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CHARAKTERYSTYKA | REGULACJA WYMIENIACZA Na+/Ca2+
W KOMORKACH MIESNIA SERCOWEGO SSAKOW

WSTEP

W btonie plazmatycznej niemal wszystkich
komérek ssaczych, w tym miesnia sercowego
wystepujg dwa systemy usuwajgce jony wap-
nia na zewngatrz komorki, Ca -ATPaza (PMCA)
oraz wymieniacz Na /Ca . Zapobiegaja one
nagromadzaniu sie jon6w wapnia we wnetrzu
komorki, ktoére naptywaja do sarkoplazmy
podczas stymulacji miesnia sercowego. Istnie-
nie wymieniacza Na /Ca w sercu po raz
pierwszy wykazano w 1968 roku (REUTER i SE-
ITz 1968). Zaobserwowano, ze transport przez
btone plazmatyczng 3 Na w jednym Kkierunku,
natomiast 1 Ca w kierunku przeciwnym jest
elektrogenny (MuULLINS 1979). Sitg napedowag

tego procesu jest elektrochemiczny gradient
stezen Na wystepujgcy pomiedzy wnetrzem
komoérki i sSrodowiskiem zewnetrznym.

Zmiany steznia jonéw wapnia w komor-
kach miesnia sercowego moga by¢ przyczyna
lub skutkiem zmian chorobowych i patologicz-
nych. Zmiany te obserwuje sie w przypadkach
niedotlenienia migsnia sercowego, hypertrofii i
niewydolnosci serca oraz kardiomiopatii. Jed-
nym z czynnikéw wptywajacych na zaburzenie
homeostazy wapnia w komdérce miesniowej sa
zmiany aktywnosci wymieniacza Na /Ca
(DHALLA i wspotaut. 1996).

BUDOWA CZASTECZKI WYMIENIACZA Na+/Ca2+

Obecnie znanych jest szereg izoform wy-
mieniacza Na /Ca , tworzgcych wspoélng ro-
dzine homologicznych biatek transportujgcych
jony (NIcOLL i wspoétaut. 1996a). Okreslono ge-
ny kodujgce izoformy wymieniacza wystepuja-
ce u myszy NCX1, NCX2 i NCX3, ktore znajdu-
ja sie odpowiednio na chromosomach 17, 7 i
12. Najbardziej rozpowszechniong izoformag
wymieniacza Na /Ca w komérkach pobudli-
wych jest izoforma NCX1; w komoérkach mie-
Snia sercowego jest jedyna, ktéra ulega eks-
presji (NICOLL i wspétaut. 1990).

W czagsteczce wymieniacza NCX1 mozna
wyrézni¢ pewne charakterystyczne obszary
okreslane jako a- i p-powtdrzenia (rys. 1). Kon-
serwatywne rejony a, o podobnej strukturze
pierwszorzedowej, oznaczone a-l i a-2 obej-
mujg odpowiednio transbtonowe domeny 2-3 i
8-9 i sg bezposrednio zaangazowane w proce-
sie wigzania i przemieszczania jonOw (NICOLL
1996a). Motywy (3-1 i p-2 znajduja sie w obsza-

rze duzej petli cytosolowej f, gdzie wystepuje
réwniez miejsce wigzania jonéw wapnia, spet-
niajacych funkcje regulatorowe. Miejsce to
rézni sie od miejsca, w ktéorym sa wigzane
transportowane jony wapnia. Miejsce regulato-
rowego wigzania jon6w wapnia obejmuje rejon
P-1 oraz obszar pomiedzy rejonami P-l i p-2
(MATSUOKA i wspoétaut. 1995).

