995, Stea
i wspotaut. 1994) (tab. 2). Zawiera miejsce fo-
sforylacji zalezne od cyklicznego AMP, reszty
glutaminianowe w Swietle poru warunkujg se-
lektywnos$¢ kanatu dla jonéw Ca , a leki mo-
dyfikujgce kanat wigzg sie blisko wysciotki po-
ru (Varadi i wspétaut. 1995). Kazdy z czterech

Tabela 1 Rodzina genéw kodujgcych podjednostki ad i Bkanatéw wapniowych

Pierwotna podjednostka a

aktywowana niskim lub
Srednim potencjatem

aktywowana wysokim potencjatem

niewrazliwa na

dihydropirydyny

a. a a
i? IE 1B

kanat T kanat R kanat N

kanat P, Q

wrazliwa na dihydropirydyny

a a a a

1A ID ic 1s

kanat L kanat L kanat L

Pierwotna podjednostka 3

0, p2

2a, 2b
(mbzg, serce)

la (migsnie)
Ib, Ic (mdbzg)

N p4
3a, 3b, 3c
(mozg) (mo6zdzek)
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Tabela 2. Gldwne typy kanatow ca”’ sterowanych potencjatem

- . Wrazliwosé
Typ Podjed- Prog dihvd Selek . L. L. .
kanatu nostka a~ aktywagji na dihydro- elektywni antagonisci Najobfitsze wystgpowanie
pirydyny
L S dihydropirydyny (nifedipina) miesnie szkieletowe
L c benzotiazepiny (diltiazem) miesnie gtadkie, miesien sercowy
tak fenylalkilaminy (werapamil) mozg, ptuca, fibroblasty
L D gruczoty endokiynne, nerki, mézg
P wysoki co-agatoksyna IVA (>100 pM) neurony (gtéwne kanaty w
(HVA) co-konotoksyna MVllc komoérkach Purkinjego), nerki
9 A oocyty zaby, komorki w hodowli
N B co-konotoksyna GVLA (<100 pM) neurony, komoérki endokiynne
R E niski nie Ni2+ (<30 pM) osrodkowy uktad nerwowy
T ? i Sredni (LVA) miesnie, neurony, komorki

neuro-endokrynne

Istnieje ponadto wiele toksyn bezkregowcoéw o niskiej swoistosci w stosunku do poszczegélnych typéw kanatéw wap-
niowych: funelotoksyna (poliamid z jadu Agelopsis), co-grammotoksyna S1Azjadu tarantuli Grammostola spatulata,
co-konotoksyny MVIIA i MVIIC z Slimaka Conus magmus itp. Nieswoistymi antagonistami licznych typéw kanatéw Ca2+

sa réwniez jony Ni
Varadi i wspotaut. 1995).

motywdéw stanowigcych por skitada sie z sze-
Sciu odcinkéw przechodzacych poprzez btone i
tworzacych zewnetrzne i wewnetrzne petle,
ktére zawieraja regiony regulacyjne, do
ktérych moga sie przytgczac biatka regulujgce
kanat, jak na przyktad syntaksyna w kanale
typu N, uczestniczaca w procesie uwalniania
neuromediatora (ryc. 2) (Stanley 1997).

Poza tworzgca por podjednostkg og w kom-
pleks kanatu wapniowego wchodzg jeszcze
podjednostki mogace modyfikowaé funkcje ka-
natu. Ich role wykazano stwierdzajac, ze eks-
presja samej podjednostki ais wystarczyta do
utworzenia kanatu wapniowego w mysich fi-
broblastach, ale kinetyka jego aktywacji i inak-
tywacji byta niezmiernie powolna (Perez-Reyes
i wspotaut. 1989), a koekspresja tej podjedno-

i Cd + Odkrywane sg nowe podtypy kanatéw P i R (Vetulani 1995, Dunltap i wspétaut. 1995,

stki z podjednostkami a2/8i P przyspieszata ki-
netyke, zwiekszata gestos¢ receptoréw i podno-
sita liczbe miejsc wigzgcych ligandy (varadi i
wspotaut. 1991). Podjednostka pw czasie ewo-
lucji wyksztatcita cztery warianty (tab. 1) i oka-
zalo sie, ze z r6zng sita przyspieszajg one Kine-
tyke inaktywacji podjednostki oa (Sather i
wspoétaut. 1993, Ellinor i wspoOtaut. 1993). Po-

Ryc. 2. Podjednostka a ! kanatu wap-
niowego typu N z zaznaczonym miej-
scem przyczepienia sie biatka synta-
ksyny, biorgcego udziatl poczatkowo
w sprzeganiu pecherzyka synaptycz-
nego z kanatem, a nastepnie — po
znacznym zwiekszeniu poziomu wap-
nia — w tworzeniu miejsca egzocyto-
zy (Stanley 1997).

za najintensywniej badang podjednostka p,
znajdujaca sie w cytoplazmie, oraz a2, potozo-
na na zewnatrz, w przestrzeni miedzykomorko-
wej, w sktad kompleksu wchodzg jeszcze
transmembranowe podjednostki y i 8 lub ich
analogi. Schemat budowy kanatu wapniowego
regulowanego potencjatem przedstawia, na
przyktadzie kanatu typu L, rycina 3.
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Ryc. 3. a— schematyczny ukiad podjednostek tworzgcych kanat wapniowy typu L. b — podjednostka aj

Miejsca zaznaczone gwiazdkami to elementy zagtebione w bionie, ale jej nie penetrujgce, stanowigce wysciotke

kanatu. (Poréwnaj z rycing 2) (VARADI i wspétaut. 1995).

Podjednostki og i p oddziatujg na siebie allo-
steiycznie — wszystkie typy podjednostek og po-
siadaja sekwencje aminokwasow taczace sie z
réwnie silnie konserwowanym trzydziestoami-
nokwasowym odcinkiem blisko korica aminowe-
go podjednostki @ Zapewne to powigzanie okre-

Sla, czy kanat wapniowy bedzie nalezat do szyb-
kich czy powolnych. Jak dowiemy sie pdézniej,
miejsce to jest punktem uchwytu regulacji ka-
natéw wapniowych przez biatka G. Szczeg6towo
budowe kanatu wapniowego sterowanego po-
tencjatem opisujg varadi i wspotaut. (1995).

