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Kosmos
PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH.

SPRZĘŻENIE ELEKTROMECHANICZNE W  MIOCYTACH SERCA

WSTĘP

Pod pojęciem sprzężenia elektromecha­
nicznego rozumiemy procesy łączące pobudze­
nie sarkolemmy z aktywacją układów kurczli­
wych. Ostatnio pojęcie to bywa zawężane do 
mechanizmu aktywacji kanałów wapniowych 
siateczki sarkoplazmatycznej przez procesy to­
czące się w pobudzonej błonie komórkowej.

Aktywacja układów kurczliwych, to jest 
skurcz, zostaje zapoczątkowana przez przyłą­
czenie jonów Ca + do podjednostki C troponi- 
ny. Ma to miejsce wtedy, kiedy stężenie Ca w 
sarkoplazmie wzrasta od spoczynkowego na 
poziomie około 2 xlO M do około 10 M. Ba­
dania nad sprzężeniem elektromechanicznym 
sprowadzają się w istocie do badania mecha­
nizmu tego wzrostu stężenia Ca w pobudzo­

nej komórce. Od czasu pionierskich badań Fa- 
b ia to  (1985) powszechnie przyjęto, że bezpo­
średnim źródłem Ca + aktywującego skurcz 
jest siateczka sarkoplazmatyczna. Wobec tego 
głównym problemem w badaniach nad sprzę­
żeniem elektromechanicznym byłby mecha­
nizm wychwytu i wyzwalania Ca z siateczki 
sarkoplazmatycznej w pobudzonej komórce. 
Poniżej przedstawię szereg wyników badań po­
twierdzających klasyczny już pogląd o zasa­
dniczej roli siateczki sarkoplazmatycznej w 
sprzężeniu elektromechanicznym miocytów 
serca, jak również takich, które wskazują na 
możliwość występowania u niektórych gatun­
ków lub w stanach patologicznych mechani­
zmów alternatywnych.

SIATECZKA SARKOPLAZMATYCZNA

Jest to błoniasty twór składający się z 
dwóch morfologicznie i czynnościowo różnią­
cych się części (rye. 1)- Część kanalikowa skła­
da się z podłużnych kanalików ciasno oplata­
jących sarkomery. W  pobliżu prążków Z sar- 
komerów kanaliki przechodzą w pęcherzyki 
zwane również pęcherzykami lub cysternami 
końcowymi. W  miocytach, w któiych występu­
ją  kanaliki poprzeczne (T) sarkolemmy (np. 
miocyty robocze komór, błony pęcherzyków 
pozostają w kontakcie z błoną kanalików. Sze­
rokość szczeliny pomiędzy błonami pęcherzy­
ków i kanalików T wynosi około 10  A. W mio­
cytach, w których kanaliki poprzeczne nie wy­
stępują (miocyty przedsionków, komórki Pur- 
kinjego komorowego układu przewodzącego), 
błony pęcherzyków pozostają w kontakcie z 
sarkolemmą. Struktury utworzone z pęcherzy­
ków sarkolemmy (kanalika T) i szczeliny po­
między nimi noszą nazwę diad (analogicznie

do triad w mięśniach szkieletowych). Tak 
ukształtowana siateczka sarkoplazmatyczna 
nosi nazwę „łączącej” (ang. junctional sarco­
plasmic reticulum). U wielu gatunków część 
pęcherzyków znajduje się w pewnym oddale­
niu od kanalików poprzecznych, na granicy 
pomiędzy prążkami A oraz I sarkomerów. Ta 
część siateczki nosi nazwę korbularnej (ang. 
corbular).

ADENOZYNOTRÓJFOSFATAZA WAPNIOWA 
(Ca2+-ATPaza) SIATECZKI SARKOPLAZMATYCZNEJ

ATPaza ta jest głównym białkiem kanalików 
siateczki sarkoplazmatycznej (P ik u ła  1997). 
Wiąże ona jony Ca + na sarkolemmalnej po­
wierzchni kanalików i transportuje je do ich 
wnętrza. Jej przeciętna aktywność jest tak du­
ża, że wapń dyfundujący do komórki, na 
przykład przez aktywowane kanały wapniowe 
sarkolemmy, nie może dotrzeć do sarkomerów,
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2+gdyż zostaje wychwytany przez siateczkę. Ca - 
ATPaza siateczki jest hamowana przez drugie 
białko błon jej kanalików, a mianowicie fosfo­
lamban. Hamowanie to jest znoszone propor­
cjonalnie do stopnia ufosforylowania fosfolam- 
banu. Fosforylacja ta może być dokonywana 
przez dwie kinazy: aktywowaną przez cykliczny 
AMP oraz aktywowaną przez związaną z Ca + 
kalmodulinę. W istocie fosforylacja, a więc 
zniesienie hamowania ATPazy, zachodzi w sytu­
acji, w której rośnie stężenie Ca + w sarkopla- 
zmie. Wzrost stężenia cAMP jest najczęściej 
skutkiem aktywacji receptorów (3-adrener- 
gicznych sarkolemmy, co wiąże się z nasileniem 
aktywacji jej kanałów wapniowych, a więc i 
napływu wapnia do pobudzonej komórki. 
Wiązanie Ca z kalmoduliną jest spowodowane 
wzrostem stężenia Ca + w sarkoplazmie bez 
względu na jego mechanizm. Tak więc sytuacje 
prowadzące do zwiększenia stężenia sarkopla- 
zmatycznego Ca + prowadzą do aktywacji Ca2+ 
-ATPazy, a więc zwiększonego wychwytu Ca2+ 
przez siateczkę sarkoplazmatyczną. Udało się 
wyhodować transgeniczne myszy całkowicie po­
zbawione fosfolambanu. Skurcze ich serc lub 
miocytów izolowanych z ich serc przebiegają 
tak, jak u normalnych myszy pod wpływem sil­
nego pobudzenia receptorów (3, a pobudzenie 
tych receptorów nie ma żadnego wpływu na 
skurcz serc zwierząt transgenicznych. Ca2+- 
ATPaza siateczki tych myszy jest zawsze ma­
ksymalnie aktywna (Luo i współaut. 1996, 
W o ls k a  i współaut. 1996).

