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KANALY UWALNIAJACE JONY WAPNIA Z BLON WEWNETRZNYCH

WSTEP

Wzrost stezenia jondw wapnia w cytopla-
zmie stanowi podstawowy sygnat inicjujacy sze-
reg reakcji w komérce. Wzrost ten moze by¢ wy-
nikiem dwoch proceséw: naptywu do cytopla-
zmy jondw wapnia z zewnatrz komérki poprzez
kanaly wapniowe w blonie plazmatycznej oraz
rezultatem uwalniania wapnia z przestrzeni en-
doplazmatycznego retikulum (ER). W wielu ty-
pach komorek przewazajgcg frakcje puli jonow
wapnia uwalnianych do cytoplazmy pod wpty-
wem pobudzenia stanowi waprn zmagazynowa-
ny w ER, a wapn naptywajacy z zewnatrz ko-
morki stuzy do uzupetniania tych magazynéw.

Kanaty odpowiedzialne za uwalnianie wap-
nia z wnetrza sarkoplazmatycznego retikulum
(SR) miesni sercowego i szkieletowego zostaty
zidentyfikowane doktadnie .. lat temu (Inui i
wspoétaut. 1987, imagawa i wspotaut. 1987) ja-
ko ostatnie z podstawowych ogniw komorko-
wej homeostazy wapnia obok wczesniej pozna-
nej Ca -ATPazy, usuwajacej wapn z cytopla-
zmy na zewnatrz komoérki, Ca -ATPazy, trans-
portujacej jony wapnia z cytoplazmy do prze-
strzeni ER oraz zaleznych od potencjatu kana-
tow w blonie plazmatycznej, przez ktére w
chwili pobudzenia komoérki jony wapnia na-
ptywaja do cytoplazmy (Carafoli 1987). Nie-
zwykle pomocny w okresleniu lokalizacji, iden-
tyfikacji i oczyszczeniu biatek kanatéw wap-
niowych okazat sie neutralny alkaloid roslinny
rianodyna, ktéry moduluje proces uwalniania
wapnia z ER komoérek miesniowych (Meissner
1986). Dlatego najczesciej spotykang w litera-
turze nazwg tego typu kanatu jest nazwa re-

ceptor rianodynowy, w skrocie RyR. Wkrotce
potem zidentyfikowano biatko odpowiedzialne
za uwalnianie wapnia z endoplazmatycznego
retikulum komoérek niepobudliwych (Suppata-
pone i wspotaut. 1988). Poniewaz uwalnianie
jonéw wapnia z retikulum tych komérek jest
zalezne od dziatania tréjfosforanu inozytolu
(IP3, powszechnie przyjetg nazwg tego typu
kanatdéw jest nazwa receptor IP3, w skrécie
IP3R. Receptory rianodynowe i receptory IP3
stanowig zatem dwa typy wewnatrzkomorko-
wych kanatéw odpowiedzialnych za mobiliza-
cje jonéw wapnia. W btonie retikulum nie-
ktéorych wyspecjalizowanych komorek, na
przyktad miesni szybkich, sg obecne tylko ka-
naty wapniowe typu RyR, w innych, na
przykfad oocytach zaby szponiastej (Xenopus
leavis) wytgcznie receptory IP3. Najczesciej jed -
nak w komoérce sg obecne obydwa typy kana-
tow, przy czym wydajg sie one kontrolowa¢ od-
dzielne, jakkolwiek wspo6izalezne pule we-
wnatrzkomoérkowego wapnia (Berridge 1993).
Chociaz rézny jest sygnat wywotujacy otwarcie
obu typéw kanatéw, to jednak zasadniczy
schemat ich budowy, wynikajgcy z peinienia
analogicznej funkcji, jest taki sam, a réowno-
czesSnie zupetnie rézny od budowy kanatow
transportujgcych jony wapnia w btonie pla-
zmatycznej. Ponizej zostanie oméwiona struk-
tura i regulacja aktywnosci kanatéow uwalnia-
jacych wapn z przestrzeni retikulum, zaréwno
wrazliwych na rianodyne jak i IP3 z zaznacze-
niem ich strukturalnych i funkcjonalnych réz-
nic i podobienstw.