PODTYPY KANALOW WAPNIOWYCH

Odkrycie, ze ca”” wnika do komérki po-
przez kanaty jonowe zostato dokonane przez
Fatta i Katza w 1953. Dopiero ponad 20 lat
pézniej Hagiwara i wspoétpracownicy (1975) na
podstawie badan elektrofizjologicznych zapro-
ponowali, ze Ca naptywa do komorki przez
co najmniej dwie rézne struktury biatkowe. W
miare postepow biochemii, elektrofizjologii,
farmakologii i biologii molekularnej liczba po-
znanych podtypow tych kanatéw zaczeta ro-
sng¢. W 1985 roku Nowycky i wspoétautorzy
(1985a) opisali w zwoju korzenia gérnego kury
trzy typy kanatéw wapniowych, réznigcych sie
wielkoscig potencjatu btonowego, przy ktérym
sg aktywowane, oraz czasem otwarcia kanatu.
Kanaty otwierajgce sie krotko i aktywowane
niskim potencjatem nazwali kanatami T
(transient, przejSciowe), kanaly otwierane na
dtuzej przy wysokim potencjale — kanatami L
(long-lasting, dtugotrwate), za$ trzeci typ, réz-
ny od pozostatych, kanatami N (neither L nor
T; ani takie, ani takie). Do dzi$ dnia zasadni-
cza klasyfikacja kanatéw wapniowych regulo-
wanych potencjatlem opiera sie na tym podzia-
le: wyré6zniamy kanaty aktywowane niskim po-
tencjatem (LVA, niskoprogowe) oraz aktywo-
wane wysokim potencjatem (HVA, wysokopro-
gowe). Niedtugo potem, poczatkowo w komor-
kach Purkinjego odkryto nowy typ kanatu, na-

zwany od swego pierwotnego zZrddia kanatem
P. Te trzy kanaly rozrézniamy farmakologicz-
nie: kanaty L to kanaly blokowane przez po-
chodne dihydropirydyny, jak nifedypina, ka-
naty N blokuje peptyd zjadu Slimaka morskie-
go, co-konotoksyna GVIA, a kanaty P — peptyd
z jadu pajgka, co-agatoksyna GVLA (ryc. 4).
Dalsze postepy biologii molekularnej doprowa-
dzity do tego. ze obecnie wyodrebnia sie co
najmniej szes¢ typéw kanatow rdéznigcych sie
od siebie budowsg, charakterystyka generowa-
nego przez nie pradu wapniowego oraz wia-
snosciami farmakologicznymi (tab. 2): kanaty
niskoprogowe T i wysokoprogowe — L, N, P, Q
i R, ktore omowimy szczegoétowiej. Jeszcze
wcigz znajduje sie nowe podtypy kanatéw czy
warianty znanych podtypéw. Hodowane ko-
morki ziarniste mézdzku stanowig dobry mo-
del do badania kanatéw wapniowych, ponie-
waz wystepuja tam kanaly wszystkich typéw.
Stwierdzono, ze jest w nich obecny kanat L,
ktoéry moze sie ré6zni¢ od kanatu L z kory i hi-
pokampa, gdyz posiada nieco inng charakte-
rystyke farmakologiczng; w odréznieniu od po-
zostatych kanatéw nie jest wrazliwy na elipro-
dil (Biton i wspoétaut. 1997). Ostatnio w ko-
morkach tych opisano trzy nowe rodzaje kana-
téw, nazwane GI, G2 i G3, przy czym G1 jest
podtypem kanatu P, zas G2 i G3, jako odpor-
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ne na dziatanie zwigzkéw blokujacych kanaty
L, Ni P, zaliczono do grupy R (resistant, odpor-
ne) (Tottene i wspoOtaut. 1996).

Jest bardzo prawdopodobne, ze ewolucja
typow kanatéw wapniowych przebiegata row-
nolegte do ewolucji réznych funkcji komérko-
wych, w ktérych kanaty te odgrywaja zasadni-
czg role. Inne kanaty powstaty do inicjowania
skurczu miesniowego, inne do regulacji sekre-
cji. Ewolucje te mozemy przesledzi¢ tworzac
»,drzewo genealogiczne” na podstawie homologii
podjednostek og i p (tab. 1 i 2). Jest rzecza
istotng, ze r6zne kanaty wapniowe, réznigce sie
charakterystyka biofizyczng i farmakologiczna,
wystepuja w tej samej komorce i wzajemnie
uzupetniajg sie funkcjami (Dunlap i wspétaut.
1995). Wspotpracy kanatow wapniowych,
zwlaszcza w procesie regulowania uwalniania
neuromediatorow w synapsie, poswiecimy wie-
cej uwagi pod koniec tego artykutu.

KANALT

Kanat T zostat odkryty przez LlinAsa i Yaro-
ma (1981) w kadtubach neuronéw dolnego ja-
dra oliwkowatego swinki morskiej, podczas gdy
kanaty wysokoprogowe znajdujg sie w zakon-
czeniach. P6zniej wykryto je w neuronach zwo-
jow korzenia tylnego kury i szczura. Jest kana-
tem niskonapieciowym; jego aktywacja wymaga
niewielkiej depolaryzacji (-50 mV). Przenosi
prad przy ujemnych potencjatach membrano-
wych (-40 — 10 mV): prad ten zanika w ciggu
10-50 ms i stad nazwa kanatu (T, transient).

Maksymalna przewodnos$¢ kanatu T wyno-
si 8 pS. Jego struktura nie jest jeszcze znana,
nie jest znany tez typ podjednostki og tworza-
cej por w tym kanale. Nie dysponujemy na ra-
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Rye. 4. Selektywne ligandy stuzace do
charakteryzowania gtéwnych typow
wysokoprogowych kanatéw wapnio-
wych regulowanych potencjatem, L, N
i P. (Dunlap i wspotaut, 1995).

zie czutymi i swoistymi ligandami tego kanatu:
hamowany jest silniej niz inne typy kanatow
wapniowych przez Ni . Kanaty T sg tez bloko-
wane przez amilorid (Tang i wspotaut. 1988),
zwiazek, ktéry blokuje réwniez wymiennik so-
dowo-protonowy i sodowo-wapniowy. Wzgle-
dnie swoiscie kanat T blokujg wyzsze alkohole
(Sinton i wspotaut. 1989).

