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KALRETIKULINA — BIALKO O WIELU OBLICZACH

WSTEP

Wewnatrzkomdrkowe jony wapnia petniag
role wtornego przekaznika sygnatdéw, ktory
kontroluje tak réznorodne procesy, jak prze-
miany metaboliczne lipidéw i weglowodanow,
synteze i wydzielanie hormonéw i neuroprze-
kaznikéw, skurcz miesni i ruchliwo$¢ oraz ak-
tywnos$¢ mitotyczng (Carafoli 1987). Krotko-
trwate zmiany wewnatrzkomoérkowego steze-
nia Ca sag odpowiedzialne za sprzezenie elek-
trycznych lub chemicznych impulséw wytwa-
rzanych na poziomie btony plazmatycznej, z
funkcja réznorodnych uktadéw w komobrce.
Prawidtowa homeostaza jonéw wapnia w ko-
morce jest wynikiem wspoétdziatania uktadéw
transportujgcych Ca whbrew gradientowi ste-
zenia tego kationu i biatek wigzacych Ca .Jo-
ny wapnia, okresowo naptywajgce do komorki,
sg gromadzone w cysternach siateczki sar-
koplazmatycznej lub endoplazmatycznej (SR
lub ER). Ich stezenie w cytoplazmie podlega
gwattownym zmianom, ktére sg wyktadnikiem
aktywacji kanatow wapniowych znajdujacych
sie w SR/ER, aktywnosci SR/ER Ca-ATPazy i
stymulacji naptywu zewnagtrzkomoérkowego
Ca +(Pozzan i wspétaut. 1994). Wyptyw Ca +z
SR/ER powoduje wzrost stezenia jonoéw wap-
niaw cytoplazmie, co odgrywa kluczowg role w
regulacji zaleznych od Ca procesow komor-
kowych. Natomiast nadmierna lub przedtuzo-
na akumulacja jonéw wapnia w cytoplazmie
prowadzi do Smierci komérki. Stad tez mecha-
nizmy odpowiedzialne za utrzymanie we-
wnatrzkomoérkowej homeostazy jonéw wapnia
musza spetnia¢ wyjatkowo surowe Kkryteria.
Podczas gdy catkowite stezenie wapnia w cys-
ternach SR/ER osigga wartosci rzedu 10 M,
stezenie wapnia w formie zjonizowanej jest
przynajmniej tysigckrotnie nizsze. Swiadczy to
0 obecnosci we wnetrzu bton SR/ER bardzo
wydajnego ukitadu wigzacego jony wapnia.
Biatka wchodzace w skiad tego uktadu musza

peini¢ dwie, niejako przeciwstawne, funkcje:
wigza¢ Ca z duzg wydajnoscig, aby w ten
spos6b umozliwi¢ Ca-ATPazie wydajny tran-
sport jon6bw wapnia z cytosolu do cystern
SR/ER, ale z niskim powinowactwem, co z ko-
lei pozwala na uwolnienie Ca z SR/ER. Do
tej pory scharakteryzowano kilkanascie biatek
wigzacych jony wapnia, ktére znajdujg sie w
SR/ER.

Kalsekwestryna jest najbardziej rozpo-
wszechnionym biatkiem SR wigzacym jony
wapnia. Jej gtdwna rolg jest podtrzymywanie
akumulacji Ca w cysternach SR migs$nia ser-
cowego i miesni szkieletowych (M ilner i wspot-
aut. 1992). Wigzanie jonow waphnia przez to
biatko obniza ich stezenie wewnatrz cystern.
Ma to dwojakie znaczenie. Po pierwsze, zwiek-
sza pojemnos¢ wewnagtrzkomorkowych maga-
zynow wapnia i po drugie, utatwia Ca-ATPazie
transport Ca do wnetrza SR. Postuluje sie
takze, iz kalsekwestryna moze oddzialtywaé z
kanatem wapniowym SR, regulujac wyptyw jo-
noéw wapnia z siateczki sarkoplazmatycznej.
Kalsekwestryne charakteryzuje duza wydaj-
nos¢ wigzaniajondéw wapnia (40 do 50 molijo-
nu jest wigzane przez mol biatka), ale umiar-
kowane powinowactwo (stata dysocjacji kom-
pleksu biatko-Ca réwna sie 1x 10 mola).