BUDOWA KANALOW UWALNIAJACYCH JONY WAPNIA

Receptory rianodynowe to duze biatka li-
czace okoto 5000 aminokwasoéw, o0 masie cza-
steczkowej ponad 500 kDa, wystepujgce w

postaci tetramerow, ktdére po oczyszczeniu i
rekonstytucji w btonie wykazuja funkcjonalne

wiasciwosci kanatébw wapniowych (Inui i
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wspoétaut. 1987, Imagawa i wspotaut. 1987).
Dotychczas zidentyfikowano 3 izoformy re-
ceptoréw rianodynowych: RyRIl — izoforma
wiasciwa dla miesni szkieletowych, RyR2 —
izoforma typowa dla migednia sercowego, ale
wystepujgca rowniez w komoérkach roznych
rejondw madzgu oraz izoforma RyR3, zidentyfi-
kowana najpierw w komdérkach nerwowych,
ale wystepujgca rowniez w miesniach gtad-
kich (Meissner 1994). Badania mikroskopowe
pierwszych oczyszczonych preparatow recep-
tora rianodynowego z SR miesnia sercowego
(Inui i wspdétaut. 1987) wykazaty, ze obraz ich
jest identyczny z mikroskopowym obrazem
Jfeet” — biatkowych struktur o poczwdrnej sy-
metrii obecnych w btonie cystern terminal-
nych SR i tgczacych je, poprzez rozbudowang
domene hydrofilowg, z btonami kanalikéw T
(iys.1) (Ferguson i wspoétaut. 1984). A zatem

Rys. 1 Schemat a) potaczenia cystern terminal-
nych SR i kanalikéw T w obrebie triady, z zaznacze-
niem potozenia RyR i kanaléw transportujacych
wapn w blonie plazmatycznej; b) tetrameiycznej
struktury RyR.

te widoczne pod mikroskopem struktury sta-
nowig morfologiczny odpowiednik kanatéw
wapniowych w retikulum. Uzyskane wkrétce
sekwencje DNA trzech réznych izoform tego
biatka (Takeshima i wspotaut. 1989, zorzato
i wspotaut. 1990, Nakai i wspotaut. 1990,
Ohtsu i wspétaut. 1990, Hakamata i wspot-
aut. 1992) pozwolity na opracowanie, w opar-
ciu o wykres hydropatii, hipotetycznej struk-
tury kanatlu — homotetrameru z niewielka
domeng hydrofobowa, tworzaca wiasciwy ka-
nat btonowy i rozbudowang domeng hydrofi-
lowg skierowang do cytoplazmy, a wiec obraz
analogiczny do obrazu mikroskopowego ,feet”
(rys.l). Taki ogélny plan budowy okazat sie
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wspolny dla wszystkich izoform RyR, a takze
dla receptoréw IP3.

Receptory IP3, przy zachowaniu przedsta-
wionego wyzej ogoélnego planu budowy, sa
biatkami o nizszej masie czasteczkowej wyno-
szacej, w zaleznosci od izoformy, 230-260 kDa
co odpowiada okoto 2 600-2 800 resztom ami-
nokwasowym (Taylor i Traynor 1995). Pozna-
no dotychczas petne sekwencje trzech izoform
receptoréw IP3, a mozliwe jest istnienie dal-
szych, kodowanych bgdzZ przez oddzielne geny,
lub powstatych w wyniku réznego sktadania
pierwotnego transkryptu. lzoforma IP3R | prze-
waza w tkance nerwowej, a izoformy Il i lll w
innych tkankach, przy czym w jednym typie
komorki moga wystepowacé roézne izoformy
IP3R (Joseph 1996). Receptory IP3 znaleziono
nie tylko w btonach ER, ale réwniez w btonach
granul sekrecyjnych oraz w zewnetrznej i we-
wnetrznej btonie jadrowej.

W tworzeniu domeny hydrofobowej obu ty-
pow receptoréw uczestniczy kilkaset amino-
kwasow zlokalizowanych na C-koncu tancu-
cha polipeptydowego i stanowigcych tylko
okoto 10% calej czasteczki biatka. Na podsta-
wie wykreséw hydropatii proponowano istnie-
nie w tej czesci biatka od 4 do 12 segmentdéw
transmembranowych, przy czym ostatnie da-
ne wskazujg na liczbe 6 takich segmentéw
(Tunwell i wspotaut. 1996, Michikawa i wspot-
aut. 1994). Ta czes¢ biatka zachowata najwie-
cej podobienstw pomiedzy réznymi izoforma-
mi; znamienne jest réwniez znaczne (> 50%)
podobieAstwo sekwencji domniemanej dome-
ny transmembranowej M6 w IP3R i domeny
M4 w receptorze rianodynowym.