KANAŁY WAPNIOWE PĘCHERZYKÓW
SIATECZKI SARKOPLAZMATYCZNEJ

Wapń wychwytany przez kanaliki siateczki 
jest transportowany do jej pęcherzyków koń­
cowych, w których zostaje zmagazynowany 
głównie w postaci związanej z białkiem kalse- 
kwestryną. Błony pęcherzyków zwrócone ku 
kanalikom poprzecznym lub zewnętrznej sar­
kolemmie posiadają kanały, których pełna ak­
tywacja powoduje gwałtowne uwolnienie Ca + 
do szczeliny diady. Z niej wapń dyfunduje do 
sarkoplazmy, co przyczynia się do szybkiego 
wzrostu stężenia wapnia i aktywacji skurczu 
(ryc. 1). Kanały wapniowe siateczki sarkopla- 
zmatycznej są homotetramerami o masie czą­
steczkowej podjednostek 565 kDa. Mają one

kształt grzybka, którego nóżka penetruje bło- 
nę pęcherzyka końcowego, a gruba czworokąt­
na główka wystaje do szczeliny diady. Widocz­
ne w obrazach elektronowo-mikroskopowych 
kanały wystające do szczeliny diady zostały 
nazwane przez morfologów stopkami (ang. fe­
et). W główce znajdują się 4 kanały (po jednym 
w podjednostce) łączące szczelinę diady z ka­
nałem centralnym w nóżce. Średnica aktywo­
wanych kanałów wapniowych siateczki jest 
tak duża, że mogą przez nie przechodzić nawet 
tak duże cząsteczki, jak glukoza. Zapewnia to 
bardzo szybką dyfuzję Ca + do szczeliny diady.

W swoich klasycznych badaniach, przepro­
wadzonych na izolowanych i pozbawionych me­
chanicznie błony komórkowej miocytach serca 
F a b ia to  (1985) stwierdził, że bodźcem do wy­
zwolenia Ca z siateczki sarkoplazmatycznej 
jest wzrost stężenia wolnego Ca + w cytosolu. W 
nienaruszonej komórce jest on wynikiem akty­
wacji kanałów wapniowych pobudzonej sarko­
lemmy. Zjawisko to nazwano indukowanym 
przez wapń wyzwalaniem wapnia (CIRC, ang. 
calcium induced release of calcium).

Fragmenty błon siateczki zawierające ka­
nały wapniowe lub izolowane rekombinowane 
kanały można wbudowywać do sztucznych 
błon fosfolipidowych oddzielających dwa śro­
dowiska. W układzie tym można zastosować 
do badania ich właściwości metodę „voltage 
clamping” pozwalającą na rejestrację prądu 
jonowego płynącego przez pojedyncze kanały. 
Badania prowadzone tą metodą wykazały, że 
kanały wapniowe siateczki sarkoplazmatycz­
nej zachowują się podobnie do wszystkich in­
nych kanałów jonowych, a więc ich aktywacja 
polega na oscylacji pomiędzy stanem zamknię­
cia i stanem całkowitego otwarcia. W  czasie 
otwarcia przez kanał płynie prąd wapniowy o 
natężeniu zależnym od różnicy stężeń wapnia 
i potencjału elektrycznego po obu stronach Mony. 
Potwierdzono również wyniki Fabiato (1985) sugeru­
jące, że zasadniczym bodźcem aktywującym te kana­
ły jest wzrost stężenia Ca +. Badania te przyczyniły 
się również do sprecyzowania mechanizmu działania 
dwóch podstawowych narzędzi farmakologicznych, 
używanych do badania roli siateczki sarkoplazma­
tycznej w komórce, a mianowicie kofeiny i rianodyny 
(szczegółowo przedstawionego niżej) (B u l l  i 
współaut. 1989, F e h e r  i L ip fo rd  1985).

STRUKTURA I FUNKCJA DIAD. KINETYKA I MECHANIZM ZMIAN STĘŻENIA Ca2+ W SARKOPLAZMIE

Wyniki F a b ia to  (1985) stały się silnym im­
pulsem do dalszych badań nad budową mole­

kularną i funkcją diad, jak również nad me-2+
chanizmem i kinetyką wyzwalania w nich Ca
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i zmian jego stężenia w sarkoplazmie. Zaanga­
żowano w nich ogromny zakres narzędzi i me­
tod badawczych. Omówienie historii rozwoju 
tych badań zabrałoby ogromnie dużo miejsca, 
wobec czego przedstawię tylko pokrótce obe­
cny stan wiedzy w tej dziedzinie.

