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SPRZEZENIE ELEKTROMECHANICZNE W MIOCYTACH SERCA

WSTEP

Pod pojeciem sprzezenia elektromecha-
nicznego rozumiemy procesy taczace pobudze-
nie sarkolemmy z aktywacjg ukiadéw kurczli-
wych. Ostatnio pojecie to bywa zawezane do
mechanizmu aktywacji kanatéw wapniowych
siateczki sarkoplazmatycznej przez procesy to-
czgce sie w pobudzonej btonie komérkowej.

Aktywacja uktadow kurczliwych, to jest
skurcz, zostaje zapoczgtkowana przez przyta-
czenie jondw Ca +do podjednostki C troponi-
ny. Ma to miejsce wtedy, kiedy stezenie Ca w
sarkoplazmie wzrasta od spoczynkowego na
poziomie okoto 2 xIO M do okoto 10 M. Ba-
dania nad sprzezeniem elektromechanicznym
sprowadzajg sie w istocie do badania mecha-
nizmu tego wzrostu stezenia Ca w pobudzo-

nej komérce. Od czasu pionierskich badan Fa-
biato (1985) powszechnie przyjeto, ze bezpo-
Srednim zrédiem Ca + aktywujgcego skurcz
jest siateczka sarkoplazmatyczna. Wobec tego
gtbwnym problemem w badaniach nad sprze-
zeniem elektromechanicznym bytby mecha-
nizm wychwytu i wyzwalania Ca z siateczki
sarkoplazmatycznej w pobudzonej komorce.
Ponizej przedstawie szereg wynikéw badan po-
twierdzajacych klasyczny juz poglad o zasa-
dniczej roli siateczki sarkoplazmatycznej w
sprzezeniu elektromechanicznym miocytéw
serca, jak réwniez takich, ktére wskazujg na
mozliwos¢é wystepowania u niektérych gatun-
kéw lub w stanach patologicznych mechani-
zmow alternatywnych.

SIATECZKA SARKOPLAZMATYCZNA

Jest to biloniasty twoér skiadajacy sie z
dwéch morfologicznie i czynnosciowo réznig-
cych sie czesci (rye. 1)-Czes$¢ kanalikowa skia-
da sie z podtuznych kanalikéw ciasno oplata-
jacych sarkomery. W poblizu prazkéw Z sar-
komeréw kanaliki przechodzg w pecherzyki
zwane réwniez pecherzykami lub cysternami
koricowymi. W miocytach, w ktéiych wystepu-
ja kanaliki poprzeczne (T) sarkolemmy (np.
miocyty robocze komoér, biony pecherzykéw
pozostajg w kontakcie z btong kanalikow. Sze-
rokos¢ szczeliny pomiedzy btonami pecherzy-
kéw i kanalikow T wynosi okoto 10 A. W mio-
cytach, w ktérych kanaliki poprzeczne nie wy-
stepuja (miocyty przedsionkéw, komorki Pur-
kinjego komorowego uktadu przewodzgcego),
btony pecherzykéw pozostajga w kontakcie z
sarkolemma. Struktury utworzone z pecherzy-
kéw sarkolemmy (kanalika T) i szczeliny po-
miedzy nimi noszg nazwe diad (analogicznie

do triad w miesSniach szkieletowych). Tak
uksztaltowana siateczka sarkoplazmatyczna
nosi nazwe ,tgczacej” (ang. junctional sarco-
plasmic reticulum). U wielu gatunkéw czes¢
pecherzykéw znajduje sie w pewnym oddale-
niu od kanalikéw poprzecznych, na granicy
pomiedzy prazkami A oraz | sarkomerdéw. Ta
cze$¢ siateczki nosi nazwe korbularnej (ang.
corbular).

ADENOZYNOTROJFOSFATAZA WAPNIOWA
(Ca2~ATPaza) SIATECZKI SARKOPLAZMATYCZNEJ

ATPaza tajest gtdbwnym biatkiem kanalikow
siateczki sarkoplazmatycznej (Pikuta 1997).
Wigze ona jony Ca + na sarkolemmalnej po-
wierzchni kanalikéw i transportuje je do ich
wnetrza. Jej przecietna aktywnos¢ jest tak du-
za, ze wapn dyfundujacy do komoérki, na
przykiad przez aktywowane kanaty wapniowe
sarkolemmy, nie moze dotrze¢ do sarkomerow,
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gdyz zostaje wychwytany przez siateczke. ca”’-
ATPaza siateczki jest hamowana przez drugie
biatko bton jej kanalikéw, a mianowicie fosfo-
lamban. Hamowanie to jest znoszone propor-
cjonalnie do stopnia ufosforylowania fosfolam-
banu. Fosforylacja ta moze by¢ dokonywana
przez dwie kinazy: aktywowana przez cykliczny
AMP oraz aktywowang przez zwigzang z Ca +
kalmoduline. W istocie fosforylacja, a wiec
zniesienie hamowania ATPazy, zachodzi w sytu-
acji, w ktorej rosnie stezenie Ca +w sarkopla-
zmie. Wzrost stezenia cAMP jest najczesciej
skutkiem aktywacji receptoréw @-adrener-
gicznych sarkolemmy, co wigze sie z nasileniem
aktywacji jej kanatow wapniowych, a wiec i
naptywu wapnia do pobudzonej komorki.
Wigzanie Ca z kalmodulingjest spowodowane
wzrostem stezenia Ca + w sarkoplazmie bez
wzgledu na jego mechanizm. Tak wiec sytuacje
prowadzace do zwiekszenia stezenia sarkopla-
zmatycznego Ca + prowadzg do aktywacji Ca2+
-ATPazy, a wiec zwiekszonego wychwytu Ca2+
przez siateczke sarkoplazmatyczng. Udato sie
wyhodowac transgeniczne myszy catkowicie po-
zbawione fosfolambanu. Skurcze ich serc lub
miocytow izolowanych z ich serc przebiegajg
tak, jak u normalnych myszy pod wptywem sil-
nego pobudzenia receptorow (3 a pobudzenie
tych receptoréw nie ma zadnego wplywu na
skurcz serc zwierzat transgenicznych. Ca2+
ATPaza siateczki tych myszy jest zawsze ma-
ksymalnie aktywna (Luo i wspotaut. 1996,
Wolska i wspétaut. 1996).