Funkcja N-koncowej 32-aminokwasowej
sekwencji sygnatowej, wystepujgcej w czg-
steczce wymieniacza, nie jest jasna (DURKIN i
wspoétaut. 1991). Przypuszcza sie, ze jest ona
potrzebna do prawidtowego wbudowania biat-
ka do btony, poniewaz w peini funkcjonalnym
biatku N-koniec jest silnie natadowany, co sta-
nowitoby przeszkode we wbudowywaniu wy-
mieniacza (REEVES i wspotaut. 1994, SAHIN-
TOTH i wspotaut. 1995). Innym charaktery-
stycznym rejonem czgsteczki wymieniacza
NCX1 jest segment okreslany jako NKP, obej-
mujacy transbtonowe domeny 4 i 5 (NIcoLL i
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Rys. 1 Model wymieniacza Na+/Ca2+ (NCX1) (wg Nicolla i wspotaut. 1996b, zmodyfikowany).

Sekwencja aminokwasowa proponowanych fragmentéw transbtonowych. Sekwencje aminokwasowe znajdujace sie po-
za btong zaznaczono literami a-l. Aminokwasy nalezace do powt6rzen a i majgce wysoka homologie z Na+ K+ATPazg zo-
staty pogrubione. Pojedyncze miejsce glikolizacji Asn-9 zaznaczono jako CH2. Rejony czgsteczki o szczegélnym znacze-
niu: N-koniec, sekwencja sygnatowa; fragment homologiczny z Na+K+ATPaza 194-WEVWEGLLT wykazujacy 61%
identycznosci z Na+K+, SERCA-, PCMA- i K+H+ATPazami; rejon XIP 219-RRLLFYKYVYKRYRAGKQRG; fragment ho-
mologiczny z biatkiem pasma 3, anionowego transportera 263- SHVDSFLDGALVLEVDE, 60% identycznosci z biatkiem
pasma 3a szczura; domeny wigzace jony wapnia, 446-DDDIFEEDE i 498-DDDHAGIFTEFE; rejon podlegajacy réznico-

wemu skiadaniu (570-645); rejon bogaty w reszty kwasnych aminokwaséw 723-EDDDDDECGEE.

wspotaut. 1990). W rejonie tym sekwencja
aminokwasow 194-WEVWEGLL jest w 61%
identyczna z odpowiadajgcymi jej rejonami w
czgsteczkach Ca -ATPazy z bton siateczki sar-
koplazmatycznej oraz Na+,K+, PMCA- i K+/H+
ATPaz. Ponadto reszta glutaminy (E), wystepu-
jaca w pozycji 199, jest zachowana we wszyst-
kich wymienionych typach ATPaz ijak wykaza-
no, jest resztg aminokwasowag niezbedng do
wigzania jonéw wapnia w czgsteczce Ca +ATP-
azy z bton SR. Aminokwas tenjest rowniez waz-
ny dla funkcji wymieniacza Na+/Ca +, a jego
mutacja prowadzi do utraty aktywnosci trans-
portowej (REEVES i wspétaut. 1994). Na po-
czatku duzej domeny cytosolowej f znajduje sie
20-aminokwasowy rejon czasteczki, zawieraja-
cy przede wszystkim reszty zasadowe i hydrofo-
bowe, przypominajacy domene wigzaca kalmo-
duline. Zsyntetyzowano peptyd XIP, (ang.
exchanger inhibitoiy peptide) o sekwencji ami-
nokwasow odpowiadajacej sekwencji wystepu-
jacej w czasteczce wymieniacza Na /Ca i
stwierdzono, ze hamuje on aktywnos¢ wymie-
niacza. Domena XIP peini zatem role domeny

autoinhibitorowej (He i wspoétaut. 1997). Inny
rejon czasteczki wymieniacza wykazuje 60%
identycznosci z anionowym wymieniaczem z
btony erytrocytéw szczura. Przypuszcza sie, ze
ten rejon czasteczki wymieniacza Na+/Ca +pet-
ni role w oddziatywaniu z cytoszkieletem,
miedzy innymi z ankiiyng (Li i wspo6taut. 1993).