Kalsekwestryna jest gtéwnym, ale nie je-
dynym biatkiem wigzgcym Ca w SR. Poza nig
zidentyfikowano sarkolumenine, biatko bogate
w histydyne (HCP), endoplazmine (Grp94),
wielofunkcyjng izomeraze dwusiarczkéw (PDI),
biatko aktywowane przez glukoze (BiP) i kalre-
tikuline, zwang poczatkowo biatkiem o wyso-
kim powinowactwie do Ca Ilub kalreguling
(Milner i wspotaut. 1992). Kalretikulina wy-
stepuje w SR komdrek miesni szkieletowych
jedynie w niewielkich iloSciach i na tej podsta-
wie sadzi sie, iz nie petni ona znaczacej roli w
homeostazie jonéw wapnia. Natomiast kalreti-
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kulina jest gtbwnym biatkiem wigzacym ca’’,
obecnym w SR komdrek mieéni gtadkich i w
ER komérek niemiesniowych (Michalak i
wspotaut. 1992, Milner i wspoOtaut. 1992,
Nash i wspotaut. 1994). Kalretikulina posiada
dwa miejsca wiagzgce jony wapnia. Jedno cha-
rakteryzuje sie wyzszym powinowactwem do
Ca KJ =1 mM), ale wigze tylko jeden jon
wapnia. Drugie natomiast wykazuje nizsze po-
winowactwo (Kd = 0,25-2,0 mM), ale duzg po-
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jemnos¢ (25 moli Ca2+/mol biatka). W ciagu
ostatnich lat zainteresowanie Kkalretikuling
wzrosto wrecz lawinowo. Dowodem na to sg
miedzy innymi miedzynarodowe sympozja po-
Swiecone wytacznie roli tego biatka w regulacji
tak réznorodnych funkcji komoérkowych, jak
homeostaza jonéw wapnia, ekspresja genow,
adhezja komdrkowa czy ksztattowanie dojrza-
tych biatek (Krause i Michalak 1996).

KALRETIKULINA — BIALKO | GEN

Uzyskanie sekwencji cDNA kodujgcego
pierwszorzedowg strukture biatka oraz eks-
presja i analiza chimer biatkowych zawierajg-
cych rozne odcinki tancucha peptydowego, po-
zwolity na uzyskanie szeregu informacji, doty-
czacych strukturalnej i funkcjonalnej organi-
zacji kalretikuliny (Friegel i wspoétaut. 1989,
Baksh i Michalak 1991). W czasteczce kalreti-
kuliny mozna wydzieli¢ trzy domeny funkcjo-
nalne i trzy sekwencje sygnatowe.

Sekwencja sygnatowa N-konca obejmuje
17, gtéwnie hydrofobowych, reszt aminokwa-
sowych. Kieruje ona kalretikuline do wnetrza
ER, gdzie fragment ten jest nastepnie usuwa-
ny. Sekwencja sygnatowa C-kornica — KDEL
(czteiy koncowe aminokwasy) jest odpowie-
dzialna za pozostawanie biatka w ER. Ponadto
w czagsteczce Kkalretikuliny znajduje sie se-
kwencja PPKKIKDPD sygnalizujaca mozliwo$¢
translokacji tego biatka do jgdra komorkowe-
go-

Trzy domeny funkcjonalne kalretikuliny:
N, P i C petnig zgota odrebne funkcje. Domena
N obejmuje reszty aminokwasowe 1-180. Jest
ona unikalna dla kalretikuliny i ulegta zacho-
waniu w trakcie ewolucji. Domena N wigze sie
z receptorami hormonéw sterydowych, jak i z
syntetycznym peptydem KLGFFKR, ktérego
sekwencja odpowiada fragmentowi podjedno-
stki a-integryny. Ponadto postuluje sie, ze ta
domena moze by¢ odpowiedzialna za wigzanie
jonow cynku. Przewidywana struktura prze-
strzenna domeny N to dwa przeciwbiezne,
réwnolegte tancuchy o strukturze B Domena P
obejmuje reszty aminokwasowe 181-280 ijest
wzbogacona w reszty proliny. W jej obrebie
mozna wyrozni¢ trzykrotnie powtarzajgce sie
sekwencje PXXIXDPDAXKPEDWDE (sekwen-
cjia A) i GXWXPPXIXXPXYX (sekwencja B).
Takze i te sekwencje ulegly zachowaniu w
ewolucji. Na uwage zastuguje fakt, ze sekwen-
cje te sg réwniez obecne w czgsteczce kalne-
ksyny, ktora pelni role biatka opiekurnczego