KANALY WAPNIOWE PECHERZYKOW
SIATECZKI SARKOPLAZMATYCZNEJ

Wapn wychwytany przez kanaliki siateczki
jest transportowany do jej pecherzykéw kon-
cowych, w ktérych zostaje zmagazynowany
gtdwnie w postaci zwigzanej z biatkiem kalse-
kwestryna. Biony pecherzykéw zwrdcone ku
kanalikom poprzecznym lub zewnetrznej sar-
kolemmie posiadajg kanaty, ktérych petna ak-
tywacja powoduje gwattowne uwolnienie Ca +
do szczeliny diady. Z niej wapn dyfunduje do
sarkoplazmy, co przyczynia sie do szybkiego
wzrostu stezenia wapnia i aktywacji skurczu
(ryc. 1). Kanaty wapniowe siateczki sarkopla-
zmatycznej sg homotetramerami o masie czg-
steczkowej podjednostek 565 kDa. Majg one
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ksztatt grzybka, ktorego nézka penetruje bio-
ne pecherzyka koncowego, a gruba czworokat-
na gtéwka wystaje do szczeliny diady. Widocz-
ne w obrazach elektronowo-mikroskopowych
kanatly wystajgce do szczeliny diady zostaly
nazwane przez morfologéw stopkami (ang. fe-
et). W gtdbwce znajdujg sie 4 kanaty (pojednym
w podjednostce) taczgce szczeline diady z ka-
natem centralnym w nézce. Srednica aktywo-
wanych kanatéw wapniowych siateczki jest
tak duza, ze moga przez nie przechodzi¢ nawet
tak duze czgsteczki, jak glukoza. Zapewnia to
bardzo szybka dyfuzje Ca +do szczeliny diady.

W swoich klasycznych badaniach, przepro-
wadzonych na izolowanych i pozbawionych me-
chanicznie btony komérkowej miocytach serca
Fabiato (1985) stwierdzit, ze bodzcem do wy-
zwolenia Ca z siateczki sarkoplazmatycznej
jest wzrost stezenia wolnego Ca +w cytosolu. W
nienaruszonej komarce jest on wynikiem akty-
wacji kanatéw wapniowych pobudzonej sarko-
lemmy. Zjawisko to nazwano indukowanym
przez wapnh wyzwalaniem wapnia (CIRC, ang.
calcium induced release of calcium).

Fragmenty bton siateczki zawierajgce ka-
naty wapniowe lub izolowane rekombinowane
kanaty mozna wbudowywaé¢ do sztucznych
bton fosfolipidowych oddzielajagcych dwa Sro-
dowiska. W uktadzie tym mozna zastosowac
do badania ich witasciwosci metode ,voltage
clamping” pozwalajgcg na rejestracje pradu
jonowego ptynacego przez pojedyncze kanaty.
Badania prowadzone tag metodag wykazaty, ze
kanaty wapniowe siateczki sarkoplazmatycz-
nej zachowujg sie podobnie do wszystkich in-
nych kanatéw jonowych, a wiec ich aktywacja
polega na oscylacji pomiedzy stanem zamknie-
cia i stanem catkowitego otwarcia. W czasie
otwarcia przez kanat ptynie prad wapniowy o
natezeniu zaleznym od rdéznicy stezen wapnia
i potencjatu elektrycznego po obu stronach Mony.
Potwierdzono rowniezwyniki Fabiato (1985) sugeru-
jace, ze zasadniczym bodzcem aktywujacym te kana-
ty jest wzrost stezenia Ca + Badania te przyczynity
sie rowniez do sprecyzowania mechanizmu dziatania
dwoch podstawowych narzedzi farmakologicznych,
uzywanych do badania roli siateczki sarkoplazma-
tycznej w komérce, a mianowicie kofeiny i rianodyny
(szczegbtowo przedstawionego nizej) (Bull i
wspodtaut. 1989, FeheriLipford 1985).

STRUKTURA | FUNKCJA DIAD. KINETYKA | MECHANIZM ZMIAN STEZENIA Ca2+W SARKOPLAZMIE

Wyniki Fabiato (1985) staty sie silnym im-
pulsem do dalszych badan nad budowag mole-

kularng i funkcjg diad, jak réwniez nad me;,
chanizmem i kinetykg wyzwalania w nich Ca
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i zmian jego stezenia w sarkoplazmie. Zaanga-
zowano w nich ogromny zakres narzedzi i me-
tod badawczych. Omowienie historii rozwoju
tych badan zabratoby ogromnie duzo miejsca,
wobec czego przedstawie tylko pokrotce obe-
cny stan wiedzy w tej dziedzinie.