Fakt, ze kanal typu T jest aktywowany
przez napiecia bliskie potencjatowi spoczynko-
wemu wskazuje, ze moze on by¢ odpowiedzial-
ny za oscylacyjna akcje neuronéw. Oscylacje
te moga petni¢ wazna role w wyznaczaniu glo-
balnych stanow funkcjonalnych (np. sen, czu-
wanie, uwaga), w koordynacji ruchowej oraz w
determinowaniu potgczen neuronalnych w
czasie ontogenezy. Zaburzenia takich oscyla-
cji, zwlaszcza w obwodach wzgérzowo-koro-
wych, moga by¢ zwigzane z pewnymi choroba-
mi neurologicznymi i psychiatrycznymi (L1inAs
1988). We wzgérzu aktywacja kanatéw typu T
powoduje dwa typy aktywnosci: toniczna oraz
fazowag (napadowa). Dzieki temu neurony
wzgérzowe zachowujg sie jak oscylatory o
dwoch réznych czestotliwosciach. Zmiany po-
tencjatu btonowego powodujg zmiane typu
dziatania neuronéw wzgérzowych. Przy poten-
cjatach bardziej dodatnich niz -60 mV komor-
ki iskrzg z czestotliwo$cig 10 Hz w wyniku ak-
tywacji pragdu sodowego, przy potencjatach
bardziej ujemnych niz -65 mV sa wyzwalane
potencjaty czynnosciowe o czestotliwosci 5 Hz
w wyniku inaktywacji kanatéw T (LlinAs i
1982). Poza osrodkowym uktadem
mozgowym kanaty typu T petnig istotng role w
réznych narzadach obwodowych, na przyktad
w trzustce, gdzie utatwiajg sekrecje insuliny w

Jahnsen
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wyniku zwiekszania ogo6lnej pobudliwosci ko-
morek wydzielajacych ten hormon (Bhatta-
charjee i wspotaut. 1997).

KANAL L

Kanat typu L jest uwazany za prototypowy
dla wszystkich kanatéw jonowych wymagaja-
cych wysokiego potencjatu aktywacyjnego
(HVA). Wystepuje w duzych ilosciach w tkance
miesniowej, w poprzecznej btonie tubuli i mo-
ze by¢ znakowany zwigzkami pochodnymi di-
hydropiiydyny (Fosset i wspotaut. 1983).
Umozliwito to jego izolacje i zbadanie struktu-
ry (Campbell i wspo6taut. 1988, c atterall i
wspotaut. 1988).

Kanat L jest aktywowany dopiero przy
znacznej depolaryzacji neuronu, a maksymalna
amplituda pradu wapniowego zwigzana z jego
otwarciem nastepuje przy potencjale +10 mV.
Ma on wysoka przewodnos$¢, rzedu 25 pS, a
spadek pragdu po jego zamknieciu jest powol-
ny, rzedu 500 ms. Kanat L moze otwierac sie
na dwa sposoby. W trybie pierwszym (mode I),
wystepujacym znacznie czesciej, kanat otwiera
sie na krétko (Srednio 1 ms) ale czesto, powo-
dujac serie wytadowan. W trybie drugim (mo-
de Il) otwarcie kanatu trwa ponad 10 ms. Po-
nadto kanat moze znajdowac sie w trybie nie-
wrazliwym na pobudzenie (mode 0) (Nowycky i
wspotaut. 1985a, b, Fox i wspoétaut. 1987a, b).
Warunkiem otwarcia kanatu L w czasie depo-
laryzacji jest to, aby byt ufosforylowany: na-
ptyw Ca przez kanaly L jest wiec regulowany
przez aktywnosc¢ swoistej fosfatazy, kalcyneu-
ryny (Armstrong 1989).

Zasadniczg funkcjg kanatéw typu L jest
tworzenie potencjatdw czynnosciowych orgz
napetnianie siateczki endoplazmatycznej Ca
Kanaty te znajdujg sie we wszystkich tkan-
kach pobudliwych. W mdzgu wystepujg tak na
kadtubach, jak i na zakoriczeniach neuronéw.
Szczegolnie liczne skupiska kanatéw L obser-
wuje sie przy podstawach .wiekszych dendry-
tow w komoérkach piramidalnych w hipokam-
pie. Jak sie wydaje, petnig tam one istotng ro-
le w zjawisku tak zwanej opéznionej facylitaciji,
zapewniajgcej diugotrwaly naptyw Ca2+ do
neuronéw w warunkach ujemnego potencjatu
membranowego. Aktywacja receptora p-adre-
nergicznego swoiscie blokuje ten typ odpowie-
dzi, ale nie inne rodzaje aktywnosci kanatow L
(Cloues i wspétaut. 1997).

Kanaty typu L wystepujgce w miesniu ser-
cowym, miesniach szkieletowych i tkance ner-
wowej réznig sie od siebie strukturg podjedno-
stki 0g, posiadajg jednak w zasadzie podobng
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farmakologie. Leki dziatajgce na kanaty typu L
w miesniu sercowym i naczyniach byly bada-
ne szczegélnie szeroko, gdyz znalazty zastoso-
wanie w terapii choréb krazeniowych, gtownie
jako leki obnizajgce cisnienie u os6b z nadci-
Snieniem. Najbardziej swoiste substancje od-
dziatujgce z kanatem typu L to zwigzki z gru-
py dihydropirydyny, ktére moga wywieraé
dziatanie agonistyczne lub antagonistyczne.
Antagonistami, powodujacymi zmniejszony
naptyw Ca +do komorki sg takie leki, jak nife-
dypina, nitrendypina czy nimodypina, agoni-
stg zas BAY K 8644. Dziatanie dihydropirydyn
nie polega na blokowaniu czy otwieraniu poru
kanatu, ale na zmianie jego typu otwierania
sie. Agonista BAY K 8644 zmienia sposoOb
bramkowania kanatu z typu o krétkim otwar-
ciu na typ o diugim otwarciu (Nowycky i
wspoétaut. 1985b). Na podjednostce og znajdu-
ja sie, poza miejscami swoiscie wigzacymi po-
chodne dihydropirydyny, jeszcze miejsca wig-
zace innych antagonistow kanatu L, pochodne
benzotiazepiny (np. diltiazem) i fenylalkilami-
ny (np. werapamil) (ry¢. 5)

Ryc. 5. Model podjednostki o kanatu wapniowego
typu L, z zaznaczeniem miejsc wigzania sie roznych
typéw antagonistow tego kanatu. Miejsca te znaj-
duja sie na motywie IV (varadi i wspotaut. 1995).