(ang. chaperone) (Bergeron i wspotaut. 1994).
W domenie P przewiduje sie wystepowanie
trzech struktur przestrzennych typu helisa-
-petla-helisa. Wykazuja one pewne podobien-
stwo do struktury ,EF-hand” w czgsteczce kal-
moduliny i sg prawdopodobnie odpowiedzialne
za tworzenie miejsca o wysokim powinowac-
twie do Ca . Domena C obejmuje reszty ami-
nokwasowe 281-401. Charakteryzuje ja duza
liczba (37) kwasnych reszt aminokwasowych
(Nash i wspoétaut. 1994) i w niej znajduje sie
miejsce o niskim powinowactwie, ale duzej po-
jemnosci wigzania Ca + Ostatnie cztery reszty
aminokwasowe domeny C-KDEL powoduja, ze
dojrzata czasteczka kalretikuliny pozostaje w
btonach ER. Kalretikulina wigze sie takze z re-
ceptorem biatek zawierajacych te sekwencje.
Domena C wigze sie in vitro z innymi biatkami
ER (Burns i Michalak 1993) oraz z czynnika-
mi krzepliwosci krwi IX, X i protrombing (Ku-
WABARA i wspotaut. 1993). Sekwencja amino-
kwasow wystepujagcych w obrebie domeny C
wykazuje pewne podobienstwo do sekwencji
aminokwaséw kalsekwestryny, PDI, BiP oraz
Grp94 (Nash i wspo6taut. 1994).

Kalretikulina pojawita sie prawdopodob-
nie na pézniejszych etapach ewolucji. Znajdu-
je sie ja w zwierzecych i roslinnych organi-
zmach tkankowych. Nie spotyka sie jej nato-
miast u drozdzy. Niewatpliwie organizmy tkan-
kowe czerpigjakas$ korzys¢ z obecnosci kalreti-
kuliny, ajej pojawienie sie byto znaczacym wy-
darzeniem w ewolucji, skoro czasteczki tego
biatka obecne w organizmie cztowieka, szczu-
ra, krélika i mieczaka wykazujg 90% zgod-
nosci w sekwencji aminokwaséw (McCauliffe
i wspotaut. 1992). Jak wspomniano sekwencje
A i B, znajdujace sie w obrebie domeny P kal-
retikuliny, sg obecne takze w katneksynie. Ten
wysoki stopienn podobienstwa domeny P obu
biatek sugeruje, ze kalretikulina mogta po-
wsta¢ w wyniku modyfikacji genu kalneksyny
poprzez podstawienie nowej domeny N i doda-
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nie, podobnej do C-koncowej czesci kalsekwe-
stiyny, domeny C.

Ekspresja kalretikuliny jest regulowa-
na w czasie réznicowania sie komorek (Khan-
na i Waisman 1986). Analiza promotora jej ge-
nu wykazata obecnos¢ sekwencji odpowie-
dzialnych za wigzanie szeregu czynnikéw
transkrypcyjnych (McCauliffe i wspoé6taut.
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1992). Do tej pory zidentyfikowano czynnik
rozpoznajacy sekwencje CCAAT i biatko reti-
noblastomy, odpowiedzialne za regulacje
wczesnych etapoéw cyklu komoérkowego. Po-
nadto stwierdzono, ze opr6znienie cystern ER
z jonow wapnia wpltywa na podwyzszenie
transkrypcji genu kalretikuliny (Krause i Mi-
chalak 1996).