ELEMENTY CZYNNOSCIOWE BLON
OTACZAJACYCH SZCZELINE DIADY

Szczelina diady jest ograniczona od strony
sarkomeru przez btone pecherzyka koricowego
siateczki sarkoplazmatycznej (iyc. 1). Jej kanaty
wydzielajgce Ca zostaly opisane powyzej. Od
drugiej strony szczelina jest ograniczona btong
kanalika poprzecznego T, bedacego wpukle-
niem sarkolemmy (Langer i Peskoff 1996). W
miocytach nie posiadajgcych tych kanalikéw
szczelina jest ograniczona przez zewnetrzng
sarkolemme. Badania prowadzone metodami
immunofluorescencyjnymi z zastosowaniem
znaczonych przeciwciat (np. ztotem) wykazaty
duze zageszczenie w sarkolemmie ograniczaja-
cej szczeliny diad dwoch typow biatek o ogrom-
nym znaczeniu dla sprzezenia elektromecha-
nicznego: kanatéw wapniowych typu L oraz wy-
mieniaczy Na/Ca (Frank i wspoOtaut. 1992).
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nie do komorki depolaryzujacy prad sodowy
(INn). Kanaty sodowe wystepuja réwniez w sar-
kolemmie ograniczajacej szczeline diady. Akty-
wacja kanatéw wapniowych powoduje naptyw
zewnatrzkomorkowych jonéw Ca do szczeli-
ny diady (prad wapniowy — ICGa)* Poniewaz
szczelina stanowi waska, ograniczong prze-
strzen, aktywacja INaoraz IGapowoduje ogrom-
ny wzrost stezenia tych jondw pod btong ko-
morkowa i wystgpienie duzych gradientoéw ich
stezen pomiedzy przestrzenig podbtonowg a
0g6lna masg sarkoplazmy. Ich kinetyka i kon-
sekwencje dla czynnosci komdrki zostang
przedstawione nizej. Tutaj nalezy tylko dodac,
ze wzrost stezenia Ca w szczelinie diady, be-
dacy skutkiem gtéwnie aktywacji I1Ca jest
czynnikiem aktywujacym kanaly wapniowe
siateczki sarkoplazmatycznej.

Wymieniacze Na/Ca sa gtéwnymi biatkami
transportujgcymi Ca z miocytéw serca (Le-
derer i wspltaut., 1996). Energii do tego transpor-
tu wbrew gradientowi stezen wapnia dostarcza gra-
dient stezernNa , (skierowany do komorki) generowa-
ny przez ATPaze sodowo-potasows (pompe sodowo-
potasowg) sarkolemmy. Jony Na dyfundujac
przez kanat wymieniacza oddajg mu swojag

Rye. 1 Dwa skrajne typy obiegu ca”’ aktywujgcego skurcz w miocytach serca.

Linie ciggte — gtéwny tor obiegu. Linie przerywane — mniej wazny ilosciowo tor obiegu. A — obieg w duzym stopniu
otwarty (cztowiek, $winka morska); B — obieg w duzym stopniu zamkniety (szczur, chomik, mysz; S L — sarkolemma;

SR — siateczka sarkoplazmatyczna.

Kanaly wapniowe sarkolemmy typu L sg
atywowane przez przesuniecie potencjatu elek-
trycznego btony komoérkowej powyzej -20 mV.
W warunkach fizjologicznych przesuniecie to
jest skutkiem poprzedzajgcej aktywacje kana-
téw wapniowych aktywacji zaleznych od
potencjatu kanatéw sodowych, przez ktére pty-

energie, ktora zostaje uzyta do zmiany jego
konformacji i transportu Ca do Srodowiska
zewnatrzkomoérkowego. Tak wiec intensyw-
nos¢ wymiany zalezy od réznicy stezen Na po
obu stronach btony komoérkowej. Wymiana
odbywa sie w stosunku 3Na \ICa , a wiec
jest elektrogenna: przesunieciu 3 dodatnich
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tadunkéw niesionych przez Na+ towarzyszy
przesuni]cie tylko 2 tadunkoéw niesionych
przez Ca . Tak wiec aktywnos$¢ wymieniaczy
Na/Ca generuje prad, ktéry stosunkowo tatwo
moze by¢ mierzony metoda ,voltage calmping”.
Pozwala to na ilosciowg ocene wymiany. Elek-
trogennos¢ wymiany ma i inng bardzo wazng
konsekwencje: intensywnos¢ i kierunek wy-
miany sa zalezne od potencjatu btonowego. W
warunkach spoczynkowych stezern Na+i Ca2+
wymiana = 0 przy potencjale = -40 mV (poten-
cjale rownowagi dla wymiany Na/Ca). Jezeli
potencjat btonowy jest ujemny w stosunku do
potencjatu réwnowagi, jak to ma miejsce po-
miedzy pobudzeniami komérki, wymiana
odbywa sie w kierunku Na+do komérki, Caz+
— na zewnatrz. Jezeli potencjat btonowy jest
dodatni w stosunku do potencjatu réwnowagi,
kierunek wymiany ule”a odwrdéceniu, to jest
zewnatrzkomérkowy Ca +jest transportowany
do komérki na wymiane z wewnatrzkomérko-
wym Na . Wartos¢ potencjatu réownowagi zale-
zy od stosunku stezen obu zaangazowanych
jonow wewnatrz i na zewnatrz komorki. Ponie-
waz stezenia zewnagtrzkomoérkowe sg sto-
sunkowo state, wartos¢ potencjatu réwnowagi
zalezy przede wszystkim od wewnatrzkomor-
kowych stezeri Na+i Ca + wzrost stezenia Na+
przesuwa go w kierunku ujemnym, a wzrost
stezenia Ca przesuwa go w kierunku dodat-
nim. Tak wiec chwilowy potencjat btonowy i
chwilowy potencjat réwnowagi wymiany
Na/Ca mogg sie zmienia¢ niezaleznie od sie-
bie, a ich wzajemny stosunek okresla chwilo-
wy kierunek i intensywnos$¢ wymiany Na/Ca.
Tak wiec diada jest bardzo waznym strate-
gicznym elementem sprzezenia elektromecha-
nicznego w miocytach serca. Do jej szczeliny
moze dyfundowaé¢ Na przez aktywowane ka-
naly sodowe oraz Ca pochodzacy z trzech
zrédet: 1. aktywowanych kanatéw wapnio-
wych sarkolemmy, 2. odwréconej na samym
poczatku pobudzenia wymiany Na/Ca (poten-
cjat btonowy staje sie dodatni w stosunku do
potencjatu réwnowagi), 3. aktywowanych ka-
natdbw wapniowych pecherzykéw koncowych
siateczki sarkoplazmatycznej. Jednoczes$nie
Ca moze: 1 dyfundowac ze szczeliny do sar-
koplazmy, 2. by¢ transportowany na zewnatrz
komorki przez wymieniacz Na/Ca, Kktéry
wkrotce przywraca swoj ,normalny” Kierunek
dziatania (o czym doktadniej nizej), 3. by¢ wig-
zany przez ujemnie natadowane fosfolipidy
wewnetrznej warstwy sarkolemmy silnie bufo-
rujgce Ca w szczelinie diady (Langer i Pe-
skoff 1996, Sheng-Yong Wang i wspétaut.
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1996). Tak wiec koncowy efekt, to jest wiel-
kos¢ zmian stezenia Ca +i jego kinetyka jest
zalezny od wielu interferujgcych czynnikow.
Poczyniono proby jego badania dwoma sposo-
bami: obliczen modelowych oraz bezposre-
dniego badania lokalnych stezeh wewnatrzko-
morkowego Ca sondami fluorescencyjnymi
oraz mikroskopig konfokalng o duzej rozdziel-
czosci czasowej.