Analiza sekwencji aminokwasowej hydrofi-
lowej domeny réznych izoform kanatéw uwal-
niajgcych wapn, zaréwno receptoréw rianody-
ny, jak i IP3wskazata na istnienie tak zwanych
rejondw regulatorowych czyli funkcjonalnych
domen zawierajgcych potencjalne miejsca wig-
zania czynnikéw uczestniczacych w regulacji
aktywnosci kanatu, takich jak jony wapnia,
nukleotydy, kalmodulina, jak réwniez poten-
cjalne miejsca ulegajgce fosforylacji. W recep-
torach IP3wyroéznia sie liczacg 576 aminokwa-
sow N-konncowg domene wigzacg ligand —
tréjfosforan inozytolu i wspoétaut.
1994) i centralnie potozong domeneg regulato
rowag, w ktorej zidentyfikowano miejsca ulega-
jace fosforylacji przez kinazy oraz potencjalne
rejony uczestniczace w wigzaniu jonow wap-
nia i kalmoduliny (rys 2) (Joseph 1996). Ana-
logiczny rejon regulatorowy istnieje rowniez w
receptorach rianodynowych. W sekwencji do-

(Newton
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men regulatorowych obserwuje sie rejony o
duzej homologii pomiedzy izoformami, jak
réwniez odcinki o duzej zmiennosci. Te ostat-
nie mogg by¢ odpowiedzialne za obserwowane

in vitro funkcjonalne roéznice pomiedzy po-
szczegblnymi izoformami obu typoéw recepto-
row, na przyktad w aktywacji czy wrazliwosci
na niektére czynniki.

Rys. 2. Schemat struktury RyR i IPR z zaznaczeniem
domen funkcjonalnych, miejsc wigzania jonéw wap-
nia, kalmoduliny oraz reszt aminokwasowych ulegaja-
cych fosforylacji.

AKTYWACJA KANALOW UWALNIAJACYCH WAPN Z BLON WEWNETRZNYCH

Otwarcie kanatéw wapniowych w btonie
retikulum i wyptyw jonéw wapnia z przestrze-
ni wewnatrzkomorkowych nastepuje w odpo-
wiedzi na pochodzgcy z zewnatrz sygnat, czy to
w postaci depolaryzacji btony, czy tez wywota-
ny wiagzaniem agonisty do receptora na btonie
plazmatycznej. Przekazywanie tego sygnatu do
retikulum zachodzi w rézny sposéb w réznych
typach komoérek ijest Scisle skorelowane z wy-
stepowaniem w nich okreslonego typu i izofor-
my kanatu. Aktywacja kanatéw wapniowych
typu RyR dokonuje sie pod wpltywem jonoéw
wapniowych. Pierwsze obserwacje $wiadczace
o tym, ze niewielki wzrost stezenia wapnia w
cytoplazmie moze wywotac¢ szybkie uwalnianie
wapnia z ER przeprowadzono na miesniach i
daty one poczatek hipotezie ,indukowanego
przez wapn uwalniania wapnia” tak zwanej
CIRC (ang. Ca -induced calcium release) (En-
do i wspétaut. 1970), jako mechanizmu odpo-
wiedzialnego za wzrost stezenia Ca w cyto-
plazmie i aktywacje skurczu miesnia. Zgodnie
z ta hipoteza w komérkach pobudliwych pe-
wien, minimalny nawet, wzrost stezenia wap-
nia w cytoplazmie, powstaly w rezultacie
otwarcia zaleznych od potencjatu btonowego