Kanaty L moga zmienia¢ swa gestos¢ (zar-
gonowo mowiac: by¢ up- lub down-regulowa-
ne) przez wiasne ligandy (Panza i wspoétaut.
1985), a takze ulega¢ zmianom pod wptywem
innych czynnikow, jak na przyktad abstynen-
cja morfinowa czy chroniczny elektrowstrzas
(Antkiewicz-Michaluk i wspotaut. 1990a, b,
1991, 1994). Sugeruje to mozliwos¢ istnienia
naturalnych, endogennych ligandéw tych ka-
natéw, co oznaczatoby, ze — wbrew nazwie —
moga by¢ one regulowane nie tylko napieciem.
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Sugestie te potwierdzajg dane biochemiczne i
elektrofizjologiczne (Sanna i Hanbauer 1987,
Callewaert i wspOtaut. 1989). Jak wspomnia-
no, kanaly typu L wymagajg do swego dziata-
nia fosforylacji i sg regulowane, poza kalcy-
neuryng, przez kinazy tyrozynowe i kinaze
biatkowg C (PKC) i wydajg sie by¢ miejscem
integracji aktywacji kinaz tyrozynowych i szla-
kéw zaleznych od PKC. Aktywnos¢ PKC okre-
Sla, czy kinazy tyrozynowe beda w danym
uktadzie zwiekszaé, czy zmniejsza¢ aktywnosc¢
kanatu L (Strauss i wspétaut. 1997).
Szczegdlnie interesujgca role wydajg sie
peini¢ kanaty typu L w regulacji zmian adap-
tacyjnych w osrodkowym uktadzie nerwowym.
We wiasnych badaniach wykazalismy, ze blo-
kada kanatéw typu L w chwili podawania le-
koéw stosowanych chronicznie znosi takie efek-
ty, jak wytwarzanie sie uzaleznienia od morfi-
Ny (Antkiewicz-Michaluk i wspoOtaut. 1993),
powstawanie zespotdw odstawienia po neuro-
Ieptykach (Mamczarz iwspc')’faut. 1994, Ant-
kiewicz-Michaluk i wspétaut. 1995), czy zabu-
rzenia metabolizmu dopaminy po LSD (Ant-
kiewicz-Michaluk | wspoétaut. 1997). Réwniez
wyniki innych sugeruja, ze kanaty typu L mo-
ga grac¢ role w mechanizmach uzaleznien leko-
wych (Kuzmin i wspotaut. 1996). Wszystko to
sugeruje, ze zwigzki blokujgce naptyw Ca do
komoérki przez kanaty typu L mogtyby znalez¢
zastosowanie w zwalczaniu narkomanii.

KANAL n

Kanaty typu N wystepujg w tkance nerwo-
wej i stad czesto mylnie przypuszcza sie, ze od
tego witasnie wziety swoja nazwe (faktycznie od
stowa neither - zob. wyzej). Sa one aktywowa-
ne wysokim potencjatem, posiadajg przewod-
no$¢ 13-20 pS, a ich stata deaktywacji wyno-
si 50-80 ms. Charakterystyka pradu wapnio-
wego z kanatu N jest ztozona (Plummer i
wspotaut. 1989, Plummer i Hess 1991) i ten
sam kanat w danym neuronie moze badz
otwiera¢ sie na krétko i wielokrotnie, dajgc se-
rie impulséw, badz otwiera¢ sie na dtugo
(podobnie, jak to robig kanaty L omoéwione wy-
zej). Ich scharakteryzowanie umozliwit fakt, ze
sa one wybiérczo blokowane przez co-konoto-
ksyne-GVLA— jeden z grupy toksycznych pep-
tyddéw z drapieznego slimaka morskiego Conus
geographicus (Olivera i wspétaut. 1985).

Kanaty N peinia, wraz z kanatami P, zasa-
dniczg role przy uwalnianiu neuromediatorow
z zakonczen nerwowych. co-Konotoksyna-
'‘GVIA, na przykiad, catkowicie blokuje uwal-
nianie acetylocholiny w ptytce nerwowomie-
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sSniowej zaby i ta jej wiasciwos¢ jest wykorzy-
stywana do paralizowania ryb przez Conus.
Szczegbétowo kanaly te omoéwimy opisujac role
Ca przy uwalnianiu neuromediatoréw.
Kanaty N wystepujgjuz w zyciu embrional-
nym, co moze sie wigza¢ z ich rolg w migracji
neuronéw, ale najsilniejsza ekspresja nastepu-
je po urodzeniu, w tym samym czasie co synap-
togeneza. We wczesnych okresach rozwojowych
kanaty N pojawiajg sie na kadtubach komérek
przed wytworzeniem dendiytéw i czynig to
asynchronicznie w réznych polach (CA3-CA4
przed CA1-CA2 i zawojem zebatym). Dane te
wskazuja, ze ekspresja kanatéow N jest wazna
dla genezy transmisji synaptycznej w réznych
rejonach hipokampa (Jones i wspotaut. 1997).

KANAL p

Kanat P zostat odkryty pézniej niz ,wielka
tréjka” czyli kanaty T, L i N, chociaz wydaje sie,
ze jest to najbardziej rozpowszechniony typ ka-
natu wapniowego w osrodkowym uktadzie ner-
wowym (Bertolino i LlinAs 1992, Dunlap i
wspotaut. 1995). Opisano go jako odrebny typ
kanatu wysokonapieciowego ze wzgledu na to,
ze jest swoiscie blokowany przez FTX czyli
co-agatoksyne IVA, toksyne z jadu amerykan-
skiego pajgka Agelenopsis aperta (funnel-web
spider) a nazwano go kanatem P, poniewaz od-
kryty zostal najpierw w komorkach Purkinjego
(LlinAs 1 wspoOtaut. 1989). Znaleziono go na-
stepnie w duzych ilosciach w innych obszarach
osrodkowego uktadu nerwowego (Hillman i
wspotaut. 1991). Wydaje sie pelni¢ role inte-
grujaca aktywnos¢ nerwowag i bierze udziat w
uwalnianiu neuromediatorow w synapsach.