KALRETIKULINA REGULUJE POZIOM WEWNATRZKOMORKOWEGO Ca2+

Wyniki badan przeprowadzonych w ciggu
ostatnich trzech lat wskazujg na udzial tego
biatka nie tylko w wigzaniu Ca wewnatrz cy-
stern ER (Bastianutto i wspoOtaut. 1995, Mery
i wspétaut. 1996, Opas i wspoétaut. 1996), ale i
w regulacji oscylacji stezenia cytoplazmatycz-
nego Ca . Klasycznym przyktadem moze tu
by¢ wpltyw kalretikuliny na powstawanie fal
Ca , wywotanych przez inozytolo-I,4,5-tréjfo-
sforan (IP3 (Camacho i Lechleiter 1995). Fale
te sg tatwe do zmierzenia w oocytach zaby Xe-
nopus laevis. Wstrzykniety IP3 wywotuje po-
czatkowo gwattowny wyptyw Ca z ER do cyto-
plazmy (ang. Ca tide). Po krétkim czasie ste-
Zzenie cytoplazmatycznego Ca zaczyna oscylo-
wac¢ (ang. Ca waves). Oocyty produkujace
nadmiar kalretikuliny w wiekszosci wykazuja
tylko poczatkowg faze wyptywu. Czestotliwosé
oscylacji Ca mozna podwyzszy¢ poprzez
zwiekszong ekspresje izoformy Ca-ATPazy wia-
Sciwej dla ER — SERCAZ2b. Oocyty produkuja-
ce ten enzym w nadmiarze wykazujg zmienio-
ng odpowiedz na IP3. Nie obserwuje sie poczat-
kowej fazy wyptywu jonéw wapnia, lecz natych-
miastowe pojawienie sie oscylacji o wysokiej
czestotliwosci. Zwiekszona ekspresja kalreti-
kuliny powoduje zahamowanie tych oscylaciji.
Ekspresja mutantoéw delecyjnych kalretikuliny
pozwolita na ustalenie wiodacej roli domeny P
w regulacji oscylacji cytoplazmatycznego Ca

Mozna przypusci¢, ze domena zawierajgca
miejsce o wysokim powinowactwie do jonéw
wapnia wigze sie z Ca-ATPazg lub receptorem
IP3, podczas gdy domena odpowiedzialna za
wigzanie licznych jondéw wapnia nie bierze
udziatu w tym procesie.

Podwyzszona ekspresja kalretikuliny
wptywa takze na wielkos$¢ naptywu Ca do ko-
morki. W wielu typach komérek oproéznienie
wewnatrzkomorkowych magazynéw Ca po-
woduje aktywacje naptywu Ca z zewnagtrz
(Pozzan i wspotaut. 1994). Magazyny te mozna
oprézni¢ sztucznie, stosujac inhibitor Ca-ATP-
azy, tapsigargine. Po krotkim czasie cysterny
ER ulegaja opréznieniu z jonéw wapnia, dzie-
ki aktywnosci kanatu wapniowego, a zahamo-
wana Ca-ATPaza nie jest w stanie ponownie
wypetni¢ cystern ER. W tym przypadku doda-
nie jonéw wapnia do srodowiska zewnatrzko-
morkowego powoduje szybki naptyw Ca do
cytoplazmy przez btone komdérkowa. Napiyw
ten jest znacznie mniejszy w przypadku ko-
morek posiadajagcych zwiekszona zawarto$é
kalretikuliny (Mery i wspo6taut. 1996). Zmniej-
szenie naptywu nie jest zwigzane z podwyzszo-
nag zawartoscig Ca w cysternach ER komorek
zawierajacych dodatkowa pule kalretikuliny.
Dane te Swiadczg o bezposrednim udziale tego
biatka w regulacji ,pojemnosciowego” naptywu
Ca do wnetrza komorki.

UDZIAL KALRETIKULINY W KONTROLI EKSPRESJI GENOW | ADHEZJI KOMOREK

Kalretikulina moze takze petni¢ inne
funkcje w komoérce. Biatko to wiagze sie in vitro
Z receptorami sterydowymi (Burns i wspotaut.
1994, Dedhar 1994, Michalak i wspoétaut.
1996) uniemozliwiajagc im oddziatywania z se-
kwencjami DNA, wystepujgcymi w genach,
ktorych ekspresja jest regulowana przez hor-
mony sterydowe. Za hamujgcy wptyw kalreti-
kuliny na proces wiazania odpowiada domena
N w biatku (Burns i wspétaut. 1994). Komorki
o0 podwyzszonej zawartosci kalretikuliny wy-
kazujg zahamowang ekspresje gendw kontro-

lowanych przez hormony sterydowe (Burns i
wspoétaut. 1994, Dedhar 1994, Michalak i
wspotaut. 1996). Nalezy tu podkresli¢, ze jedy-
nie kalretikulina obecna w ER hamuje akty-
wacje genéw kontrolowanych przez hormony
sterydowe. Wzmozona ekspresja cytoplazma-
tycznego mutanta kalretikuliny nie powodo-
wata zmian w odpowiedzi komérki na sygnat
hormonalny (Michalak i wspotaut. 1996). Mo-
ze to Swiadczy¢ o tym, ze kalretikulina nie od-
dziatuje bezposrednio z receptorami sterydo-
wymi w komorce, ale jej obecnos¢ w ER jest
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niezbedna dla regulacji ich aktywnosci trans-
krypcyjne;j.