BADANIA MODELOWE

Langer i Peskoff (1996) skonstruowali
matematyczny model zmian stezen ca”w
szczelinie diady uwzgledniajacy nastepujace
elementy:

1 llos¢ Ca jaka dostaje sie ostatecznie do
sarkoplazmy w czasie pobudzenia miocytu.
Jest to ilos¢ Ca +potrzebna do aktywacji 75%
maksymalnego skurczu. Te dane ilosciowe po-
chodzg z bezposrednich badann wykonanych
innymi metodami.

2. llos¢ Ca dyfundujgcego do komorki
przez aktywowane kanaly wapniowe sarko-
lemmy. llo$¢ ta moze by¢ obliczona z catki cat-
kowitego przezbtonowego IGapo czasie.

3. Catkowitg ilos¢ Ca wuwalnianego w cza-
sie pobudzenia komoérki z siateczki sarkopla-
zmatycznej. Dane te pochodzg z badan wyko-
nanych metodami bezposrednimi przez innych
autoréw.

4. llos¢ diad w komorce obliczong na pod-
stawie badan morfologicznych.

5. Objetos¢ szczeliny diady.

6. Kinetyke dyfuzji Ca ze szczeliny do
sarkoplazmy.

7. Transport
wymieniacz Na/Ca.

8. Buforowanie Ca’' przez fosfolipidy sar-
kolemmy.

Na podstawie tych obliczen autorzy propo-
nuja, ze w ciggu pierwszych 20 ms od momen-
tu pobudzenia komdrki stezenie Ca +w szczeli-
nie diady osigga 600 jiM, a nastepnie ekspo-
nencjalnie obniza sie w ciggu 200 ms do 20 jiM,
aby po okoto 500 ms osiggnaé¢ wartos¢ spo-
czynkowa. Tak wiec maksymalne stezenie
wapnia w szczelinie diady bytoby o trzy rzedy
wielkosci wieksze niz w cytosolu. Zapewnia to
szybka dyfuzje do cytosolu i synchroniczng
aktywacje sarkomeréw. Usuniecie z rownan
parametrow dotyczacych wigzania Ca przez
fosfolipidy btony pownduje wzrost jego poczat-
kowego stezenia do 1 mM oraz spadek do 10
jjM w czasie 3-4 ms. Tak wiec obecnos$¢ punk-
tow wigzania w btonie szczeliny diady amorty-
zuje zmiany stezenia i wydtuza okres kiedy

2+ , -
Ca z komorki przez
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jest ono znaczaco wyzsze niz w cytosolu.
Wedtug autoréw ma to m.in. ogromne znacze-
nie dla transportu Ca z cytosolu, ktéry musi
by¢ usuniety w tej ilosci, w jakiej dyfundowat
do pobudzonej komorki. Gtéwnag drogg trans-
portu Ca z komérki jest wymiana Na/Ca.
Jednakze KDwymieniaczy wynosi tylko okoto
6 pM, a wiec jest kilka razy wyzsze od stezenia
Ca w sarkoplazmie w szczytowym pobudze-
niu. A jednak wymieniacze sg bardzo aktywne.
Wedtug cytowanych autordw jest to wynikiem
tego, ze wiekszos¢ wymieniaczy jest zlokalizo-
wana w sarkolemmie naprzeciw pecherzykow
koncowych siateczki, a wiec sg one ekspono-
wane na stezenia Ca wielokrotnie wyzsze niz
w cytosolu. Fosfolipidy btony, zwalniajac spa-
dek stezenia Ca w szczelinie diady, wydtuza-
ja czas kiedy znacznie przewyzsza ono KDwy-
mieniaczy w stosunku do Ca . | rzeczywiscie,
wszystkie czynniki zmniejszajace wydzielanie
Ca z siateczki sarkoplazmatycznej, jak réw-
niez usuwajace Ca z miejsc wigzania w sar-
kolemmie, zwalniajg lub blokujg transport
Ca przez wymieniacze Na/Ca. Odwrotnie,
zwiekszenie przeptywu Ca przez siateczke
aktywuje wymiane Na/Ca (Janiak i Lewartow-
ski 1996, Post i wspotaut. 1993)