kanatéw wapniowych w blonie plazmatycznej,
powoduje uwalnianie wapnia z retikulum.
PdZniejsze badania z uzyciem oczyszczonych i
rekonstytuowanych preparatow RyR w pekni
potwierdzity te hipoteze wykazujac, ze otwar-
cie kanatéw zachodzi pod wptywem bezposSre-
dniej interakcjijonéw wapnia z biatkiem kana-
tu wapniowego. W miesniach szkieletowych
sygnat prowadzacy do otwarcia magazynow
wapnia w SR osiggnat jeszcze wyzszy stopien
efektywnosci i zmienit charakter z chemiczne-
go, pod postaciag jonéw wapniowych, na me-
chaniczny. W mie$niach tych terminalne cy-
sterny SR sg w bliskim kontakcie z btong ka-
nalikbw T, stanowigcych inwaginacje btony
plazmatycznej, tworzac tak zwane triady (rys.
1). Jak wykazano zmiana konformacji biatka
kanatu wapniowego w btonie kanalikéw T, za-
chodzaca pod wptywem depolaryzacji, jest w
sposOb bezposredni przekazywana na biatko
kanatu wapniowego w btonie cystern termi-
nalnych (Lu i wspétaut. 1994). Taki typ akty-
wacji jest wihasciwy wylacznie dla izoformy
RyRI kanatu wapniowego, ktérego kazda pod-
jednostka moze by¢ zwigzana zjednag czastecz-
ka zaleznego od potencjatu kanatu wapniowe-
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go w btonie kanalika T (Lu i wspétaut. 1994).
Otwarcie kanatow wapniowych w SR miesni
szybkich zachodzi zatem niezaleznie od napty-
wu jondw wapnia przez kanaly w btonie pla-
zmatycznej; wapn spetnia prawdopodobnie
tylko wtoérna role aktywacji tych kanatéw w
btonie SR, ktére nie znajdujg sie w bezposre-
dnim kontakcie z kanatami wapniowymi w
btonie kanalika T (Flucher
strong 1996).
Jakkolwiek jony wapnia modulujg kanaty
wapniowe typu IP3R, to jednak czynnikiem
niezbednym do otwarcia kanatu jest zwigzanie
czgsteczki trojfosforanu inozytolu petnigcego
funkcje wtdrnego przekaznika w komérkach

i Franzini-Arm-

W iestawa Lesniak

niepobudliwych. Dziatanie agonisty na recep-
tor w blonie plazmatycznej, zwigzany z biat-
kiem G lub kinaza tyrozynowa, powoduje ak-
tywacje fosfolipazy C, hydrolize 4,5-dwufosfo-
ranu fosfatydyloinozytolu i powstanie 1,4,5 -
trojfosfoinozytolu — IP3 (Berridge 1993). Do
aktywacji procesu uwalnianiawapnia z ER ko-
nieczne jest stezenie IP3 w cytoplazmie wyno-
szgce okoto 10“ M, przy czym istniejg znaczg-
ce roéznice w powinowactwie do IP3 poszczegdl-
nych izoform IP3R (Newton i wspo6taut. 1994).
Zwigzanie IP3 wywotuje zmiane konformaciji
receptora powigzang z otwarciem kanatu i ak-
tywacja procesu uwalniania jonéw wapnia
(Berridge 1993).

WELASCIWOSCI KANALOW UWALNIAJACYCH WAPN Z BLON WEWNETRZNYCH

Funkcjonalne receptory rianodynowe i za-
lezne od IP3 majg posta¢ homotetrameroéw, ale
nie wiadomo, czy kanat btonowy jest utworzo-
ny z hydrofobowych domen transmembrano-
wych czterech tworzgcych go podjednostek,
czy tez kazda podjednostka tworzy osobny
funkcjonalny kanat. Za tg ostatnig hipoteza
przemawia, czesto obserwowane w doswiad-
czeniach nad przewodnictwem kanatéw, wy-
stepowanie 3-4 podstan6w przewodzenia.
Wiadomo natomiast, ze w odr6znieniu od pla-
zmatycznych kanatéw wapniowych zaleznych
od potencjatu, biatka te tworza szeroka prze-
strzen kanatowa, przez ktérag przechodzi¢ mo-
ga jony magnezu oraz duze kationy organicz-
ne, na przykiad Tris czy TEA. Inng charakte-
rystyczng cechg kanatéw wapniowych w bto-
nach endoplazmatycznego retikulum jest ich
niewielka selektywnos¢ wobec kationéw dwu-
i jednowartosciowych sprawiajgca, ze w wa-
runkach in vitro mozliwy jest réwniez wydajny
transport jonéw Na+i K+(Bezprozvanny i Ehr-
lich 1994). W odréznieniu jednak od sytuacji
na blonie plazmatycznej, oddzielajgcej dwa
Srodowiska o zupetnie réznym skitadzie jono-
wym, wapn jest jedynym jonem o0 znacznej
réznicy potencjatu elektrochemicznego po obu
stronach btony ER, zatem pomimo braku se-
lektywnosci jest jedynym jonem transportowa-