Wiazanie sie kalretikuliny in vitro z
biatkami znajdujacymi sie w innych niz ER
przedziatach komdérkowych stwierdzono takze
w przypadku integryny (Dedhar 1994, COPPO-
lino i wspotaut. 1995), co Swiadczytoby o
udziale kalretikuliny w procesie adhezji ko-
morek. Obnizenie jej zawartosci w komoérkach
powoduje ostabienie ich oddzialtywania z
podtozem (Leung-Hagesteijn i wspoétaut.
1994). Z kolei wzmozona ekspresja kalretiku-
liny wzmaga te oddziatywania, obniza ruchli-
wos¢ komoérek, powoduje tworzenie potaczen
miedzykomérkowych i zwieksza ich po-
wierzchnie przylegania (Opas i wspotaut.
1996). W tym ostatnim przypadku, kalretiku-
lina wptywa stymulujgco na ekspresje winku-
liny — biatka cytoszkieletu odpowiedzialnego
za tworzenie potaczern miedzykomérkowych
oraz potaczen komoérek z podiozem (Otto
1990). Kalretikulina reguluje takze adhezje za-
lezng od integryny. Komorki pozbawione obu
alleli genu kalretikuliny wykazuja silnie upo-
Sledzong adhezje, w ktdrej uczestniczy inte-
gryna (Coppolino i wspoétaut. 1997), aczkol-
wiek poziom ekspresji tego biatka nie ulegat
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zmianie. Ponowne wprowadzenie minigenu
kalretikuliny powodowato przywrocenie petnej
adhezji.

Wiagzanie sie kalretikuliny z receptora-
mi steiydowymi i z integiyng zostato udoku-
mentowane w badaniach in vitro. Skoro kalre-
tikulina jest biatkiem wystepujacym w bto-
nach ER to nalezatoby przyjaé, ze okresowo
pojawia sie w cytoplazmie badz w jadrze ko-
morkowym. Doniesienia na ten temat sg nie-
stety sprzeczne (Nash i wspétaut. 1994, Krau-
se | Michalak 1996). Zastosowanie czutej me-
tody immunofluorescencji oraz ekspresja fluo-
rescencyjnej chimery kalretikuliny nie wyka-
zaly jej obecnos$ci poza cysternami ER (Opas i
wspotaut. 1996). Tak wiec, albo nie potrafimy
uchwyci¢ momentu translokacji kalretikuliny,
albo biatko to reguluje funkcje receptorow ja-
drowych i receptoréw btonowych poprzez nie-
znany uktad sygnalizujacy, ktéry rozpoczyna
sie w btonach ER.

Wydaje sie, ze kalretikulina moze takze
petni¢ jakie$s funkcje w innych wyspecjalizo-
wanych strukturach wewnatrzkomaérkowych,
jak na przyktad w akrosomach plemnikow czy
litycznych ziarnistosciach cytotoksycznych
limfocytéw T (Nash i wspdétaut. 1994).

KALRETIKULINA PEELNI FUNKCJE BIALKA OPIEKUNCZEGO

Kalretikulina moze zastgpi¢ kalneksyne w
procesie ostatecznego formowania komple-
ks6w zgodnosci tkankowej typu | (Krause i Mi-
chalak 1996). Jest ona niezbedna do prawi-
diowego dojrzewania glikoprotein (Nauseff i
wspoétaut. 1995, Peterson i wspotaut. 1995,
Otteken i Moss 1996). Kalretikulina i kalne-
ksyna sg unikalnymi biatkami opiekunczymi,
gdyz dziatajg jak lektyny. Miejsca lektynowe
kalretikuliny wigza N-glikozydy o wzorze: (glu-
koza) i(mannoza)YN-acetyloglukozamina)2 i
znajdujg sie w domenie P. Interesujgce jest to,
ze w domenie P kalretikuliny i kalneksyny wy-
stepuja miejsca wigzania Ca z wysokim
powinowactwem (Baksh i Michalak 1991, Tjo-