METODY FLUORESCENCYJNE

Sondy wapniowe sg to zwigzki fluoryzujg-
ce pod wptywem promieniowania ultrafioleto-
wego i zmieniajgce nasilenie tej fluorescenciji
pod wptywem wigzania Ca + (Grynkiewicz |
wspoétaut. 1985). Tak wiec komoérka, do ktorej
wprowadzono taki zwigzek (Indo 1, Fural,
Fluo 2 i inne) naswietlana promieniami ultra-
fioletowymi fluoryzuje proporcjonalnie do ste-
zeniawolnego Ca w sarkoplazmie, aggkolwiek
zalezno$¢ fluorescencji od stezenia Ca niejest
liniowa i wymaga kalibrowania. Badanie takiej
komorki za pomocag zwykiego mikroskopu flu-
orescencyjnego i odpowiedniej aparatury prze-
twarzajacej impulsy Swietlne w elektryczne i
poddajacej je odpowiedniej obrébce pozwala na
pomiar Sredniego stezenia Ca + w sarkopla-
zmie. Wiele trudnosci technicznych zwiagza-
nych z takim pomiarem pozostaje poza rama-
mi tego opracowania. Pomiar ten tatwo jest {3-
czy¢ z innymi metodami, takimi jak pomiar
dtugosci (skurczéw komorki) i metody elektro-
fizjologiczne, jak rejestracja potencjatéow bto-
nowych lub pradéw za pomocg ,voltage clam-
ping”. Taki zestaw metod pozwala na Sledzenie
w catych komdrkach poszczegélnych ogniw
sprzezenia elektro-mechanicznego: pradu wap-
niowego, wzrostu i spadku stezenia wolnego
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ca” w pobudzonej komérce i mechanicznegu
skurczu komoérki (ryc. 2). Rozwo6j mikroskopii
konfokalnej i laserowych metod skaningowych
umozliwit w ostatnich latach badanie zmian
stezenia ca’’ na wybranych matych obszarach
komoérek znajdujacych sie w Scisle sprecyzo-
wanym stanie czynnosciowym. Okazato sie, ze
izolowane miocyty serc szczuréw wykazuja
spontaniczne, lokalne, na obszarze o Srednicy
okoto 2 pM, wzrosty stezenia Ca , ktére mie-
rzone metodami fluorescencyjnymi robig wra-
zenie pojawiajacych sie i znikajacych ,iskie-
rek” (Cheng i wspotaut. 1996b). Dlatego tez w
literaturze  anglojezycznej nazwano je
~Sparks”. ,Iskierki” te znikajag po wytgaczeniu
czynnosci siateczki sarkoplazmatycznej po za-
stosowaniu rianodyny lub tapsigarginy, awiec
sg spowodowane przez spontaniczng aktywa-
cje pojedynczych kanatéw lub grup kanatoéw
wapniowych siateczki sarkoplazmatycznej. Je-
Sli czestotliwos¢ ich sie nasila moga one inicjo-
wac fale Ca wedrujgcg w komoérce, ktéra wy-
zwala fale mechanicznego skurczu. Podobne
~iskierki” mozna zaobserwowaé, kiedy stymu-
luje sie miocyty serca w warunkach czesciowe-
go zablokowania pradu wapniowego, na przy-
ktad D-600 (Cheng i wspoétaut. 1996a). Ponie-
waz tylko niektore diady zostajg aktywowane,
mozna wyrézni¢ zjawiska jednostkowe, ktoére

Ryc. 2. Ogniwa sprzezenia elektromechanicznego w
izolowanym miocycie lewej komoiy serca $winki
morskiej.

Od goéry ku dotowi: 1. prad wapniowy rejestrowany z zas-
tosowaniem metody ,voltage clamping” w uktadzie calo-
komoérkowym; 2. stezenie wolnego Ca2+ w sarkoplazmie
rejestrowane za pomoca Indo 1 wprowadzonego do ko-
morki; 3. skurcz komérki (100% i 90% dtugosci rozkur-
czowej komorki). (Z doswiadczen Zaktadu Fizjologii Kli-
nicznej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego
w Warszawie).
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normalnie zlewajg sie w fale ca”". $rednica
siskierek” ma okoto 2 [im, czas ich trwania wy-
nosi okoto 40 ms, a szczytowe stezenie Ca w
ich srodku dochodzi do 1 gM. Jednakze, jesli
przyjmiemy za autorami cytowanych prac, ze
siskierka” jest wynikiem wyptywu Ca z jed-
nego lub Kkilku kanatéw siateczki sarkopla-
zmatycznej, a wiec praktycznie punktowo, to
jej srednica obejmujaca okoto 20% Srednicy
komaorki jest niewatpliwie wynikiem zaawan-
sowanej juz dyfuzji Ca do otaczajgcej diade
sarkoplazmy. Tak wiec z bardzo duzym praw-
dopodobieristwem mozemy przyjaé, ze stezenie
Ca w punkcie jego wydzielania jest wielo-
krotnie wyzsze. Zestawienie ,iskierek” z reje-
stracjg pragdu wapniowego w ukiadzie catoko-
morkowym (Santana i wspoOtaut. 1996) Ilub
pradéw pojedynczych kanatéw wapniowych
(Ramon i wspoétaut. 1995) pozwolito na blizsze
sprecyzowanie mechanizmu aktywacji kana-
téw wapniowych siateczki. Przyczynity sie do
tego réwniez obliczenia stosunku ilosciowego
tych kanatéw do kanatéw wapniowych sarko-
lemmy, oparte na stosunku wiazania rianody-
ny (kanaty siateczki) do wigzania dihydropiry-
dyny (kanaty sarkolemmy) w homogenatach
miesnia sercowego (Cheng i wspoétaut. 1996b).
Na podstawie wynikoéw osiggnietych tymi me-
todami mozna z duzym prawodopodobien-
stwem zaproponowaé, ze kazdy aktywowany
kanat wapniowy sarkolemmy ,polewa” prgdem
wapniowym grupe kilku kanatéw wapniowych
siateczki sarkoplazmatycznej, powodujgc ich
aktywacje. Przez pewien czas posuwano sie
nawet do twierdzenia, ze te grupy sg czynno-
Sciowo izolowane, to jest ze wapn wydzielony
do szczeliny diady przez jedng grupe nie akty-
wuje innych grup. Uwzgledniajac geometrie
szczeliny twierdzenie takie wydaje sie maito
prawdopodobne i obecnie wszyscy sie z niego
wycofuja. 2+