KANAL Q

Podobny do kanatu P, kanatl Q zostat opi-
sany najpierw przez grupe Randalla i Tsiena
jako kanat doe-1 w organie elektrycznym pta-
szczki Dyscopyge ammata (zhang i wspotaut.
1993). Wykazano po6zniej, ze bierze udziat, na
rowni z kanatem N, w uwalnianiu neurome-
diatora w hipokampie (W heeler i wspotaut.
1994), a w szczegdélnosci jest zaangazowany w
uwalnianie dopaminy w siatkowce (Tamura i
wspotaut. 1995). Kanaty podobne do Q znale-
ziono tez w organie elektrycznym ptaszczki Ra-
ja montagui (Richardson i wspotaut. 1995).
Od odkrycia kanatu Q mineto tak niewiele cza-
su, ze nie jest on jeszcze umieszczany na ma-
pach ewolucji genéw kanatu wapniowego lub
traktowany jest jako podtyp kanatu R. Inni
traktujg go jako podtyp kanatu P i mowi sie
nawet o kanatach typu P/Q.
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MODULACJA KANALOW WAPNIOWYCH PRZEZ BIALKA G

System kanatdéw wapniowych jest powigza-
ny z catoscig systeméw sygnalizacyjnych w
ustroju i moze by¢ przez nie modulowany.
SzczegOllnie interesujgca role odgrywa modula-
cja kanatéw wapniowych przez presynaptyczne
receptory dla neurotransmiteréw, realizowana
poprzez sygnaty przekazywane przez regulato-
rowe biatka wigzace GTP (biatka G). Od daw-
na wiadomo byto, ze biatka te pelnig zasadni-
czag role w transdukcji sygnatu w receptorach
metabotropowych, a teraz zaczyna sie odkry-
wac ich drugie oblicze. Badania nad regulacja
kanatéw wapniowych przez biatka G to jeden z
najintensywniej uprawianych obszaréw neuro-
biologii, a coraz nowe odkrycia spowodujg, ze
mimo iz ostatnie omowione tu doniesienia byty
publikowane w sierpniu 1997, w momencie do-
tarcia tego artykutu do Czytelnika podane tu
wiadomos$ci moga okazac sie przestarzate.

Pierwsze odkrycie wskazujgce na to, ze sy-
gnaly z receptoréw metabotropowych moga
wplywaé na aktywnos¢ kanatéw wapniowych to
obserwacja, ze serotonina, noradrenalina i GABA
hamujag prad Ca w zwoju korzenia grzbietowe-
go kury (Dunlap i Fishbach 1981). Odkrywcy po-
stawili hipoteze, ze blokada wejscia Ca +do za-
koniczenia przez neuromediator jest powodem
hamowania presynaptycznego i ma znaczenie w
uwalnianiu neuromediatora. Obecnie modula-
cja hormonalna kanatéw wapniowych sterowa-
nych potencjatem w neuronach oraz komérkach
miesnia sercowego i endokiynnych jest dobrze
udokumentowana (Hescheler i Schultz 1997).
Juz ponad trzy lata temu wiedziano, ze kanaty
wapniowe typu N, odpowiadajace — jak wiemy
— za uwalnianie neuromediatoréw, sag hamowa-
ne w rézny sposob przez ponad 20 neuromedia-
toréw (Hille 1994) i ze hamowanie to nie jest

zwiazane ze zmianag liczby kanatéw, ale zwolnie-
niem szybkosci aktywacji i (nie zawsze) podnie-
sieniem progu aktywacji przez czes¢ kanatow w
zakonczeniu, nazwang populacjg kanatéw nie-
chetnych do otwarcia (Bean 1989). Hamowanie
wywotane przez neuromediatoiy jest odblokowa-
ne przez silng depolaryzacje.

Pierwszym pytaniem byto, ktére biatka G sg
zaangazowane w regulacje kanatéw wapnio-
wych i ktére kanaty podlegaja tej regulacji? Jak
wiemy biatka G sa heterotrimerami, a ich ak-
tywnos¢ zwiazana z produkcja wtdérnego prze-
kaznika jest wyznaczona rodzajem podjednost-
ki a. Biatka G zaangazowane w modulacje ka-
natéw wapniowych nalezg do grupy wrazliwych
na toksyne krztusca (PTX), a dalsze badania
wykazaly, ze w wigekszosci sg to biatka typu Go-
Jednakze stwierdzono, ze réwniez biatko Gs
dziata blokujgco na kanaty wapniowe i czyni to
bez posrednictwa cyklicznego AMP (Brown i
Birnbauer 1988). Stosunkowo wczesnie zorien-
towano sie tez, ze biatka G dziatajg na kanaty
nie poprzez ich fosforylacje. Fosforylacja jest
rowniez jednym z mechanizmoéw regulacji ka-
natéw jonowych, ale jest procesem znacznie
wolniejszym, podczas gdy efekty hamujace bia-
tek G nastepuja w czasie utamkoéw sekundy
(Bernheim i wspotaut. 1991, Boland i Bean
1993). Wykazano tez, ze w niektorych przypad-
kach biatka G dziatajg bezposrednio na struk-
tury kanatu, w innych czynia to za pomoca nie-
znanego posrednika, bedacego wtérnym prze-
kaznikiem. Stan naszej wiedzy podsumowuje
tabela 3. Czes¢ wiadomosci tam umieszczonych
jest juz uzupeitniona. Ostatnio wykazano na
przyktad (strubing i wspotaut. 1997), ze soma-
tostatyna hamuje nie tylko kanaly wapniowe
typu N, ale réwniez kanaly typu L. Przy okazji

Tabela 3. Szlaki modulacji kanatéw Ca2+ przez biatka G (Hille 1994)

Muskarynowy M4,
adrenergiczny az ,

somatostatyny,
Receptor Z/Ius_ktarynowylllvll adenozyny,
nglotensyny polipeptydu
trzustkowego (PP),
prostagladyny E-:
Biatko G Gg/1, Go
Modulacja przez wtérny bezposrednia
przekaznik
Przesuniecie nie tak
potencjatu
aktywacji
Kanat wapniowy L, N N