ELEMENTY CZYNNOŚCIOWE BŁON

OTACZAJĄCYCH SZCZELINĘ DIADY

Szczelina diady jest ograniczona od strony 
sarkomeru przez błonę pęcherzyka końcowego 
siateczki sarkoplazmatycznej (iyc. 1). Jej kanały 
wydzielające Ca zostały opisane powyżej. Od 
drugiej strony szczelina jest ograniczona błoną 
kanalika poprzecznego T, będącego wpukle- 
niem sarkolemmy (Langer  i Peskoff 1996). W 
miocytach nie posiadających tych kanalików 
szczelina jest ograniczona przez zewnętrzną 
sarkolemmę. Badania prowadzone metodami 
immunofluorescencyjnymi z zastosowaniem 
znaczonych przeciwciał (np. złotem) wykazały 
duże zagęszczenie w sarkolemmie ograniczają­
cej szczeliny diad dwóch typów białek o ogrom­
nym znaczeniu dla sprzężenia elektromecha­
nicznego: kanałów wapniowych typu L oraz wy­
mieniaczy Na/Ca (Frank i współaut. 1992).

nie do komórki depolaryzujący prąd sodowy 
(INa ). Kanały sodowe występują również w sar­
kolemmie ograniczającej szczelinę diady. Akty­
wacja kanałów wapniowych powoduje napływ 
zewnątrzkomórkowych jonów Ca do szczeli­
ny diady (prąd wapniowy — ICa )• Ponieważ 
szczelina stanowi wąską, ograniczoną prze­
strzeń, aktywacja INa oraz ICa powoduje ogrom­
ny wzrost stężenia tych jonów pod błoną ko­
mórkową i wystąpienie dużych gradientów ich 
stężeń pomiędzy przestrzenią podbłonową a 
ogólną masą sarkoplazmy. Ich kinetyka i kon­
sekwencje dla czynności komórki zostaną 
przedstawione niżej. Tutaj należy tylko dodać, 
że wzrost stężenia Ca w szczelinie diady, bę­
dący skutkiem głównie aktywacji ICa. jest 
czynnikiem aktywującym kanały wapniowe 
siateczki sarkoplazmatycznej.

Wymieniacze Na/Ca są głównymi białkami 
transportującymi Ca z miocytów serca (Le- 
derer i współaut., 1996). Energii do tego transpor­
tu wbrew gradientowi stężeń wapnia dostarcza gra­
dient stężeń Na , (skierowany do komórki) generowa­
ny przez ATPazę sodowo-potasową (pompę sodowo- 
potasową) sarkolemmy. Jony Na dyfundując 
przez kanał wymieniacza oddają mu swoją

2+Rye. 1. Dwa skrajne typy obiegu Ca aktywującego skurcz w miocytach serca.

Linie ciągłe — główny tor obiegu. Linie przerywane — mniej ważny ilościowo tor obiegu. A — obieg w dużym stopniu 
otwarty (człowiek, świnka morska); B — obieg w dużym stopniu zamknięty (szczur, chomik, mysz; S L — sarkolemma; 
S R  — siateczka sarkoplazmatyczna.

Kanały wapniowe sarkolemmy typu L są 
atywowane przez przesunięcie potencjału elek­
trycznego błony komórkowej powyżej -20 mV. 
W warunkach fizjologicznych przesunięcie to 
jest skutkiem poprzedzającej aktywację kana­
łów wapniowych aktywacji zależnych od 
potencjału kanałów sodowych, przez które pły-

energię, która zostaje użyta do zmiany jego 
konformacji i transportu Ca do środowiska 
zewnątrzkomórkowego. Tak więc intensyw­
ność wymiany zależy od różnicy stężeń Na po 
obu stronach błony komórkowej. Wymiana 
odbywa się w stosunku 3Na \lCa , a więc 
jest elektrogenna: przesunięciu 3 dodatnich
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ładunków niesionych przez Na+ towarzyszy 
przesuni|cie tylko 2 ładunków niesionych 
przez Ca . Tak więc aktywność wymieniaczy 
Na/Ca generuje prąd, który stosunkowo łatwo 
może być mierzony metodą „voltage calmping”. 
Pozwala to na ilościową ocenę wymiany. Elek- 
trogenność wymiany ma i inną bardzo ważną 
konsekwencję: intensywność i kierunek wy­
miany są zależne od potencjału błonowego. W 
warunkach spoczynkowych stężeń Na+ i Ca2+ 
wymiana = 0 przy potencjale = -40 mV (poten­
cjale równowagi dla wymiany Na/Ca). Jeżeli 
potencjał błonowy jest ujemny w stosunku do 
potencjału równowagi, jak to ma miejsce po­
między pobudzeniami komórki, wymiana 
odbywa się w kierunku Na+ do komórki, Ca2+ 
— na zewnątrz. Jeżeli potencjał błonowy jest 
dodatni w stosunku do potencjału równowagi, 
kierunek wymiany ule^a odwróceniu, to jest 
zewnątrzkomórkowy Ca + jest transportowany 
do komórki na wymianę z wewnątrzkomórko­
wym Na . Wartość potencjału równowagi zale­
ży od stosunku stężeń obu zaangażowanych 
jonów wewnątrz i na zewnątrz komórki. Ponie­
waż stężenia zewnątrzkomórkowe są sto­
sunkowo stałe, wartość potencjału równowagi 
zależy przede wszystkim od wewnątrzkomór­
kowych stężeń Na+ i Ca +; wzrost stężenia Na+ 
przesuwa go w kierunku ujemnym, a wzrost 
stężenia Ca przesuwa go w kierunku dodat­
nim. Tak więc chwilowy potencjał błonowy i 
chwilowy potencjał równowagi wymiany 
Na/Ca mogą się zmieniać niezależnie od sie­
bie, a ich wzajemny stosunek określa chwilo­
wy kierunek i intensywność wymiany Na/Ca.

Tak więc diada jest bardzo ważnym strate­
gicznym elementem sprzężenia elektromecha­
nicznego w miocytach serca. Do jej szczeliny 
może dyfundować Na przez aktywowane ka­
nały sodowe oraz Ca pochodzący z trzech 
źródeł: 1 . aktywowanych kanałów wapnio­
wych sarkolemmy, 2 . odwróconej na samym 
początku pobudzenia wymiany Na/Ca (poten­
cjał błonowy staje się dodatni w stosunku do 
potencjału równowagi), 3. aktywowanych ka­
nałów wapniowych pęcherzyków końcowych 
siateczki sarkoplazmatycznej. Jednocześnie 
Ca może: 1. dyfundować ze szczeliny do sar- 
koplazmy, 2 . być transportowany na zewnątrz 
komórki przez wymieniacz Na/Ca, który 
wkrótce przywraca swój „normalny” kierunek 
działania (o czym dokładniej niżej), 3. być wią­
zany przez ujemnie naładowane fosfolipidy 
wewnętrznej warstwy sarkolemmy silnie bufo­
rujące Ca w szczelinie diady (Langer i Pe- 
skoff 1996, Sheng-Yong Wang i współaut.