Zasadniczym zrodiem Ca aktywujgcego
kanaty wapniowe siateczki sarkoplazmatycz-
nej sg niewatpliwie kanaly wapniowe sarko-
lemmy. Jednakze okazato sie, ze zablokowanie
pradu wapniowego, na przyktad, nifediping
nie catkowicie wytgcza aktywacje kanatéw sia-
teczki w odpowiedzi na depolaryzacje komorki.
Jest ona catkowicie blokowana przez dodatko-
we wytaczenie wymieniacza Na/Ca. Dlatego
tez niektdérzy autorzy proponuja, ze odwrécona
na samym poczatku pobudzenia komorki wy-
miana Na/Ca moze by¢ dodatkowym aktywa-
torem kanatéw wapniowych siateczki sarko-
plazmatycznej. Mechanizm odwrécenia bytby
nastepujacy. Naptyw Na+ do szczeliny diady
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przez aktywowane kanaly sodowe powoduje
przesuniecie potencjatu réwnowagi wymiany
Na/Ca w kierunku ujemnym. Jednoczes$nie
potencjat btonowy ulega odwréceniu z ujem-
nego na dodatni. Dzieki temu w ciggu poczat-
kowych milisekund pobudzenia komoérki po-
tencjat btonowy jest silnie dodatni w stosunku
do potencjatu rownowagi wymiany, ktéra ule-
ga odwréceniu. Naptywajacy tg drogg Ca mo-
ze wspotuczestniczy¢ w aktywacji kanatow
wapniowych siateczki sarkoplazmatycznej.
Silny wzrost stezenia Ca powoduje w ciggu
dalszych milisekund przesuniecie potencjatu
réownowagi wymiany w kierunku dodatnim, co
przywraca jej normalny kierunek. Uwzgle-
dniwszy wyniki wszystkich poswieconych te-
mu zagadnieniu prac mozna powiedzie¢, ze
gldbwnym aktywatorem kanatéw wapniowych
siateczki jest niewatpliwie sarkolemmalny
prad wapniowy. Odwrocona wymiana Na/Ca
moze dostarcza¢ maksymalnie okoto 30%
wapnia aktywujgcego te kanaly, zwiaszcza w
warunkach sprzyjajgcych odwréceniu, na
przyktad na skutek wzrostu wewnatrzkomaor-
kowego stezenia Na dzieki zatruciu glikozyda-
mi naparstnicy (Santi i wspotaut. 1995).

Przedstawione powyzej badania potwier-
dzity przypuszczenie, ze globalny wzrost steze-
nia Ca w pobudzonej komoérce jest wynikiem
wielu zjawisk jednostkowych i ze w poszcze-
golnych przedziatach cyklu i w poszczegélnych
obszarach muszg w komorce powstawac
ogromne gradienty stezert Ca .| rzeczywiScie,
taczac technike obrazowania struktur sarko-
meru z rejestracjg lokalnych stezen Ca wy-
kazano, ze w pierwszych 15 ms cyklu bezpo-
Srednio mierzone stezenie Ca w poblizu prgz-
kéw Z, to jest w obszarze lokalizacji diad ro-
Snie do 1 pM, podczs gdy w srodku sarkome-
ru wynosi tylko 230 nM. Uwzgledniajac wia-
Sciwosci uzytej sondy wapniowej i techniki mi-
kroskopowej autorzy sgdzg, Ze rzeczywiste ste-
zenie Ca w poblizu prazka Z jest wielokrotnie
wyzsze. Gradient stezen Ca powoduje jego
szybki przeptyw od zrédia, ktérym jest szczeli-
na diady do punktéw wigzania troponiny C
(Isenberg i wspotaut. 1996).

Rekapitulujagc mozna powiedzie¢, ze zgo-
dnie z powszechnie przyjetym modelem sprze-
zenia elektromechanicznego serca bezposre-
dnim, gtdwnym zrédiem Ca , aktywujacego
skurcz jest siateczka sarkoplazmatyczna,
ktéra wytapuje go z sarkoplazmy. Jest on z
niej wydzielany na skutek aktywacji kanatow
wapniowych siateczki przez prgd wapniowy
ptynacy przez aktywowane kanaty wapniowe
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sarkolemmy i ewentualnie przez naptyw Ca2+
na drodze odwréconej wymiany Na/Ca. Zjawi-
ska jednostkowe w obrebie pojedynczych diad
generuja ogromne gradienty stezen Ca +, dzie-
ki ktorym Ca dyfunduje wzdtuz catego sar-
komeru aktywujac jego skurcz. Rozkurcz jest
wynikiem ponownego wytapania Ca +z sarko-
plazmy przez siateczke sarkoplazmatyczng
oraz jego transportu z komoérki na drodze wy-
miany Na/Ca w takiej ilosci, w jakiej naptynat
on przez kanaty wapniowe sarkolemmy.

Istnieje jednakze szereg faktow doswiad-
czalnych oraz obserwacji klinicznych, ktére
pozornie przynajmniej nie pasujg do tego
obrazu. Mam tu na mysli wyniki czynnos$cio-
wego wytgczania siateczki sarkoplazmatycznej
przez blokowanie jej Ca + ATPazy oraz jej ka-
natow wapniowych, jak réwniez zjawiska roz-
grywajace sie w miesniu sercowym w schytko-
wych stadiach niewydolnosci serca.

METODY BLOKOWANIA CZYNNOSCI SIATECZKI
SARKOPLAZMATYCZNEJ I TEGO SKUTKI

Tapsigargina i kwas cyklopiazonowy sg wybio6r-
czymi inhibitorami Ca +ATPazy siateczki sarkopla-
zmatycznej (Kjrby i wspotaut. 1992, Thastrup i
wspotaut. 1990, wrzosek i wspotaut. 1992) i
do tej pory brak jest przekonywujgcych donie-
sien o innym dziataniu w stosunku do miocy-
tow serca. Po ich zastosowaniu pobor Ca2+
przez siateczke sarkoplazmatyczng catkowicie
ustaje, a poniewaz siateczka traci wapn za
kazdym pobudzeniem komoérki, a takze w sta-
nie spoczynku, po kilku minutach zostaje cat-
kowicie pozbawiona Ca + Miedzy innymi prze-
jawia sie to brakiem reakcji na kofeine. Tapsi-
gargina i kwas cyklopiazonowy sg wiec znako-
mitymi narzedziami badawczymi.