nym in vivo. Oprécz tych zasadniczych podo-
bienstw kinetyczne parametry kanatow typu
RyR i IP3R sg ilosciowo rézne. Prad jednostko-
wy ptynacy przez pojedynczy kanat RyR2 z SR
miesnia sercowego wynosi okoto 2 pA (Tinker i
wspotaut. 1993) ijest czterokrotnie wiekszy niz
prad ptynacy przez pojedynczy kanat zalezny
od IP3 (Bezprozvanny i Ehrlich 1994). Takze
czas otwarcia kanatu jest rézny i wynosi 20 ms
dla kanatu RyR2 i 3,7 ms dla kanatu zalezne-
go od IP3, co sprawia, ze podczas kazdego
otwarcia kanatu receptora rianodynowego
przeptywa przezen okoto 20-krotnie wiecej jo-
néw wapnia niz przez kanaty zalezne od IP3.
Jezeli uwzgledni sie rowniez co najmniej kilka-
krotnie nizsze prawdopodobiennstwo otwarcia
kanatu receptora IP3w poréwnaniu z kanatem
typu RyR to okaze sie, ze ten ostatni stanowi
wielokrotnie bardziej wydajny system trans-
portu jonéw — system szczegdlnie istotny w
tkankach pobudliwych, w ktérych ten typ ka-
natéw przewaza. Receptory IP3 petnig funkcje
w komoérkach o dtuzszym czasie reakcji, pod-
czas gdy niektdre typy komorek, na przykiad
komorki nerwowe sg wyposazone w oba typy
kanatéw, co prawdopodobnie zapewnia im du-
zg elastycznos$¢ reakcji na pobudzenie (Bez-
prozvanny i Ehrlich 1994).

REGULACJA AKTYWNOSCI KANALOW UWALNIAJACYCH WAPN Z BLON WEWNETRZNYCH

Proces uwalniania wapnia z ER jest wrazli-
wy na szereg czynnikow farmakologicznych,
takich jak kofeina i rianodyna — specyficzni
agonisci kanatéw typu RyR, czy tez heparyna

— inhibitor uwalniania jonéw wapnia przez
IP3R. W komoérce aktywnos$¢ kanatdéw wapnio-
wych w bitonach ER znajduje sie pod Scistg
kontrola czynnikéw endogennych, sposréd
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ktorych wymieni¢ nalezy stezenie jonéw wap-
nia, magnezu, ATP, kalmoduline i stopien fo-
sforylacji biatka kanatowego. Wszystkie wymie-
nione czynniki dziatajg poprzez bezposredniag
interakcje z receptorem, gdyz ich efekt obser-
wuje sie réwniez w badaniach wyizolowanych
biatek. Jest rzecza charakterystyczng, ze po-
szczegblne izoformy obydwu typdw receptoréw
wykazujg charakterystyczne réznice we wrazli-
woséci na dziatanie tych samych czynnikéw.
Wielos¢ efektoréow, ktére moga wptywac na ak-
tywnos$¢ wewnatrzkomdrkowych kanatéw wap-
niowych $wiadczy o tym, jak wiele sygnatéw
moze zosta¢ przetworzonych w jednolity sygnat
zmiany cytoplazmatycznego stezenia jonow
wapnia (Taylor i Traynor 1995). Ponizej
omoéwione zostang molekularne podstawy
dziatania niektérych endogennych czynnikoéw i
ich wptyw na proces uwalniania wapnia z ER.

EFEKT JONOW WAPNIA

Stezenie jonéw wapnia w cytoplazmie ko-
morki stanowi podstawowy czynnik decyduja-
cy o aktywnosci kanatéw uwalniajagcych wapn
z bton wewnetrznych. Krzywa aktywacji kana-
tu wapniowego przez jony wapnia ma ksztatt
krzywej dzwonowej. W przypadku izoformy
RyRI z SR miesni szkieletowych aktywacja ka-
natu nastepuje, gdy cytoplazmatyczne stezenie
wapnia wzrasta powyzej 0,01 pM, az do 20 pM;
powyzej tego stezenia kanat ulega stopniowej
inaktywacji (Meissner i wspétaut. 1997). W
przypadku receptoréw IPg krzywa tajest prze-
sunieta w strone nizszych stezen i inhibicja
kanatu moze zachodzi¢ juz przy 0,3 pM steze-
niu jondw wapnia (Berridge 1993). Mecha-
nizm taki zapewnia zatem samoregulacje ak-
tywnosci kanatu poprzez sprzezenie zwrotne
— wzrost stezenia jonéw wapniowych, spowo-
dowany ich wyptywem z ER, powoduje stop-
niowe zamykanie kanatéw i zahamowanie wy-
ptywu. Rezultatem tego sprzezenia zwrotnego,
w przypadku pojedynczego kanatu, jest towa-
rzyszace impulsowi uwolnienie pewnej porcji
— ,kwantu” — jonéw wapnia do cytoplazmy, w
komérce natomiast wystepowanie tak
zwanych fal czy tez oscylacji wapniowych, gdy
lokalne pobudzenie uwalniania wapnia prowa-
dzi do aktywacji kolejnych kanatéw wapnio-
wych ijednoczes$nie inhibicji kanatéw juz ak-
tywnych.