1996). Tak więc końcowy efekt, to jest wiel­
kość zmian stężenia Ca + i jego kinetyka jest 
zależny od wielu interferujących czynników. 
Poczyniono próby jego badania dwoma sposo­
bami: obliczeń modelowych oraz bezpośre­
dniego badania lokalnych stężeń wewnątrzko­
mórkowego Ca sondami fluorescencyjnymi 
oraz mikroskopią konfokalną o dużej rozdziel­
czości czasowej.

BADANIA MODELOWE

Langer i Peskoff (1996) skonstruowali
2+matematyczny model zmian stężeń Ca w 

szczelinie diady uwzględniający następujące 
elementy:

1. Ilość Ca jaka dostaje się ostatecznie do 
sarkoplazmy w czasie pobudzenia miocytu. 
Jest to ilość Ca + potrzebna do aktywacji 75% 
maksymalnego skurczu. Te dane ilościowe po­
chodzą z bezpośrednich badań wykonanych 
innymi metodami.

2. Ilość Ca dyfundującego do komórki 
przez aktywowane kanały wapniowe sarko­
lemmy. Ilość ta może być obliczona z całki cał­
kowitego przezbłonowego ICa po czasie.

3. Całkowitą ilość Ca uwalnianego w cza­
sie pobudzenia komórki z siateczki sarkopla­
zmatycznej. Dane te pochodzą z badań wyko­
nanych metodami bezpośrednimi przez innych 
autorów.

4. Ilość diad w komórce obliczoną na pod­
stawie badań morfologicznych.

5. Objętość szczeliny diady.
6 . Kinetykę dyfuzji Ca ze szczeliny do 

sarkoplazmy.
2+

7. Transport Ca z komórki przez 
wymieniacz Na/Ca.

2+
8. Buforowanie Ca przez fosfolipidy sar­

kolemmy.
Na podstawie tych obliczeń autorzy propo­

nują, że w ciągu pierwszych 20 ms od momen­
tu pobudzenia komórki stężenie Ca + w szczeli­
nie diady osiąga 600 jiM, a następnie ekspo- 
nencjalnie obniża się w  ciągu 200 ms do 20 jiM, 
aby po około 500 ms osiągnąć wartość spo­
czynkową. Tak więc maksymalne stężenie 
wapnia w szczelinie diady byłoby o trzy rzędy 
wielkości większe niż w cytosolu. Zapewnia to 
szybką dyfuzję do cytosolu i synchroniczną 
aktywację sarkomerów. Usunięcie z równań 
parametrów dotyczących wiązania Ca przez 
fosfolipidy błony pownduje wzrost jego począt­
kowego stężenia do 1 mM oraz spadek do 10 
jjM w  czasie 3-4 ms. Tak więc obecność punk­
tów wiązania w błonie szczeliny diady amorty­
zuje zmiany stężenia i wydłuża okres kiedy
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jest ono znacząco wyższe niż w cytosolu. 
Według autorów ma to m.in. ogromne znacze­
nie dla transportu Ca z cytosolu, który musi 
być usunięty w tej ilości, w jakiej dyfundował 
do pobudzonej komórki. Główną drogą trans­
portu Ca z komórki jest wymiana Na/Ca. 
Jednakże KD wymieniaczy wynosi tylko około 
6 pM, a więc jest kilka razy wyższe od stężenia 
Ca w sarkoplazmie w szczytowym pobudze­
niu. A  jednak wymieniacze są bardzo aktywne. 
Według cytowanych autorów jest to wynikiem 
tego, że większość wymieniaczy jest zlokalizo­
wana w sarkolemmie naprzeciw pęcherzyków 
końcowych siateczki, a więc są one ekspono­
wane na stężenia Ca wielokrotnie wyższe niż 
w cytosolu. Fosfolipidy błony, zwalniając spa­
dek stężenia Ca w szczelinie diady, wydłuża­
ją  czas kiedy znacznie przewyższa ono KD wy­
mieniaczy w stosunku do Ca . I rzeczywiście, 
wszystkie czynniki zmniejszające wydzielanie 
Ca z siateczki sarkoplazmatycznej, jak rów­
nież usuwające Ca z miejsc wiązania w sar­
kolemmie, zwalniają lub blokują transport 
Ca przez wymieniacze Na/Ca. Odwrotnie, 
zwiększenie przepływu Ca przez siateczkę 
aktywuje wymianę Na/Ca (Janiak i Lewartow- 
ski 1996, Post i współaut. 1993)

METODY FLUORESCENCYJNE

Sondy wapniowe są to związki fluoryzują­
ce pod wpływem promieniowania ultrafioleto­
wego i zmieniające nasilenie tej fluorescencji 
pod wpływem wiązania Ca + (Grynkiewicz i 
współaut. 1985). Tak więc komórka, do której 
wprowadzono taki związek (Indo 1, Fural, 
Fluo 2 i inne) naświetlana promieniami ultra­
fioletowymi fluoryzuje proporcjonalnie do stę­
żenia wolnego Ca w sarkoplazmie, aczkolwiek