Role poszczegélnych aminokwaséw wy-
mieniacza Na /Ca ,wystepujgcych w charak-
terystycznych rejonach czgsteczki biatka,
okreslono metodg mutacji punktowych. Nie-
ktére ze zmutowanych form biatka wykazywa-
ty zmiany w zaleznosci od pradu jonowego,
ptyngcego przez wymieniacz od potencjatu
btonowego (UaCa-V). Okazato sie, ze obszarami
szczegblnie czutymi na mutacje sg a-rejony
czgsteczki wymieniacza. Mutacje E199D Ilub
E199Q oraz T203V w rejonie NKP powodowa-
ty powstanie nieaktywnej formy wymieniacza.
Mutacje w rejonach zasadowych i kwasnych
aminokwas6w nie wywolywaly istotnych
zmian, z wyjatkiem mutacji D785E i D785N,
ktéra w rezultacie powodowata utrate aktyw-
nosci NCX1 (NIcoLL i wspétaut. 1996a).

REGULACJA AKTYWNOSCI TRANSPORTOWEJ WYMIENIACZA Na+/Ca2+

Ze wzgledu na swojg elektrogennos¢ wy-
mieniacz Na /Ca moze zmieni¢ Kkierunek

transportu jonéw w zaleznosci od ich stezenia,

jak réwniez od potencjatu btonowego. Termo-



Charakterystyka i regulacja wymieniacza Naf/Ca2+ 575

dynamiczng site napedzajgcag dla wymieniacza
Na /Ca wyraza rownanie na potencjat zwrot-
ny (ang. reversal potential), to jest taki poten-
cjat, w ktéorym system wymiany znajduje sie w
réwnowadze:

Bna/Ca —IFYN\a~ 2Eca=
= - RTF'lInl([Ca2]o/[Ca2+]J([Na+,/[Na+]0Q3}

gdzie ENajest potencjatem zwrotnym, EMa i
Ec” sg potencjatami rownowagowymi dla Na i
Ca , okreslonymi przez potencjat Nemsta, R
stata gazowa, T temperatura absolutna i F sta-
ta Faradaya. Jesli potencjat btonowy bedzie
bardziej ujemny niz ENs/Ca, prad bedzie ptynatw
kierunku wnetrza komorki i NCX1 bedzie usu-
wat Ca na zewnatrz komérki. W odwrotnym
przypadku jony wapnia bedg naptywaty do cy-
tosolu. Zgodnie z tym réwnaniem niewielkie
zmiany stezenia jonow sodu powodujg znaczne
zmiany w transporcie jon6w wapnia. Sytuacja
ta ma miejsce w przypadku migsnia sercowego
szczura, w ktorym poziom jonéw sodu jest wy-
zszy niz w komorkach sercowych innych gatun-
kéw (BERS 1991). Przypuszcza sie, ze w cyklu
pobudzeniowo-skurczowym miesnia Ca moze
naptywa¢ do komérki przez wymieniacz
Na+/Ca + wptywajgc na proces wyptywu Ca2+z
bton SR stymulowany przez te jony (CICR, ang.
calcium induced calcium release) (LEBLANC i
HUME 1990). Utatwieniem tego procesu jest po-
wstawanie w poblizu btony lokalnych gradien-
téw stezen jonow sodu i wapnia (ang. fuzzy spa-
ce) (LEDERER i wspoétaut. 1990, LIPP i NIGGLI
1994). O mozliwosci udzialu wymieniacza
Na /Ca w procesie CICR moze swiadczy¢ jego
lokalizacja w btonie plazmatycznej komorki
miesniowej serca w rejonie bogatym w kanaliki
systemu T, biorgce udziat w przekazywaniu sy-
gnatu docierajgcego do komorki miesniowej i
przekazywaniu go do bton SR. Przypuszcza sie
takze, ze proces roznicowego skitadania moze
prowadzi¢ do powstania izoform wymieniacza o
réznej lokalizacji w btonie plazmatycznej
(Frank i wspotaut. 1992, Kieval i wspétaut.
1992). Ostatnio wykazano istnienie specyficz-
nego sprzezenia funkcjonalnego pomiedzy wy-
ptywem Ca z bion SR, a wymieniaczem
Na+/Ca +(Janiak i wspoOtaut. 1996, Lewartow-
SKI i wspo6taut. 1996). Wykazano, ze Ca2+wypty-
wajacy z siateczki sarkoplazmatycznej jest
transportowany przez wymieniacz Na+/Ca +na
zewnatrz komarki réwniez w fazie spoczynkowej
serca (Wolska i Lewartowski 1993).
Wymieniacz Na' /ca”’ podlega regulacji
przez jony Na i Ca + Podwyzszenie stezenia