Dane kinetyczne uzyskane z doswiadczen
nad wptywem wapnia na aktywno$¢ kanatu re-
ceptora rianodynowego wskazuja na istnienie
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w czagsteczce receptora oddzielnych miejsc o
wysokim (Ka < 1 pM) i niskim (Ki > 50 pM) po-
winowactwie do wapnia. Wigzanie sie jonow
wapnia do miejsc o wysokim powinowactwie
powodowatoby takag zmiane konformacyjna re-
ceptora, ktora w rezultacie prowadzitaby do
otwarcia kanatu, natomiast wysycenie miejsc o
niskim powinowactwie, nastgpujace pod wpty-
wem wzrostu stezenia Ca powodowatoby jego
zamkniecie. W strukturze pierwszorzedowej
receptora rianodynowego istniejg rejony boga-
te w reszty kwasnych aminokwasow, ktére mo-
gtyby stanowi¢ miejsca wigzania Ca +(zorzato
i wspoétaut. 1990, Takeshima i wspoOtaut. 1989).
W przypadku izoformy RyRI| eksperymentalnie
potwierdzono wigzanie sie jonéw wapnia do re-
jonéw 1861-2 094, 3657-3 776, 4 380-4 625
(Chen i MacLennan 1994), przy czym sugeruje
sie, ze zawarty w tym ostatnim rejonie frag-
ment 4 489-4 499, zbudowany z powtarzajg-
cych sie reszt proliny i kwasu asparaginowego,
mogtby stanowi¢ miejsce wigzania wapnia o
wysokim powinowactwie. W strukturze pierw-
szorzedowej IP3R brak jest analogicznej se-
kwencji. Dotychczas eksperymentalnie stwier-
dzono wigzanie sie jonéw wapnia do odcinka
pomiedzy aminokwasami 1961-2 219 w izofor-
mie 1'i 1914-2 173 w izoformie Il IP3R (Migne-
ry i wspétaut. 1992).

WPLYW MAGNEZU, JONOW JEDNOWARTOSCIOWYCH |
NUKLEOTYDOW ADENINOWYCH

Jony magnezu oraz jony kationéw jedno-
wartosciowych wywierajg hamujacy wptyw na
aktywnos$¢ kanatéw wapniowych. Prawdopo-
dobnie inhibicja ta jest spowodowana kompe-
tycja tychjonéw zjonami wapnia o wigzanie do
receptora, przy czym w przypadku jonow jed-
nowartosciowych dziatatyby one jako antagoni-
Sci wapnia w wigzaniu sie do miejsc o wysokim
powinowactwie; jony magnezu natomiast wig-
zalyby sie zar6wno do miejsc o wysokim, jak i
niskim powinowactwie do jonéw wapnia.

Nukleotydy adeninowe i ich niehydrolizo-
walne analogi w stezeniu milimolowym wyka-
zuja stymulujacy efekt na aktywnos¢ kanatow
wapniowych, prawdopodobnie w wyniku stabi-
lizacji kanatu w konformacji otwartej w szer-
szym zakresie stezen jonéw wapnia (Meissner
i wspotaut. 1997). Regulacja aktywnosci kana-
téw uwalniajgcych wapn z ER przez nukleoty-
dy stanowitaby powigzanie procesu uwalniania
wapnia ze stanem metabolicznym komérki.
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EFEKT FOSFORYLACJI