2+
zależność fluorescencji od stężenia Ca nie jest 
liniowa i wymaga kalibrowania. Badanie takiej 
komórki za pomocą zwykłego mikroskopu flu­
orescencyjnego i odpowiedniej aparatury prze­
twarzającej impulsy świetlne w elektryczne i 
poddającej je odpowiedniej obróbce pozwala na 
pomiar średniego stężenia Ca + w sarkopla­
zmie. Wiele trudności technicznych związa­
nych z takim pomiarem pozostaje poza rama­
mi tego opracowania. Pomiar ten łatwo jest łą­
czyć z innymi metodami, takimi jak pomiar 
długości (skurczów komórki) i metody elektro- 
fizjologiczne, jak rejestracja potencjałów bło­
nowych lub prądów za pomocą „voltage clam­
ping”. Taki zestaw metod pozwala na śledzenie 
w całych komórkach poszczególnych ogniw 
sprzężenia elektro-mechanicznego: prądu wap­
niowego, wzrostu i spadku stężenia wolnego

2+
Ca w pobudzonej komórce i mechanicznegu 
skurczu komórki (ryc. 2). Rozwój mikroskopii 
konfokalnej i laserowych metod skaningowych
umożliwił w ostatnich latach badanie zmian

2+
stężenia Ca na wybranych małych obszarach 
komórek znajdujących się w ściśle sprecyzo­
wanym stanie czynnościowym. Okazało się, że 
izolowane miocyty serc szczurów wykazują 
spontaniczne, lokalne, na obszarze o średnicy 
około 2 pM, wzrosty stężenia Ca , które mie­
rzone metodami fluorescencyjnymi robią wra­
żenie pojawiających się i znikających „iskie­
rek” (Cheng i współaut. 1996b). Dlatego też w 
literaturze anglojęzycznej nazwano je 
„sparks”. „Iskierki” te znikają po wyłączeniu 
czynności siateczki sarkoplazmatycznej po za­
stosowaniu rianodyny lub tapsigarginy, a więc 
są spowodowane przez spontaniczną aktywa­
cję pojedynczych kanałów lub grup kanałów 
wapniowych siateczki sarkoplazmatycznej. Je­
śli częstotliwość ich się nasila mogą one inicjo­
wać fale Ca wędrującą w komórce, która wy­
zwala falę mechanicznego skurczu. Podobne 
„iskierki” można zaobserwować, kiedy stymu­
luje się miocyty serca w warunkach częściowe­
go zablokowania prądu wapniowego, na przy­
kład D-600 (Cheng i współaut. 1996a). Ponie­
waż tylko niektóre diady zostają aktywowane, 
można wyróżnić zjawiska jednostkowe, które

Ryc. 2. Ogniwa sprzężenia elektromechanicznego w 
izolowanym miocycie lewej komoiy serca świnki 
morskiej.

Od góry ku dołowi: 1. prąd wapniowy rejestrowany z zas­
tosowaniem metody „voltage clamping” w układzie cało- 
komórkowym; 2. stężenie wolnego Ca2+ w sarkoplazmie 
rejestrowane za pomocą Indo 1 wprowadzonego do ko­
mórki; 3. skurcz komórki (100% i 90% długości rozkur­
czowej komórki). (Z doświadczeń Zakładu Fizjologii Kli­
nicznej Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego 
w Warszawie).
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2+
normalnie zlewają się w falę Ca . Średnica 
„iskierek” ma około 2 [im, czas ich trwania wy­
nosi około 40 ms, a szczytowe stężenie Ca w 
ich środku dochodzi do 1 ąM. Jednakże, jeśli 
przyjmiemy za autorami cytowanych prac, że 
„iskierka” jest wynikiem wypływu Ca z jed­
nego lub kilku kanałów siateczki sarkopla­
zmatycznej, a więc praktycznie punktowo, to 
jej średnica obejmująca około 20% średnicy 
komórki jest niewątpliwie wynikiem zaawan­
sowanej już dyfuzji Ca do otaczającej diadę 
sarkoplazmy. Tak więc z bardzo dużym praw­
dopodobieństwem możemy przyjąć, że stężenie 
Ca w punkcie jego wydzielania jest wielo­
krotnie wyższe. Zestawienie „iskierek” z reje­
stracją prądu wapniowego w układzie całoko- 
mórkowym (S a n ta n a  i współaut. 1996) lub 
prądów pojedynczych kanałów wapniowych 
(Ram on  i współaut. 1995) pozwoliło na bliższe 
sprecyzowanie mechanizmu aktywacji kana­
łów wapniowych siateczki. Przyczyniły się do 
tego również obliczenia stosunku ilościowego 
tych kanałów do kanałów wapniowych sarko­
lemmy, oparte na stosunku wiązania rianody- 
ny (kanały siateczki) do wiązania dihydropiry­
dyny (kanały sarkolemmy) w homogenatach 
mięśnia sercowego (C h e n g  i współaut. 1996b). 
Na podstawie wyników osiągniętych tymi me­
todami można z dużym prawodopodobień- 
stwem zaproponować, że każdy aktywowany 
kanał wapniowy sarkolemmy „polewa” prądem 
wapniowym grupę kilku kanałów wapniowych 
siateczki sarkoplazmatycznej, powodując ich 
aktywację. Przez pewien czas posuwano się 
nawet do twierdzenia, że te grupy są czynno­
ściowo izolowane, to jest że wapń wydzielony 
do szczeliny diady przez jedną grupę nie akty­
wuje innych grup. Uwzględniając geometrię 
szczeliny twierdzenie takie wydaje się mało 
prawdopodobne i obecnie wszyscy się z niego 
wycofują. 2+