Kofeina w stezeniu 10 mM i wyzszych w
ciggu milisekund dyfunduje do komorki i ak-
tywuje kanaly wapniowe siateczki. Poniewaz
blokuje réwniez jej Ca +ATPaze, siateczka zo-
staje natychmiast pozbawiona Ca + Komoérka
reaguje na kofeine silnym wzrostem stezenia
Ca w sarkoplazmie i skurczem. Oba zjawiska
szybko przemijajg na skutek transportu Ca2+z
komorki przez wymiane Na/Ca. Kofeina zwiek-
sza jednak aktywacje kanatéw Ca +sarkolem-
my i fosfoiylacje fosfolambanu na skutek za-
hamowania fosfodiesterazy, enzymu rozktada-
jacego cykliczny AMP, a wiec jej dziatanie jest
mato wybidrcze.

Rianodyna wigze sie z czescig receptorowa
kanatow Ca +siateczki. W stezeniach 0,1-10 pM
blokuje je w stanie czeSciowo otwartym (Bull i
wspoétaut. 1989, Feher i Lipford 1985), dzieki
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czemu Caz2pompowany do siateczki przez AT-
Paze natychmiast wyptywa do szczeliny diady
i zostaje przetransportowany na zewnatrz ko-
morki przez wymieniacz Na/Ca Janiak i
Lewartowski 1996a, b, Lewartowski i Wolska
1993). Tak wiec rianodyna w niskim stezeniu
zwieksza przeptyw Ca przez siateczke i na ze-
wnatrz i uniemozliwia jego magazynowanie.
Rianodyna w stezeniu 100 pm blokuje kanaty
wapniowe siateczki (Meissner 1986).

Tapsigargina zmniejsza site skurczu poje-
dynczych miocytéw sSwinki morskiej (Lewar-
towski i wspotaut. 1994, Lewartowski i W ol-
ska 1993) i cztowieka (Davia | wspétaut. 1997)
0 0%-30%, miocytow krolika o 50% (Baudet i
wspotaut. 1993) a miocytéw szczura o 70%
(Janiak i Lewartowski 1996a). U wszystkich
wymienionych gatunkoéw tapsigargina okoto 2-
krotnie zwalnia szybko$¢ narastania skurczu
(zwieksza czas od poczatku do szczytu skur-
czu). Wptyw na szybkos$¢ rozkurczu u Swinki i
cztowieka jest niewielki, nieco wiekszy u krdli-
ka, natomiast u szczura rozkurcz zostaje wie-
lokrotnie wydtuzony. Podobny wplyw ma ta-
psigargina na przebieg sygnatu wapniowego w
pobudzonej komérce (Lewartowski i
wspotaut. 1994). Ze wzgledu na podobienstwo
fizjologii serca sSwinki morskiej i czitowieka
szczegollnie interesujace sa wyniki badan kar-
diomiocytéw tego wiasnie gatunku. Utrzyma-
nie duzej sity skurczu w komoérkach potrakto-
wanych tapsigarging nie jest spowodowane
zwiekszeniem naptywu Ca +do komoérki. Prad
wapniowy badany w tych komérkach klasycz-
na metoda ,voltage clamping” nie nasila sie
(Lewartowski | wspoétaut. 1994). W pracy, w
ktérej uzyto potencjatu czynnosciowego jako
impulsu kontrolujgcego potencjat bionowy
stwierdzono nasilenie 1G o okoto 30% (Cesare
1 wspoétaut. 1997). Jednakze utrzymanie w
komérkach badanych klasycznie sity skurczu
na poziomie kontrolnym wskazuje, ze nasile-
nie IG nie jest koniecznym tego warunkiem.
Réwniez i wymiana Na/Ca nie ulega w tych
komérkach zmianom, ktére mogtyby kompen-
sowac utrzymanie duzej sity skurczu mimo wyia-
czenia czynnosci siateczki sarkoplazmatycznej (Ja-
niak i Lewartowski 1996b). Tak wiec wyniki te pro-
wadzg do wniosku, ze u swinki morskiej i cztowieka
naptyw zewngtrzkomoérkowego Ca + jest wy-
starczajgcy dla aktywacji skurczu i ze siatecz-
ka sarkoplazmatyczna nie jest jego niezbed-
nym zrédtem.

Pozornie wyniki doswiadczen z rianodyna
w niskich stezeniach sg sprzeczne z wynikami
doswiadczen z tapsigarging. Rianodyna obniza
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site skurczu miocytéw Swinki morskiej o
30%-70% wywierajgc podobny do tapsigarginy
wptyw na jego kinetyke. Jednakze tapsigargi-
na i kwas cyklopiazonowy, a takze rianodyna
w duzym stezeniu odwracajg wptyw niskich
stezen rianodyny na site skurczu (Janiak i Le-
WARTOWSKi 19964, i wspotaut.
1994). Dowodzi to, ze ten efekt nie jest wyni-
kiem zubozenia siateczki w Ca , jak to d20+—
tychczas sadzono, a wynikiem tego, ze Ca ,
naptywajacy z zewnatrz, jest wychwytywany
przez ATPaze siateczki, natychmiast przez nia
przeptywa i jest usuwany na zewnatrz przez
wymieniacz Na/Ca, zanim zdazy dotrze¢ do
uktadéw kurczliwych.