Substancji P, Sekretli/ny,
Adrenergiczny oc2, polipeptydu Wazoezj ty_wlr_1ego
trzustkowego (PP) peptydu jelitowego
(VIP)
GniePTX G niepTX Gs

bezposrednia bezposrednia bezposrednia

tak nie tak
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stwierdzono, ze reguluje kanaty wapniowe juz
we wczesnych stadiach ontogenezy, a regulacja
ta moze stanowi¢ wazny mechanizm epigene-
tycznej kontroli réznicowania neuronalnego.
Problemem badanym intensywnie w ostat-
nich latach jest molekularny mechanizm ha-
mowania pradéw Ca przez neuromediatoiy.
Przez dtugi czas sadzono, ze podobniejak w wy-
padku generacji wtornych przekaznikéw zasa-
dniczg role gra podjednostka a biatka G (Ga).
Jednakze w roku 1996 jednoczesnie z dwoch
osrodkéw opublikowano doniesienia (Herlitze i
wspoétaut. 1996, Ikeda 1996), ze za modulacje
kanatu wapniowego odpowiada kompleks pod-
jednostek 3y (G”, co udowodniono przez trans-
fekcje genow podjednostek (ly do komoérek wy-
kazujacych ekspresje kanatéw P/Q Ilub ko-
morek sympatycznych zawierajagcych kanat N.
Podjednostka Gpjest efektywna bez Gyi moze
modulowaé¢ kanat wapniowy, ale wymaga to jej
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bardzo wysokiej ekspresji; Gy sama nie jest ak-
tywna, ale zwieksza znacznie dziatanie Gp.

W sierpniu 1997 badacze z grupy Birn-
bauera (Qin i wspotaut. 1997) okreslili dokta-
dnie mechanizm molekularny regulacji neuro-
transmisji przez presynaptyczne receptoiy
zwigzane z biatkami G. Opisali oni dwa miej-
sca wigzace podjednostke G”, znajdujgce sie
na podjednostkach oclA ociBi ocie kanatow wap-
niowych (a wiec na kanatach P, N i Q/R). Jed-
Nno miejsce wigzania znajduje sie na petli {3-
czacej pierwszy i drugi odcinek transmembra-
nowy, drugie w potowie wolnego konca C. To
wiasnie drugie miejsce jest odpowiedzialne za
blokowanie naptywu Ca do komérki. Oba
miejsca wigzace Gp/ moga réwniez wigza¢ pod-
jednostke p kanatu wapniowego, ktéra rywali-
zujac z @™ 0 miejsce wiazania, reguluje sto-
piern hamowania kanatu przez pobudzenie re-
ceptorow sprzezonych z biatkami G.

PRZYKLADY WSPOLDZIALANIA KANALOW WAPNIOWYCH

KANALY WAPNIOWE W KOMORKACH
NEUROSEKRECYJNYCH

R6znorodnos¢ kanatdéw wapniowych i fakt,
ze wiele ich typéw wystepuje najednej komérce
umozliwia sprawne regulowanie wielu czynnosci
fizjologicznych. Dobrym przykiadem takiego
wspotdziatania jest sytuacja w olbrzymiokomor-
kowych komoérkach neurosekrecyjnych, neuro-
nach zlokalizowanych w podwzgérzu, ktorych
zakonczenia znajduja sie w placie nerwowym
przysadki. Pod wplywem potencjatéw czynno-
Sciowych ptynacych z kadtubéw, zakorniczenia
uwalniajg oksytocyne i wazopresyne (Renaud i
Bourque 1991). Szybkos¢ tworzenia potencjatow

Ryc. 6.

oraz ich wzorzec sg dokfadnie kontrolowane
przez wapniowe potencjaty nastepcze, endogen-
ne prady btonowe oraz impulsy synaptyczne. Na-
ptyw Ca reguluje zaréwno elektroflzjologiczne
wiasnosci perikarionu, jak i uwalnianie pepty-
doéw z zakonczen. Jak wykazano, w komdrkach
tych zidentyfikowano wiekszos¢ znanych typow
kanatéw wapniowych (ryc. 6) (Fisher i Bourke
1996).

Badania pradéw ca”w tych komérkach
wskazaty na wysokg kompartmentalizacje ka-
natéw wapniowych. Prady generowane przez
kanaty T i R wystepuja tylko w perikarionie, a
nie w zakonczeniu i tylko w perikarionie wyka-

Kanaty wapniowe w podwzgérzowych olbrzymiokomérkowych komérkach neurosekrecyjnych, uwalniajacych

neurohormony: wazopresyne i oksytocyne w tylnym ptacie przysadki. Rozmieszczenie i charakterystyka, a takze funk-
cje kanatéw wapniowych sterowanych potencjatem sg rézne w perikarionie i w zakonczeniu. Kanaly wapniowe w
perikarionie (T, Lniskoprogowy, R, Npowoiny, P) odgrywajg istotng role w regulacji wzorca bioelektrycznego komoérek, uwal-
nianiu peptydéw z dendrytéw, regulacji ekspresji genéw i plastycznosci morfologicznej i funkcjonalnej synaps. Kanaty
waphniowe w zakonczeniu neuronu sa inne (Lwysokoprogowy. Nszybki. Q) i regulujg neurosekrecje, bedac tez odpowiedzial-
nymi za zjawiska tachyfilaksji i facylitacji sekrecji. Wspétdziatanie kanatéw wapniowych w perikarionie i zakonczeniu
nerwowym zapewnia elastyczna regulacje syntezy i uwalniania neurohormonéw (FISHER i BOURKE 1996).
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zano obecnos¢ odpowiednich kanatéw i mRNA
kodujacego ich podjednostki og. W aksonach
brakjest niskonapieciowych kanatéw T (Bour-
que 1990). z drugiej strony, mimo tego ze ka-
naty L i N znajduja sie zaréwno w perikarionie,
jak i na zakonczeniach generowane przez nie
prady Ca majag odmienng charakterystyke
elektrofizjologiczng. Kanaly L w perikarionie
sg aktywowane przy niskim potencjale, co jest
dla tego typu kanatu rzecza niespotykana.
Przypuszcza sig, ze mogg one gra¢ role przy
aktywowaniu czynnikéw transkrypcyjnych,
tak jak to czynig w neuronach hipokampa i
kory (Murphy i wspotaut. 1991, Bading i
wspoétaut. 1993). Z kolei prady generowane
przez kanaty N w perikarionie i w zakonczeniu
réznia sie szybkos$cig inaktywacji.