jonéw sodu w komdrce lub obnizenie stezenia
jonéw wapnia prowadzi do zahamowania ak-
tywnosci transportowej wymieniacza Na /Ca
(Matsuoka i wspoOtaut. 1995). Pomimo ze dzia-
tanie wymieniacza Na'/ca® nie jest zwigzane
z hydroliza ATP, nukleotyd ten ma wptyw na
jego aktywnos¢. Dotychczas zaktadano, ze
proces ten nie jest zwigzany z fosforylacjg cza-
steczki wymieniacza w sercu, chociaz jak po-
kazano, niektore jego izoformy moga ulegac¢ fo-
sforylacji. Ostatnie badania wykazaty, ze w ko-
morkach sercowych nowo narodzonych szczu-
réow oraz w komoérkach CCL39 wymieniacz
NCX1 moze ulega¢ fosforylacji przez kinaze
biatkowag C. Fosforylacja ta wptywa na zwiek-
szenie jego aktywnosci (IWAMOTO i wspétaut.
1996a). Zaobserwowano réwniez fosforylacje
wymieniacza Na /Ca przez kinaze biatkowg
C w komoérkach miesni gtadkich aorty pod
wpltywem aktywacji komorek czynnikami
wzrostu (IWAMOTO i wspotaut. 1996b). Przypu-
szcza sie, ze rola ATP moze polega¢ takze na
zmianie oddziatywania wymieniacza z cyto-
szkieletem komdérkowym (REEVES i wspétaut.
1994). Istniejg rowniez doniesienia Swiadczace
0 zaangazowniu translokazy aminofosfolipi-
déw w procesie regulacji aktywnosci wymie-
niacza Na+/Ca +przez ATP (HILGEMANN i COL-
LINS 1992). Badania nad wymieniaczem
Na /Ca w komodrkach widkien nerwowych
katamarnicy pozwolity zidentyfikowaé w cyto-
solu rozpuszczalne niskoczgsteczkowe biatko,
SCPr (ang. soluble cytoplasmic protein). Biat-
ko to przywraca regulacyjny efekt MgATP na
wymieniacz Na /Ca ’zanikajgcy w czasie izo-
lowania bton komérek nerwowych lub w wyni-
ku diugotrwatej dializy wewnatrzkomérkowej
(DIPOLO iwspo6taut. 1997). Dotychczas nie wy-
kazano istnienia takiego biatka w komoérkach
miesnia sercowego ssakow.

Ostatnio zsyntetyzowano dodatnio natado-
wany heksapeptyd FRCRCF hamujacy aktyw-
no$¢ wymieniacza w stezeniach mikromolo-
wych. Jest on specyficzny w stosunku do wy-
mieniacza Na /Ca i wykazuje duzg szybkos¢
hamowania. Kanat wapniowy typu L btony
plazmatycznej nie ulega inaktywacji w obecno-
Sci tego peptydu. Jednoczesnie wykazano, ze
ograniczona proteoliza nie zmieniata zdolnosci
inhibitorowych tego peptydu (KHANANSHVILI i
wspétaut. 1996).