Zasadniczym źródłem Ca aktywującego 
kanały wapniowe siateczki sarkoplazmatycz­
nej są niewątpliwie kanały wapniowe sarko­
lemmy. Jednakże okazało się, że zablokowanie 
prądu wapniowego, na przykład, nifedipiną 
nie całkowicie wyłącza aktywację kanałów sia­
teczki w odpowiedzi na depolaryzację komórki. 
Jest ona całkowicie blokowana przez dodatko­
we wyłączenie wymieniacza Na/Ca. Dlatego 
też niektórzy autorzy proponują, że odwrócona 
na samym początku pobudzenia komórki wy­
miana Na/Ca może być dodatkowym aktywa­
torem kanałów wapniowych siateczki sarko­
plazmatycznej. Mechanizm odwrócenia byłby 
następujący. Napływ Na+ do szczeliny diady

przez aktywowane kanały sodowe powoduje 
przesunięcie potencjału równowagi wymiany 
Na/Ca w kierunku ujemnym. Jednocześnie 
potencjał błonowy ulega odwróceniu z ujem­
nego na dodatni. Dzięki temu w ciągu począt­
kowych milisekund pobudzenia komórki po­
tencjał błonowy jest silnie dodatni w stosunku 
do potencjału równowagi wymiany, która ule­
ga odwróceniu. Napływający tą drogą Ca mo­
że współuczestniczyć w aktywacji kanałów 
wapniowych siateczki sarkoplazmatycznej. 
Silny wzrost stężenia Ca powoduje w ciągu 
dalszych milisekund przesunięcie potencjału 
równowagi wymiany w kierunku dodatnim, co 
przywraca jej normalny kierunek. Uwzglę­
dniwszy wyniki wszystkich poświęconych te­
mu zagadnieniu prac można powiedzieć, że 
głównym aktywatorem kanałów wapniowych 
siateczki jest niewątpliwie sarkolemmalny 
prąd wapniowy. Odwrócona wymiana Na/Ca 
może dostarczać maksymalnie około 30% 
wapnia aktywującego te kanały, zwłaszcza w 
warunkach sprzyjających odwróceniu, na 
przykład na skutek wzrostu wewnątrzkomór­
kowego stężenia Na dzięki zatruciu glikozyda­
mi naparstnicy (S a n ti i współaut. 1995).

Przedstawione powyżej badania potwier­
dziły przypuszczenie, że globalny wzrost stęże­
nia Ca w pobudzonej komórce jest wynikiem 
wielu zjawisk jednostkowych i że w poszcze­
gólnych przedziałach cyklu i w poszczególnych 
obszarach muszą w komórce powstawać 
ogromne gradienty stężeń Ca . I rzeczywiście, 
łącząc technikę obrazowania struktur sarko- 
meru z rejestracją lokalnych stężeń Ca wy­
kazano, że w pierwszych 15 ms cyklu bezpo­
średnio mierzone stężenie Ca w pobliżu prąż­
ków Z, to jest w obszarze lokalizacji diad ro­
śnie do 1 pM, podczs gdy w środku sarkome- 
ru wynosi tylko 230 nM. Uwzględniając wła­
ściwości użytej sondy wapniowej i techniki mi­
kroskopowej autorzy sądzą, że rzeczywiste stę­
żenie Ca w pobliżu prążka Z jest wielokrotnie 
wyższe. Gradient stężeń Ca powoduje jego 
szybki przepływ od źródła, którym jest szczeli­
na diady do punktów wiązania troponiny C 
( Is e n b e r g  i współaut. 1996).

Rekapitulując można powiedzieć, że zgo­
dnie z powszechnie przyjętym modelem sprzę­
żenia elektromechanicznego serca bezpośre­
dnim, głównym źródłem Ca , aktywującego 
skurcz jest siateczka sarkoplazmatyczna, 
która wyłapuje go z sarkoplazmy. Jest on z 
niej wydzielany na skutek aktywacji kanałów 
wapniowych siateczki przez prąd wapniowy 
płynący przez aktywowane kanały wapniowe
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sarkolemmy i ewentualnie przez napływ Ca2+ 
na drodze odwróconej wymiany Na/Ca. Zjawi­
ska jednostkowe w obrębie pojedynczych diad 
generują ogromne gradienty stężeń Ca +, dzię­
ki którym Ca dyfunduje wzdłuż całego sar- 
komeru aktywując jego skurcz. Rozkurcz jest 
wynikiem ponownego wyłapania Ca + z sarko- 
plazmy przez siateczkę sarkoplazmatyczną 
oraz jego transportu z komórki na drodze wy­
miany Na/Ca w takiej ilości, w jakiej napłynął 
on przez kanały wapniowe sarkolemmy.

Istnieje jednakże szereg faktów doświad­
czalnych oraz obserwacji klinicznych, które 
pozornie przynajmniej nie pasują do tego 
obrazu. Mam tu na myśli wyniki czynnościo­
wego wyłączania siateczki sarkoplazmatycznej 
przez blokowanie jej Ca + ATPazy oraz jej ka­
nałów wapniowych, jak również zjawiska roz­
grywające się w mięśniu sercowym w schyłko­
wych stadiach niewydolności serca.

METODY BLOKOWANIA CZYNNOŚCI SIATECZKI 

SARKOPLAZMATYCZNEJ I TEGO SKUTKI

Tapsigargina i kwas cyklopiazonowy są wybiór­
czymi inhibitorami Ca + ATPazy siateczki sarkopla­
zmatycznej (K jrby i współaut. 1992, T h a s tru p  i 
współaut. 1990, W r z o s e k  i współaut. 1992) i 
do tej pory brak jest przekonywujących donie­
sień o innym działaniu w stosunku do miocy- 
tów serca. Po ich zastosowaniu pobór Ca2+ 
przez siateczkę sarkoplazmatyczną całkowicie 
ustaje, a ponieważ siateczka traci wapń za 
każdym pobudzeniem komórki, a także w sta­
nie spoczynku, po kilku minutach zostaje cał­
kowicie pozbawiona Ca +. Między innymi prze­
jawia się to brakiem reakcji na kofeinę. Tapsi­
gargina i kwas cyklopiazonowy są więc znako­
mitymi narzędziami badawczymi.