WSPOLDZIALANIE KANALOW WAPNIOWYCH
W PROCESIE UWALNIANIA NEUROMEDIATORA

Uwalnianie neuromediatora w synapsie jest
kluczowym etapem neurotransmisji. Proces ten
najtatwiej poddaje sie szybkiej modulacji, ktéra
jest gtbwnym mechanizmem regulacji przekazy-
wania sygnatu i punktem uchwytu sprzezen
zwrotnych, dostrajajagcych aktywnos$¢ sieci neu-
ronalnych. Farmakolodzy wiedza o roli autore-
ceptoréw, modulujacych aktywnos$¢ synaptycz-
na w zaleznosci od stezenia neuromediatora w
szczelinie synaptycznej. Uwalnianie neurome-
diatora jest jednak w spos6b krytyczny uzalez-
nione od naptywu Ca do zakonczenia synap-
tycznego i kanaty jonowe w zakorniczeniu pelnig
zasadniczg role w neurotransmisji.

Podstawowe mechanizmy uwalniania neu-
romediatora z zakonczenia poznano w koncu
lat 60-tych, kiedy stwierdzono, ze depolaryza-
cja powoduje w ciggu utamkéw milisekund
otwarcie kanatéw wapniowych, naptyw Ca ,
fuzje pecherzykéw wydzielniczych z btong ko-
morkowa i w koncu uwolnienie zawartosci pe-
cherzyka do przestrzeni synaptycznej. Zakon-
czenie presynaptyczne nerwu dziata wiec jako
mikroskopijny, ultraszybki przetwornik elek-
tromechaniczny.

Wejscie Ca do zakoriczenia nerwowego
powoduje zakotwiczanie sie pecherzykéw sy-
naptycznych, wypetnionych neuromediatorem
w btonie komorkowej, a nastepnie fuzje btony
pecherzyka z btong komérkowa i opréznienie
jego zawartosci do szczeliny synaptycznej. Jak
stwierdzono, w zakonczeniach wystepuja roz-
ne typy kanatéw i, co wiecej, zakohczenia ner-
wowe z roznych czesci moézgu i zakonczenia
uwalniajace rézne neuromediatory wykazujg
rézne zestawy typow kanatow (stanley 1997).
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Pierwszym kanatem wykazanym w zakon-
czeniu nerwowym byt kanat typu N blokowany
przez co-konotoksyne GVLA. (Kerr i Yoshikami
1984, m iller 1987). Wkroétce wykazano, ze jest

on zlokalizowany na powierzchni, gdzie sa
uwalniane neuromediatory (Torri Tarelli |
wspotaut. 1991, Cohen i wspotaut. 1991).

oo-Konotoksyna GVIA blokuje uwalnianie wielu
neuromediatoréw, takich jak kwas glutamino-
wy, GABA, acetylocholina, dopamina i nor-
adrenalina z hipokampa, kory lub prazkowia
(Dunlap i wspétaut. 1995). Chociaz jednak
co-konotoksyna GVLA. jest petnym antagonistg
kanatu N, wywotywany przez nia blok jest tyl-
ko czesciowy, a sita dziatania peptydu zalezy
od charakteru synapsy: peptyd blokuje silniej
uwalnianie GABA niz kwasu glutaminowego
(Horne i Kemp 1991). Wynika stad, ze w regu-
lacji uwalniania neuromediatoréw biorag udziat
i inne kanaty, na przyktad kanaty P. Ich ligand,
co-agatoksyna IVA, réwniez tylko cze$ciowo ha-
muje naptyw Ca do synaptosomow i uwalnia-
nie neuromediatora; tgczne zahamowanie ka-
natéw N i P powoduje znacznie silniejszy blok
neurotransmisji i uwalniania neuromediatora.
Dopiero inne, mniej swoiste inhibitory, zwia-
szcza co-grammotoksyna (Turner i wspotaut.
1995) czy Ni2+ (Soong i wspétaut. 1993), ha-
mujg catkowicie wapniozalezne procesy zwig-
zane z przekaznictwem synaptycznym. Wszyst-
ko to wskazuje, ze w uwalnianiu neuromedia-
tora z synapsy odgrywaja role przynajmniej
trzy typy kanatéw, N, P i R. Kanaty L (klasy C i
D) nie biorg bezposrednio udziatu w uwalnia-
niu neurotransmitera z synapsy.

Wydaje sie, ze poglad, w mysl ktérego ka-
naty wapniowe i miejsca uwalniania neurome-
diatora z pecherzyka znajduja sie w bezposre-
dniej stycznosci i tworzg kompleks, jest nie do
obalenia. Zjednej strony wskazujg na to wyni-
ki badan morfologicznych, z drugiej — fakt
szybkosci reakcji uwalniania neuromediatora:
nastepuje ono 0,2 ms po rozpoczeciu naptywu
Ca , a poniewaz rozprzestrzenianie sie jonéw
w synapsie jest ograniczone szybkoscig dyfu-
zji, oznacza to, ze odlegto$s¢ pomiedzy miej-
scem naptywu Ca a egzocytozy nie przekra-
cza 100 nm. Dalszym dowodem kolokalizacji
kanatéw wapniowych i miejsc uwalniania jest
to, ze stezenie Ca ' potrzebne do inicjacji
uwalniania, musi by¢ bardzo wysokie, co naj-
mniej 20 gM. Takie stezenie moze by¢ osia-
gniete tylko bardzo blisko miejsca wnikania
Ca czyli poru w kanale. Koncepcja domeny
jonowej (Smith i Augustine 1988) zaktada, ze
stezenie neuroprzekaznika jest bardzo wyso-
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kie przy porze i gwaltownie spada z odlegto-
Scig. Domena jonowa pojedynczego kanatu
rozciaga sie tylko na utamki mikrometra, ale
mogg istnie¢ skupiska kanatéw i wowczas do-
mena jest wyznaczona wielkoscia skupiska.
Domena powstaje i znika w ciggu mikrose-

Jerzy Vetulani

kund i zmienia sie wraz z fluktuacjg kanatu.
Obliczenia wskazujg, ze dla uwolnienia jedne-
go pecherzyka potrzeba okoto 190 kanatéw.
Model, w ktéorym kanat typu N jest czescig
sktadowg mechanizmu uwalniajgcego neuro-
mediator przedstawia rycina 7.