Czy i jak mozna wobec tego pogodzi¢ te
wyniki z przyjetym powszechnie modelem
sprzezenia elektromechanicznego w miocytach
serca? Wydaje sie, ze sprzecznos¢ ta jest po-
zorna. Nalezy tylko, zgodnie z faktami do-
Swiadczalnymi przyjaé, ze wielkos¢ napitywu
Ca +do komoérki, a tym samym jego udziat w
aktywacji skurczu jest u réznych gatunkoéow
rézny (rye. 1A i B). U swinki morskiej i u czto-
wieka jest on tak duzy, ze wystarczy do akty-
wacji skurczu. Jednakze wszystko wskazuje
na to (brak miejsca nie pozwala mi na przyto-
czenie danych doswiadczalnych), ze w normal-
nych miocytach tych gatunkéw Ca , naptywa-
jacy w danym cyklu z zewnatrz, przede wszy-
stkim przez kanaty wapniowe sarkolemmy,
jest wychwytywany przez siateczke sarkopla-
zmatyczng (nie dopuszczany do uktadow
kurczliwych), magazynowany do nastepnego
cyklu i wtedy dopiero uwalniany, jak to opisa-
no powyzej. Siateczka w tym cyklu znowu wy-
chwytuje Ca + naptywajacy z zewnagtrz, a ten,
ktdry zostat przez nig uwolniony, zostaje prze-
transportowany na zewnagtrz przez wymieniacz
Na/Ca (rye. 1A). Jest to gtdwny mechanizm
rozkurczu. Obieg Ca +w miocytach Swinki
morskiej i cztowieka jest w duzym stopniu
otwarty do przestrzeni pozakomoérkowej. Tak
wiec zgodnie z przyjetym modelem, w normal-
nych miocytach Swinki morskiej i cztowieka
siateczka bytaby jednak bezposrednim zrédiem
Caz2+ aktywujgcego skurcz. Zablokowanie
Ca2-ATPazy siateczki tapsigarging lub jej kana-
téw wapniowych poprzez duze stezenia riano-
dyny wytacza jg z obiegu, cojednak nie zmniej-
sza sity skurczu, ktory jest teraz aktywowany
przez zewnatrzkomérkowy Ca +, bezposrednio
docierajacy do uktadéw kurczliwych. Jaka by-
taby wobec tego fizjologiczna rola siateczki u
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tych gatunkéw? Jak wynika z pordéwnania
skurczu przed i po zatruciu tapsigarging nie-
watpliwie jest to kontrola jego kinetyki. Dzia-
tanie wszystkich opisanych powyzej subtel-
nych mechanizméw zwigzanych z funkcjono-
waniem diad zapewnia szybkg i rownomierng
aktywacje sarkomerow, co decyduje o szybkim
rozwoju skurczu. Po wytgczeniu siateczki, co
powoduje zanik ogromnych gradientéw stezen,
Ca dyfundujacy z zewnatrz dociera do sarko-
meréw wolniej i mniej réownomiernie. Powodu-
je to zwolnienie kinetyki skurczu, aczkolwiek
jego sita zostaje zachowana.

U szczura naptyw Ca do komdrek mie-
sSniowych wystarcza do aktywacji niewielkiej
czesci sity skurczu. U tego i zblizonych gatun-
kéw (chomik) obieg Ca jest w duzym stopniu
zamkniety, to jest Ca uwolniony z siateczki
jest przez nig ponownie wychwytywany, a tyl-
ko niewielka jego ilos¢ (réwna naptywowi) jest
transportowana na zewngtrz przez wymieniacz
Na/Ca (rye. I1B). U tych gatunkéw siateczka
jest wiec niezbednym Zzrodiem Ca aktywuja-
cego skurcz, jak réwniez gtdbwnym czynnikiem
relaksacyjnym.

Takie ujecie mechanizmu sprzezenia elek-
tromechanicznego miocytéw serca ma réwniez
powazne implikacje kliniczne. Jednym z gtéw-
nych elementéw biologii miocytéw zmienionej
w toku rozwoju niewydolnosci serca jest zanik
ekspresji Ca +ATPazy siateczki sarkoplazma-
tycznej, a tym samym jej aktywnosci (Hasen-
i wspoétaut. 1994). Stan miocytéw w
schytkowej niewydolnosci serca jest poréwny-
walny do stanu miocytow w doswiadczeniach z
tapsigarging. Przejawia sie to miedzy innymi
tym, ze kinetyka skurczu miocytéw izolowa-
nych z serc eksplantowanych z powodu niewy-
dolnosci jest taka, jak miocytow potraktowa-
nych tapsigarging i zwigzek ten nie ma na nie
zadnego wplywu (Davla i wspoétaut. 1997).
Jednakze catkowita sita skurczu takich mio-
cytow nie jest mniejsza od normalnych, a ma-
ta sita skurczu catego serca jest wynikiem
przede wszystkim zmniejszenia liczby miocy-
téw i przemodelowania przestrzeni pozamiocy-
tarnej (przede wszystkim tkanki tacznej) (Da-
VIA i wspoétaut. 1997, Gwathmey i wspétaut.
1995). Niewatpliwie fakt, ze w miocytach serca
ludzkiego skurcz moze by¢ aktywowany przez
Caz+zewnatrzkomoérkowy umozliwia jaki$ czas
zycie, mimo zaniku aktywnosci ATPazy sia-
teczki sarkoplazmatycznej.

fuss
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EXCITATION-CONTRACTION COUPLING IN CARDIAC MYOCYTES

Summary

It is experimentally well established that under phy-
siological conditions sarcoplasmic reticulum (SR) is the
main direct source of contractile Ca’ . The Ca’" release
channels of the SR are activated by ca” influx into the
diadic clefts through the activated sarcolemmal Ca2+
channels. The rapid release of ca” from SR generates
sharp gradients of [Ca2+] between the diadic clefts and
bulk sarcoplasm and along the sarcomers. Due to these
gradients Caz+ diffuses rapidly from its source (SR) to its
sinks (troponin C) this resulting in uniform and rapid ac-
tivation of the contractile system. The elementaiy events
in the single diads may be observed under special condi-

species, like guinea-pig or humans, extracellular Ca2+in-
flux is sufficient to activate strong contraction. In these
species SR provides an important link of the largely ope-
ned ca™ flux, controling the kinetics of myocardial con-
traction. In these species knocking out of the SR function
results mostly in slowing of contraction and relaxation
(poisoning with thapsigargin, failing human heart), howe-
ver, the force of contraction is little affected. In other spe-
cies, like rat, extracellular Ca2+ influx is small and the SR
is a link in the mostly closed ca’’ flux. In these species
impairment of the SR function results in dramatic reduc-
tion in contractile force and in slowing of the contraction

tions as the Ca2+ “sparks”. Although the SR is a direct so- kinetics.
2+
urce of contractile Ca in the cardiac myocytes, in some
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