Kofeina w stężeniu 10 mM i wyższych w 
ciągu milisekund dyfunduje do komórki i ak­
tywuje kanały wapniowe siateczki. Ponieważ 
blokuje również jej Ca +-ATPazę, siateczka zo­
staje natychmiast pozbawiona Ca +. Komórka 
reaguje na kofeinę silnym wzrostem stężenia 
Ca w sarkoplazmie i skurczem. Oba zjawiska 
szybko przemijają na skutek transportu Ca2+ z 
komórki przez wymianę Na/Ca. Kofeina zwięk­
sza jednak aktywację kanałów Ca + sarkolem­
my i fosfoiylację fosfolambanu na skutek za­
hamowania fosfodiesterazy, enzymu rozkłada­
jącego cykliczny AMP, a więc jej działanie jest 
mało wybiórcze.

Rianodyna wiąże się z częścią receptorową 
kanałów Ca + siateczki. W stężeniach 0,1-10 pM 
blokuje je w stanie częściowo otwartym (B u l l  i 

współaut. 1989, F e h e r  i L ip fo r d  1985), dzięki

czemu Ca2+ pompowany do siateczki przez AT- 
Pazę natychmiast wypływa do szczeliny diady 
i zostaje przetransportowany na zewnątrz ko­
mórki przez wymieniacz Na/Ca (J a n ia k  i 
L e w a r to w s k i 1996a, b, L e w a r to w s k i i W o ls k a

1993). Tak więc rianodyna w niskim stężeniu 
zwiększa przepływ Ca przez siateczkę i na ze­
wnątrz i uniemożliwia jego magazynowanie. 
Rianodyna w stężeniu 100 pM  blokuje kanały 
wapniowe siateczki (M e is s n e r  1986).

Tapsigargina zmniejsza siłę skurczu poje­
dynczych miocytów świnki morskiej (L e w a r ­

to w s k i i współaut. 1994, L e w a r to w s k i  i W o l ­

sk a  1993) i człowieka (D a v ia  i współaut. 1997)
0 0%-30%, miocytów królika o 50% (B a u d e t  i 
współaut. 1993) a miocytów szczura o 70% 
(Jan iak  i L e w a r to w s k i 1996a). U wszystkich 
wymienionych gatunków tapsigargina około 2 - 
krotnie zwalnia szybkość narastania skurczu 
(zwiększa czas od początku do szczytu skur­
czu). Wpływ na szybkość rozkurczu u świnki i 
człowieka jest niewielki, nieco większy u króli­
ka, natomiast u szczura rozkurcz zostaje wie­
lokrotnie wydłużony. Podobny wpływ ma ta­
psigargina na przebieg sygnału wapniowego w 
pobudzonej komórce ( L e w a r t o w s k i  i 
współaut. 1994). Ze względu na podobieństwo 
fizjologii serca świnki morskiej i człowieka 
szczególnie interesujące są wyniki badań kar- 
diomiocytów tego właśnie gatunku. Utrzyma­
nie dużej siły skurczu w komórkach potrakto­
wanych tapsigarginą nie jest spowodowane 
zwiększeniem napływu Ca + do komórki. Prąd 
wapniowy badany w tych komórkach klasycz­
ną metodą „voltage clamping” nie nasila się 
(L e w a r to w s k i i współaut. 1994). W pracy, w 
której użyto potencjału czynnościowego jako 
impulsu kontrolującego potencjał błonowy 
stwierdzono nasilenie ICa o około 30% (C e s a r e

1 współaut. 1997). Jednakże utrzymanie w 
komórkach badanych klasycznie siły skurczu 
na poziomie kontrolnym wskazuje, że nasile­
nie ICa nie jest koniecznym tego warunkiem. 
Również i wymiana Na/Ca nie ulega w tych 
komórkach zmianom, które mogłyby kompen­
sować utrzymanie dużej siły skurczu mimo wyłą­
czenia czynności siateczki sarkoplazmatycznej (Ja­

niak i Lew artow sk i 1996b). Tak więc wyniki te pro­
wadzą do wniosku, że u świnki morskiej i człowieka 
napływ zewnątrzkomórkowego Ca + jest wy­
starczający dla aktywacji skurczu i że siatecz­
ka sarkoplazmatyczna nie jest jego niezbęd­
nym źródłem.

Pozornie wyniki doświadczeń z rianodyną 
w niskich stężeniach są sprzeczne z wynikami 
doświadczeń z tapsigarginą. Rianodyna obniża
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siłę skurczu miocytów świnki morskiej o 
30%-70% wywierając podobny do tapsigarginy 
wpływ na jego kinetykę. Jednakże tapsigargi- 
na i kwas cyklopiazonowy, a także rianodyna 
w dużym stężeniu odwracają wpływ niskich 
stężeń rianodyny na siłę skurczu (Jan iak  i  L e -  

WARTOWSKi 1996a, L e w a r to w s k i  i współaut.
1994). Dowodzi to, że ten efekt nie jest wyni­
kiem zubożenia siateczki w Ca , jak to do-

2+
tychczas sądzono, a wynikiem tego, że Ca , 
napływający z zewnątrz, jest wychwytywany 
przez ATPazę siateczki, natychmiast przez nią 
przepływa i jest usuwany na zewnątrz przez 
wymieniacz Na/Ca, zanim zdąży dotrzeć do 
układów kurczliwych.