elker i wspotaut. 1994). Proponuje sie, ze
Ca zwigzany z domeng P jest niezbedny dla
funkcji kalretikuliny”ako biatka opiekunczego.
Wysokie stezenie Ca z kolei hamuje oddziaty-
wanie kalretikuliny z biatkami, na przyktad
PDI (Baksh i wspétaut. 1995, Krause i Micha-
lak 1996). Za wigzanie z PDI jest odpowiedzial-
na domena N. Natomiast domena C, miejsce
wigzania licznych jonéw wapnia z niskim powi-
nowactwem, jest odpowiedzialna za zalezng od
stezenia Ca dysocjacje kompleksu kalretiku-
lina/PDI. Tak wiec wigzanie jonow wapnia
przez kalretikuling moze wptywac nie tylko na
poziom Ca w cysternach ER, ale i na oddzia-
tywanie kalretikuliny z innymi biatkami.

UWAGI KONCOWE

Przedstawione w niniejszym opracowaniu
obserwacje sugerujg, ze kalretikulina jest wie-
lofunkcyjnym biatkiem, biorgcym udziat w
zréznicowanej odpowiedzi komoérek na sygnat
waphniowy w regulacji ekspresji genoéw i adhe-
zji komérek oraz w ksztattowaniu wilasciwej
struktury biatek jako biatko opiekuncze
(rys. 1). Wigzanie Ca moze wptywac najej od-

dziatywania z innymi biatkami, na przykiad z
Ca-ATPaza lub receptorem IP3. Stezenie jonow
wapnia wewnatrz cystern ER moze takze zmie-
nia¢ jej witasciwos$ci jako biatka opiekunczego.
Funkcje petnione przez kalretikuline poza
obrebem ER moga wynikac¢ z translokacji tego
biatka z cystern ER, badz oddziatywania z hi-
potetycznym receptorem, w wyniku ktérego
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JEST CZASTECZKA SYGNALOWA ?

n Ca-ATPaza
2F<NO " Ca2+
receptor 12X

biatko
opiekuncze

» Cazx

integryna

&

ORT btona plazmatyczna

Rys. 1 Kalretikulina — tgcznik pomiedzy modyfikacjg biatek, ekspresjg genéw, adhezjg komoérkowg i sy-

gnatem wapniowym?

Projekt i wykonanie dr M. Michalak, Department of Biochemistry, University of Alberta, Edmonton, Canada. CRT — kal-
retikulina; receptor InsP3— receptor inozytolo-1,4,5-tréjfosforanu; CRAC — kanal wapniowy aktywowany przez opréz-

nienie cystern ER.

jest tworzony nowy sygnat regulujacy ekspre-
sje gendéw, adhezje komoérek i ruch jonéw wap-
nia przez btone komérkowa. To ostatnie przy-
puszczenie jest bardzo prawdopodobne, o
czym Swiadczy przyktad receptora biatka ER

— BiP. Receptor ten jest btonowg kinazg biat-
kowa, ktéra posredniczy w przekazywaniu sy-
gnatéw z ER do jadra komérkowego (Cox i
wspotaut. 1993, Mori i wspotaut. 1993).

CALRETICULIN—A MULTIFUNCTIONAL Caz+~BINDING PROTEIN

Summary

Calreticulin is one of the major Ca2~binding prote-
ins of the endoplasmic reticulum. It is, however, not just
another calcium-binding protein. Calreticulin has been
implicated in regulation of a variety of cellular processes.
Distinct functional properties of this protein can be attri-
buted to its three functional domains. P-domain is re-
sponsible for high affinity low capacity calcium binding,
regulation of cytosolic Ca2+ oscillations, store-operated
calcium influx and chaperone function. C-domain, a high

capacity low affinity calcium binding site, is responsible
for the Ca2+ storage in endoplasmic reticulum and inte-
raction with other ER proteins. N-domain, the most con-
served among calreticulins, may play a role in the regula-
tion of gene expression and cell adhesiveness. Thus, cal-
reticulin emerges as a connector molecule situated at the
crossroads of protein synthesis, regulation of gene expres-
sion and Ca signaling.
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