W strukturze pierwszorzedowej wszystkich
izoform RyR znaleziono wiele miejsc konsensu-
sowych dla réznych kinaz (Zorzato i wspot-
aut. 1990, Takeshima i wspoOtaut. 1989), a ba-
dania in vitro wykazaty, ze kanat uwalniajgcy
wapn z SR miesni szkieletowych i miesnia ser-
cowego ulega fosforylacji przez kinaze zalezng
od kalmoduliny (PK-CaM), kinaze zalezng od
cGMP (PKG) i kinaze zalezng od cAMP (PKA), a
takze PKO (Takasago i wspotaut. 1991, Suko i
wspoétaut. 1993). Fosforylacja izoformy RyR2 z
miesnia sercowego powoduje aktywacje kanatu
poprzez zwigekszenie prawdopodobienstwa jego
otwarcia (Takasago i wspotaut. 1991, Witcher
lwspotaut. 1991). Ustalono, ze miejsce fosfory-
lacji w RyR2 stanowi reszta seryny w pozycji
2809 (Witcher i wspétaut. 1991), a wiec w po-
stulowanym wczesniej rejonie regulatorowym
(Otsu i wspotaut. 1990). W przypadku izofor-
my RyRIl z miesni szkieletowych kinazy PKA,
PKG fosforylujg reszte seryny w pozycji 2 843,
homologiczng do seryny 2 809 w izoformie
RyR2, natomiast kinaza PK-CaM oprd4cz seryny
2 843 fosforyluje réwniez inne miejsca. Funk-
cjonalny efekt fosforylacji w przypadku izofor-
my RyRI nie jest do konca wyjasniony.

W strukturze pierwszorzedowej receptoréw
IP3 typu | rozpoznano dwa potencjalne miejsca
fosforylacji przez kinaze A, reszty serynowe w
pozycji 1588 i 1755, a nastepnie potwierdzono
fosforylacje tych miejsc w warunkach in vitro,
przy czym seryna w pozycji 1755 ulega fosfory-
lacji juz przy niskich stezeniach PKA (Ferris i
wspoétaut. 1991). Receptor IP3typu | ulega row-
niez fosforylacji przez PKC i PK-CaM (Ferris i
wspotaut. 1991). Natomiast izoforma receptora
IP3 typu Il nie ulega fosforylacji przez kinaze A
(Nakade i wspoOtaut. 1994). Prawdopodobnie
takim wiasnie strukturalnym, a co za tym idzie
réwniez funkcjonalnym réznicom pomiedzy
izoformami IP3R nalezy przypisa¢ fakt, ze ba-
dania efektu fosforylacji w réznych tkankach
daja czesto niejednoznaczne wyniki (Joseph
1996). Niemniej jednak w przypadku prepara-
tu uzyskanego metodg immunopowinowactwa
i zawierajacego wytgcznie izoforme typu I, uzy-
skano wyniki analogiczne jak dla receptora ria-
nodynowego z retikulum serca, to znaczy fosfo-
rylacja przez PKA powodowata zwiekszenie
przeptywu jondw wapnia przez btone w wyniku
zwiekszenia jednostkowego przewodnictwa i
prawdopodobienstwa otwarcia kanatu (Nakade
i wspoétaut. 1994).

Wiestawa Lesniak

WPLYW KALMODULINY

Badania nad wpitywem kalmoduliny na
uwalnianie wapnia z retikulum wykazaty, ze
kalmodulina wywiera efekt inhibitorowy po-
przez zmniejszenie prawdopodobienstwa
otwarcia sie kanatéw typu RyR i IP3R (Meis-
sner 1994, Joseph 1996). Efekt ten obserwu-
je sie w mikromolowym stezeniu kalmoduliny
w obecnosci jonéw wapnia, natomiast w nie-
obecnosci ATP, co wyklucza efekt dziatania Ki-
nazy i sugeruje bezposrednia interakcje kal-
moduliny z biatkiem receptora. Na podstawie
analizy struktury pierwszorzedowej RyR z
miesni szkieletowych i wspoétaut.
1990) i miesnia sercowego (Nakai I wspotaut.
1990, Tunwelt i wspétaut. 1996) wyrézniono
trzy potencjalne miejsca wigzania kalmoduli-
ny, natomiast doswiadczenia z uzyciem jodo-
wanej kalmoduliny wykazaty istnienie co naj-
mniej 6 takich miejsc o r6znym powinowac-
twie (Chen i MacLennan 1994). Sposrod trzech
izoform receptoréw IP3, tylko izoformy i Il wy-
kazuja zdolnos¢ bezposredniej interakcji z kal-
moduling, a zatem jest to kolejny przyktad
mozliwej, réznej regulacji aktywnosci kanatow
wapniowych w réznych typach komérek w za-
leznosci od wiasciwej dla nich izoformy tego
biatka (Yamada i wspétaut. 1995). Kalmoduli-
na wigze sie z wysokim powinowactwem z re-
jonem pomiedzy aminokwasami 1564-1 585
(Yamada i wspOtaut. 1995). Na uwage zastugu-
je fakt, iz podobnie jak w przypadku recepto-
row rianodynowych, rejon wigzania kalmodu-
liny znajduje sie w poblizu miejsca fosforylacji;
czesto sugeruje sie wzajemng interakcje tych
rejonow zwlaszcza, ze fizjologiczny efekt oby-
dwu proceséw, fosforylacji i zwigzania kalmo-
duliny, jest przeciwstawny.