Czy i jak można wobec tego pogodzić te 
wyniki z przyjętym powszechnie modelem 
sprzężenia elektromechanicznego w miocytach 
serca? Wydaje się, że sprzeczność ta jest po­
zorna. Należy tylko, zgodnie z faktami do­
świadczalnymi przyjąć, że wielkość napływu 
Ca + do komórki, a tym samym jego udział w 
aktywacji skurczu jest u różnych gatunków 
różny (rye. 1 A i B). U świnki morskiej i u czło­
wieka jest on tak duży, że wystarczy do akty­
wacji skurczu. Jednakże wszystko wskazuje 
na to (brak miejsca nie pozwala mi na przyto­
czenie danych doświadczalnych), że w normal­
nych miocytach tych gatunków Ca , napływa­
jący w danym cyklu z zewnątrz, przede wszy­
stkim przez kanały wapniowe sarkolemmy, 
jest wychwytywany przez siateczkę sarkopla- 
zmatyczną (nie dopuszczany do układów 
kurczliwych), magazynowany do następnego 
cyklu i wtedy dopiero uwalniany, jak to opisa­
no powyżej. Siateczka w tym cyklu znowu wy­
chwytuje Ca + napływający z zewnątrz, a ten, 
który został przez nią uwolniony, zostaje prze­
transportowany na zewnątrz przez wymieniacz 
Na/Ca (rye. 1A). Jest to główny mechanizm 
rozkurczu. Obieg Ca + w miocytach świnki 
morskiej i człowieka jest w dużym stopniu 
otwarty do przestrzeni pozakomórkowej. Tak 
więc zgodnie z przyjętym modelem, w normal­
nych miocytach świnki morskiej i człowieka 
siateczka byłaby jednak bezpośrednim źródłem 
Ca2+ aktywującego skurcz. Zablokowanie 
Ca2-ATPazy siateczki tapsigarginą lub jej kana­
łów wapniowych poprzez duże stężenia riano­
dyny wyłącza ją  z obiegu, co jednak nie zmniej­
sza siły skurczu, który jest teraz aktywowany 
przez zewnątrzkomórkowy Ca +, bezpośrednio 
docierający do układów kurczliwych. Jaka by­
łaby wobec tego fizjologiczna rola siateczki u

tych gatunków? Jak wynika z porównania 
skurczu przed i po zatruciu tapsigarginą nie­
wątpliwie jest to kontrola jego kinetyki. Dzia­
łanie wszystkich opisanych powyżej subtel­
nych mechanizmów związanych z funkcjono­
waniem diad zapewnia szybką i równomierną 
aktywację sarkomerów, co decyduje o szybkim 
rozwoju skurczu. Po wyłączeniu siateczki, co 
powoduje zanik ogromnych gradientów stężeń, 
Ca dyfundujący z zewnątrz dociera do sarko­
merów wolniej i mniej równomiernie. Powodu­
je to zwolnienie kinetyki skurczu, aczkolwiek 
jego siła zostaje zachowana.

U szczura napływ Ca do komórek mię­
śniowych wystarcza do aktywacji niewielkiej 
części siły skurczu. U tego i zbliżonych gatun­
ków (chomik) obieg Ca jest w dużym stopniu 
zamknięty, to jest Ca uwolniony z siateczki 
jest przez nią ponownie wychwytywany, a tyl­
ko niewielka jego ilość (równa napływowi) jest 
transportowana na zewnątrz przez wymieniacz 
Na/Ca (rye. IB). U tych gatunków siateczka 
jest więc niezbędnym źródłem Ca aktywują­
cego skurcz, jak również głównym czynnikiem 
relaksacyj nym.

Takie ujęcie mechanizmu sprzężenia elek­
tromechanicznego miocytów serca ma również 
poważne implikacje kliniczne. Jednym z głów­
nych elementów biologii miocytów zmienionej 
w toku rozwoju niewydolności serca jest zanik 
ekspresji Ca +-ATPazy siateczki sarkoplazma­
tycznej, a tym samym jej aktywności (H a sen - 

fu s s  i współaut. 1994). Stan miocytów w 
schyłkowej niewydolności serca jest porówny­
walny do stanu miocytów w doświadczeniach z 
tapsigarginą. Przejawia się to między innymi 
tym, że kinetyka skurczu miocytów izolowa­
nych z serc eksplantowanych z powodu niewy­
dolności jest taka, jak miocytów potraktowa­
nych tapsigarginą i związek ten nie ma na nie 
żadnego wpływu (D a v la  i współaut. 1997). 
Jednakże całkowita siła skurczu takich mio­
cytów nie jest mniejsza od normalnych, a ma­
ła siła skurczu całego serca jest wynikiem 
przede wszystkim zmniejszenia liczby miocy­
tów i przemodelowania przestrzeni pozamiocy- 
tarnej (przede wszystkim tkanki łącznej) (D a- 

VIA i współaut. 1997, G w a th m ey  i współaut.
1995). Niewątpliwie fakt, że w miocytach serca 
ludzkiego skurcz może być aktywowany przez 
Ca2+ zewnątrzkomórkowy umożliwia jakiś czas 
życie, mimo zaniku aktywności ATPazy sia­
teczki sarkoplazmatycznej.
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EXCITATION-CONTRACTION COUPLING IN CARDIAC MYOCYTES

S u m m a r y

It is experimentally well established that under phy­
siological conditions sarcoplasmic reticulum (SR) is the

2+  2+
main direct source of contractile Ca . The Ca release

2+
channels of the SR are activated by Ca influx into the
diadic clefts through the activated sarcolemmal Ca2+

2+
channels. The rapid release of Ca from SR generates 

2+
sharp gradients of [Ca ] between the diadic clefts and
bulk sarcoplasm and along the sarcomers. Due to these

2+
gradients Ca 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-

2+
tions as the Ca “sparks”. Although the SR is a direct so-

2 +
urce of contract ile Ca in the cardiac myocytes, in some

species, like guinea-pig or humans, extracellular Ca2+ in­
flux is sufficient to activate strong contraction. In these
species SR provides an im portan t link  o f the largely  ope- 

2 +
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-

2+
cies, like rat, extracellular Ca influx is small and the SR

2+
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 
kinetics.
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