Wymieniacz Na+/Ca + podlega rowniez re-
gulacji hormonalnej. Oddziatywanie adrenali-
ny, angiotensyny Il i endoteliny 1 z odpowie-
dnimi receptorami, znajdujgcymi sie w bionie
plazmatycznej komérek serca, prowadzi do
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zmian inotropowych i chronotropowych w
miesniu. Pod wptywem stymulacji tych recep-
torow nastepuje uruchomienie szlaku zwigza-
nego z powstawaniem inozytolo-I,4,5-trisfo-
sforanu (IP3 i 1,2-diacylglycerolu w wyniku
hydrolizy fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosfora-
nu (PIP2 przy udziale fosfolipazy C. Prowadzi
to do aktywacji wymieniacza Na /Ca przez
zmiane otoczenia lipidowego i fosforylacje
przy udziale kinazy biatkowej C (Ballard i
Schaffer 1996, Fukuta i wspé6taut. 1996,
IWAMOTO i wspétaut. 1996a). Czynniki wpty-
wajace na zmiany aktywnosci wymieniacza
Na /Ca przestajg dziata¢ (wyjatek stanowi
peptyd FRCRCF), jesli zostanie odtrawiona
przez enzym proteolityczny lub usunieta przez
manipulacje genetyczna duza domena cytoso-
lowa f biatka (REEVES i wspoétaut. 1994).
Regulacja aktywnosci wymieniacza
Na /Ca moze réwniez zachodzi¢ na drodze
posredniej, w wyniku zmian aktywnosci
Na ,K -ATPazy z btony plazmatycznej komérki
sercowej. Sytuacje te przedstawia rysunek 2.

Antoni Wrzosek

Na ,K -ATPaza jest odpowiedzialna za utrzy-
manie gradientu stezen jonéw sodu i potasu
przez btone plazmatyczng (BOLDYREV 1993).
Wptyw zmian aktywnosci Na+K+ATPazy moz-
na przesledzi¢ po zastosowaniu specyficznych
jej inhibitoréw, ouabainy lub glikozydéw po-
chodzacych z wyciggu z naparstnicy. Pod
wptywem tych czynnikéw nastepuje podwyz-
szenie wewnatrzkomérkowego stezenia Nat.
Zwigekszony poziom jondw sodu powoduje
zmiane aktywnosci wymieniacza Na+/Ca + i
podwyzszenie stezeniajondw wapnia w sarko-
plazmie w fazie rozkurczu. Interesujgcym wy-
daje sie faktjednoczesnej, zwiekszonej ekspre-
sji wymieniacza Na /Ca + i Na+K+ATPazy w
komérkach hodowanych przez dtuzszy czas w
obecnosci ouabainy (PHILIPSON 1992). Wydaje
sie, ze synteza niektorych biatek transportuja-
cych jony moze by¢ dynamicznie kontrolowa-
na. Ostatnio wykryto endogenny czynnik o
dziataniu podobnym do ouabainy, wptywajgcy
na aktywnos$¢ Na+K+ATPazy (povis 1994).

Rys. 2. Homeostaza jonow ca’" w komorkach miesnia sercowego (wg REEVESA i wspétaut. 1994, zmodyfi-

kowany) .

(1) Na+K -ATPaza utrzymujgca transbtonowy gradient Na+i K+ (2) kanat sodowy odpowiedzialny za naptyw Na+do ko-

morki podczas depolaryzacji btony komoérkowej; (3) wymieniacz Na' 7ca”

; (4) kanat wapniowy odpowiedzialny za na-

ptyw jonéw Ca2+ do komoérki podczas potencjatu czynnosciowego; (5) Ca +-ATPaza z btony plazmatycznej, enzym usu-

wajacy jony Ca z komorki.
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CHARACTERISTICS AND REGULATION OF Na /Ca’"
EXCHANGER IN MAMMALIAN HEART MUSCLE

Summary

The plasma membrane Na+/Ca2texchanger is the ma-
jor system responsible for maintaining calcium homeosta-
sis in sarcoplasm of cardiac muscle. Na /Ca2+ exchanger
moves 3 Na across the plasma membrane in exchange for
lCa2+ transported in the opposite direction, on expense of

the energy coming from the sodium gradient across the
membrane. Primaiy structure, as well as the role of the
exchanger in calcium homeostasis of the cardiac muscle
and its regulation are presented.
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