Ryc. 7. Kompleks uwalniajgcy neurome-
diator do szczeliny synaptycznej. Kanat
waphiowy typu N po otwarciu otoczony
jest domeng wapniowa, w ktérej na prze-
strzeni okoto 30 nm stezenie Ca +spada
z 100 do 10 pM. Kanat zawiera miejsce
zakotwiczenia, do ktérego przylacza sie
(dokuje) pecherzyk synaptyczny. Jony
Ca powodujg uruchomienie biatkowego
mechanizmu prowadzacego do egzocyto-
zy i uwolnienia neuromediatora z peche-
rzyka (Stanley 1997).

ZAKONCZENIE

Wapn to pierwiastek niezbedny dla zycia,
ale réwniez bardzo niebezpieczny, i dla zywego
organizmu jego wykorzystanie jest zawsze
igraniem z ogniem (zresztag w koncu zawsze z
fatalnym skutkiem dla osobnika). Stad jego
naptyw do komorki musi by¢ scisle regulowa-
ny; jest rzeczg zdumiewajgca, jak elastyczng
jest ta regulacja. Elastyczno$¢ ta powstata w
toku ewolucji przez stosunkowo niewielkie
zréznicowanie podjednostek o0g, determinuja-
cych charakterystyke kanatu. Dalsze subtelne
regulacje zwigzane sg ze zmiennoscig podjed-
nostki (@ W rezultacie organizm dysponuje ca-
ta gama kanatéw wapniowych dostosowanych
do réznych potrzeb. Co wiecej, kanaty te wspo6t-
istnieja i wspotpracuja ze sobg we wszystkich
komorkach pobudliwych, regulujgc liczne
funkcje Ca . Na dodatek sag regulowane w
sposbéb posredni przez neuromediatoiy, ktore
uwalniaja z komplekséw receptoréw metabo-
tropowych podjednostki Gpy, modyfikujace
oddziatywania pomiedzy podjednostkami ai i 3
kanatéw wapniowych.

Ze wzgledu na rozmiar artykutu nie wspo-
mniano tu o wielu innych waznych procesach
regulacyjnych, jak na przyktad regulacji kana-
téw wapniowych w substancji szarej okotowodo-
ciagowej przez receptory opioidowe g (Kim i
wspotaut. 1997), co moze miec¢ bardzo istotne
znaczenie dla regulacji bélu, w ktoérej zaréwno
opioidy, jak i Ca + (Ross i cardenos 1979) od-

grywaja kluczowe role. Nie omowilismy tez istot-
nej roli biatek pecherzykowych wspétdziataja-
cych z kanatami wapniowymi w procesie egzocy-
tozy neuromediatora (Sheng i wspoétaut. 1996).

Zupeinie na uboczu pozostawiliSmy intere-
sujgce zagadnienie naptywu Ca +do komorki
przez kanaly sterowane ligandem, zwiaszcza
kanaly NMDA. Réwnie ciekawe sg kanaty wap-
niowe w magazynach wewnatrzkomérkowych,
zwlaszcza w siateczce endoplazmatycznej, re-
gulujace tworzenie wspomnianych we wstepie
fal wapniowych (Ehrlich i wspotaut. 1994) a
takze regulowanie kanatéw btonowych przez
poziom Ca +w cytozolu (Putney 1986).

Na zakonczenie mozna sie zastanowi¢, czy
taka réznorodnos¢ kanatéw wapniowych po-
wstata wytacznie w wyniku presji czynnikéw
wewnetrznych, czy tez moze istniata rowniez
jakas zewnetrzna tego przyczyna. Mozna bo-
wiem przypuszczaé, ze zaangazowanie Kilku
typow kanatéw wapniowych w neurotransmi-
sje i unikniecie w ten sposéb pewnego mono-
polu jednej struktury jest wyksztatlconym w
procesie ewolucji wentylem bezpieczeristwa.
Wiadomo bowiem, ze jady wielu bezkregow-
cow: drapieznych owadow, pajeczakoéw i mie-
czakéw, zawierajg silne blokery kanatéw wap-
niowych. Zréznicowanie tych kanatéw powo-
duje, ze toksyna jednego napastnika nie musi
powodowac fatalnych skutkéw dla napadnie-
tej ofiary.
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CALCIUM AND VOLTAGE-DEPENDENT CALCIUM CHANNELS

Summary

In the course of evolution calcium assumed a position
of the element that is necessary but also very dangerous
for the living cell. To enable calcium to play the role of a
signal in the cell and to prevent its toxic effects, the intra-
cellular Ca”" concentrations must be very low and stric-
tly controlled. The important components of the control
system are voltage-dependent (VD) Ca2+channels, regula-
ting Ca entry to the cell depending on the membrane po-
tential. The channels are heterooligomers consisting of fi-
ve subunits: the subunit ai that forms the channel pore,
shows the greatest diversity and determines the physiolo-
gical, electrophysiological and pharmacological properties
of the channel. Although the cu subunit may alone act as
a Ca channel, its activity is strongly enhanced by bin-
ding of the 3 subunit.

The VD Ca2+ channels are presently classified as low-
voltage and high-voltage. The low-voltage channels are T
channels, playing an important role in the oscillatory elec-
trophysiological action of neurons. The high-voltage chan-

nel group includes L, N, P, and Q channels that are phar-
macologically distinguished by their specific ligands: di-
hydropyridines (L), co-conotoxin GVLA. (N), co-agatoxin IVA
(P), co-conotoxin MVlIc (Q), and R channels that are resi-
stant to specific organic ligands. L channels play an im-
portant role in generation of action potentials and refilling
of Ca intracellular stores. They also control the expres-
sion of genes, and their blocking seems to inhibit various
adaptive responses. N and P channels are involved in re-
lease of neurotransmitters from synaptic vesicles into the
synaptic cleft; Q and R channels cooperate with the other
channels to permit fine tuning of electrophysiological ac-
tivity of the neuron. VD Ca +channels are controlled indi-
rectly by neurotransmitters such as J3y subunits of GOA
proteins dissociating during metabotropic receptor activa-
tion, which modulate the activity of the channels by com-
peting for the sites of binding of ai and 3 subunits of the
Ca channel.
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