(Zorzato

ROLA INNYCH BIALEK

Wiele obserwacji wskazuje na mozliwy
udziat réznych biatek w regulacji aktywnosci
wewngtrzkomorkowych kanatéw wapniowych
1996, Taylor i Traynor 1995). Na
szczeg6lng uwage zastuguje biatko FKBP12,
ktére wigze sie z kazda podjednostkg kanatu
typu RyR i IP3R w stosunku stechiometrycz-
nym 1:1. Jest to biatko o masie 12 kDa, o ak-
tywnosci izomerazy peptydyloprolinowej, be-
dace receptorem dla leku immunosupresyjne-
go FK506, ktérego zwigzanie powoduje dyso-
cjacje FKBP12 od receptora (Timerman i wspot-
aut. 1996). Dysocjacja FKBP12 sprawia, ze
kanat wapniowy ulega otwarciu w nizszych

(Joseph
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stezeniach wapnia, jest mniej wrazliwy na in-
hibicje przez jony magnezu i wykazuje wyzsze
prawdopodobiennstwo otwarcia (Timerman i
wspotaut. 1996). Biatko FKBP12 dziatatoby
zatem jako inhibitor stabilizujac kanalt wap-
niowy w konformacji zamknietej.

CYKLICZNA ADP-RYBOZA

Badania prowadzone w ostatnich latach
wskazuja, ze cykliczna ADP-iyboza, zwigzek
powstajacy z NAD przy udziale cyklazy adeny-
lowej, moze petni¢ role specyficznego ligandu
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powodujgcego otwarcie kanatéw wapniowych
typu RyR w sposéb analogiczny do tego, w ja-
ki IP3 wywotuje aktywacje IP3R. Jednak rola
cyklicznej ADP-rybozy jako wtdrnego przeka-
Zznika nie zostata dotychczas udowodniona,
gdyz jest ona obecna réwniez w komorkach w
stanie spoczynku. Uwaza sie raczej, iz moze
ona petni¢ role kofaktora w procesie induko-
wanego wapniem uwalniania jonéw wapnio-
wych, zwiekszajac czuto$¢ receptoréw riano-
dynowych na wapn (Galione 1993).

UWAGI KONCOWE

Badania nad funkcjag i regulacjg wewnat-
rzkomorkowych kanaléw uwalniajacych jony
wapnia sg prowadzone bardzo intensywnie, a
w perspektywie juz iysuja sie catkiem nowe
zagadnienia. Problemy te, ktére prawdopodob-
nie juz wkrotce znajdg sie w centrum zaintere-
sowania, to miedzy innymi wystepowanie he-

terotetramerow IP3R, mozliwa rola izoformy Il
IP3R w procesie sprzezenia pomiedzy uwalnia-
niem wapnia z magazynow ER i ich uzupetnia-
niem przez wapn naptywajacy z zewnatrz ko-
moérki, czy tez udziat receptoréw IP3w regula-
cji stezenia wapnia w jadrze komérkowym.

CALCIUM RELEASE CHANNELS

Summary

Ryanodine and IPs receptors represent two types of
calcium release channels responsible for the opening of
intracellular calcium stores and the influx of calcium ions
into cytoplasm. Although their opening is induced by dif-
ferent molecular signals, both types of receptors share
considerable structural and functional homologies. They
are large tetrameric proteins with a large N-terminal cyto-
plasmic regulatory domain and a C-terminal portion em-

bedded in the ER membrane. Several isoforms of ryanodi-
ne and IPs receptors differing in their functional proper-
ties have been identified. The activity of intracellular cal-
cium channels is under a strict control of endogenous ef-
fectors such as calcium and magnesium ions, ATP and
calmodulin that modulate channel kinetics by a direct in-
teraction with the receptor.
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