PROBLE;;;Y NAéK B|OLOG|;ZNY§H Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

1998
(238)
43-52

Tom 47,
Numer 1
Strony

Mirostawa Walerczyk, Hanna Fabczak i Stanistaw Fabczak

Zaktad Biologii Komérki

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego

Pasteura 3, 02-093 Warszawa
E-mail: hannafab@nencki.gou.pl

BUDOWA | WELASNOSCI KANALOW JONOWYCH AKTYWOWANYCH PRZEZ cGMP W
KOMORKACH FOTORECEPTOROWYCH KREGOWCOW

WPROWADZENIE

Zainteresowanie kanatami jonowymi, ktére
sg aktywowane cyklicznymi nukleotydami ma
swoj poczatek w potowie lat 80-tych. Wéwczas
po raz pierwszy wykazano, ze kanaty kationowe,
posredniczace w przekazywaniu sygnatu Swietl-
nego w precikach z siatkéwki oka kregowcow,
sg aktywowane bezposrednio przez przylacze-
nie cyklicznego 3',5-monofosforanu guanozyny
(cGMP) (Fesenko iwspoOtaut. 1985), aniejak do
tej pory uwazano poprzez ich fosforylacje.
Wkrétce po tym odkryciu kanatyjonowe zalezne
od cGMP zostaty zidentyfikowane w czopkach,
drugim rodzaju komdérek fotoreceptorowych
wystepujacych rowniez w siatkdwce oka i odpo-
wiedzialnych za widzenie w kolorach (Cobbs i
wspoétaut. 1985, Haynes i Yau 1985). Kanaly
podobnie funkcjonujace zlokalizowano pézniej
w nabtonku wechowym, lecz w tym przypadku
moga one by¢ aktywowane zaréwno przez
cGMP, jak i CAMP (Nakamura i Gold 1987). We
wszystkich tych komérkach przewodnictwo jo-
nowe kanatow jest kontrolowane bezposrednio
przez wigzanie cyklicznych nukleotydow. Fun-
kcjonalnie ten rodzaj regulacji przypomina ka-
naty aktywowane przez ligandy w synapsach z

tg roznica, ze miejsce wigzania liganda do biat-
ka znajduje sie w przypadku kanatéw aktywo-
wanych cyklicznymi nukleotydami w dome-
nach zlokalizowanych od strony cytoplazmy.

Odmienny typ kanatdéw jonowych, ktorych
przewodnictwo jest regulowane réwniez przez
cykliczne nukleotydy, zostat odkryty w komor-
kach miesnia sercowego, jader oraz nerek ssa-
k6w (Ahmad i wspotaut. 1990, DiFrancesco |
Tortora 1991, Marunaka i wspétaut. 1991,
Biel i wspotaut. 1993, 1994, Distler i wspot-
aut. 1994). Wedtug FiNNa i wspotpracownikéw
(1996) ten rodzaj kanatow powinien by¢ nazwa-
ny raczej kanatami modulowanymi, a nie akty-
wowanymi przez cykliczne nukleotydy gdyz
przewodzenie przez niejonéw jest niezalezne od
przytaczenia czasteczki cyklicznego nukleoty-
du. Cykliczne nukleotydy w tych kanatach jo-
nowych zmieniajg tylko prawdopodobienstwo
otwarcia. W ponizszy artykule zasadnicza uwa-
ga zostanie poswiecona omodwieniu wylgcznie
kanatéw aktywowanych cyklicznymi nukleoty-
dami ze szczegélnym uwzglednieniem kanatéw
wystepujacych w btonie zewnetrznego segmen-
tu precika siatkéwki oka kregowcow.

FUNKCJA KANALOW AKTYWOWANYCH PRZEZ cGMP

W precikach i czopkach siatkéwki oka moz-
na wyréznic¢ dwie strukturalne czesci: segment
zewnetrzny i wewnetrzny, potgczone ze sobg

poprzez zmodyfikowana rzeske (rys. 1). Absorp-
cja Swiatla i jego przetworzenie ma miejsce w
segmencie zewnetrznym precika, zbudowanym
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Rys. 1L A — Schemat budowy precika z siatkéwki oka kregowcéw z zaznaczonym segmentem zewnetrznym
i wewnetrznym. B — Powiekszony fragment precika siatkéwki oka kregowcow w dwéch stanach fizjologicz-
nych: w ciemnosci i podczas stymulacji swiattem. R — rodopsyna, T — transducyna (heteromeryczne biatko
G zbudowane z podjednostek a, @iy), PDE — fosfodiesteraza.

z szeregu rownolegle utozonych ptaskich dys-
kéw mieszczgcych fotoreceptor, rodopsyne i
biatko wigzgce GTP, transducyne, otoczonych
btong komorkowa. W blonie komorkowej sg
zlokalizowane kanaty jonowe, ktdre w ciemno-
sci, na skutek przytaczenia czasteczek cGMP,
pozostajg w stanie otwartym. Absorpcja fotonu
przez rodopsyne uruchamia kaskade enzyma-
tyczng, w ktorej transducyna aktywuje enzym
hydrolizujacy cGMP, fosfodiesteraze, powodu-
jac obnizenie poziomu cGMP w cytoplazmie i
oddysocjowanie cGMP od czgsteczki biatka two-
rzacego kanat. W koncowym efekcie kanat za-
myka sie i nastepuje przerwanie wptywu jonow

sodu i wapnia do wnetrza komoérki fotorecepto-
rowej. Natomiast istniejagcy w komadrce system
ATP-az iwymiennikdow jonowych, regulujacych
wyptyw jondw na zewnatrz, pozostaje na takim
samym poziomie aktywnosci, jak przed stymu-
lacjg $wiattem. W wyniku tych proceséw naste-
puje obnizenie stezenia kationéw w cytopla-
zmie, btona komdérkowa ulega hiperpolaryzacji
idochodzi dowytworzenia potencjatu fotorecep-
torowego. W ten sposéb absorpcja bodzca
Swietlnego zostaje przeksztatcona na odpowiedz
elektryczna na btonie komadérkowej (Pugh i Lamb
1993).



Budowa i whasnosci kanatéwjonowych 45

MOLEKULARNA BUDOWA KANALOW AKTYWOWANYCH PRZEZ cGMP

Poznanie struktury kanatéw jonowych, re-
gulowanych cyklicznymi nukleotydami, stato
sie mozliwe dopiero po otrzymaniu oczyszczo-
nego biatka kanatu regulownego przez cGMP z
precika siatkéwki oka wotu (Cook i wspotaut.
1986, 1987) i sklonowaniu jego cDNA (Kaupp i
wspétaut. 1989). W oczyszczonym preparacie,
na podstawie rozdziatu na zelu poliakrylamido-
wym, stwierdzono obecnos$¢ biatka, ktérego
przyblizony ciezar czgsteczkowy wynosi 63
kDa. Polipeptydem tym okazata sie a-podjedno-
stka kanatu jonowego. Na podstawie za$ se-
kwencji cDNA okres$lono jego ciezar na 80 kDa
(690 aminokwasoéw). R6znica miedzy tymi war-
tosciami prawdopodobnie wynika z potransla-
cyjnej modyfikacji biatka polegajacej na usunie-
ciu 92 aminokwaséw z N-korica (Molday i
wspotaut. 1991).

Wyniki, jakie otrzymano po zastosowaniu
metod biologii molekularnej sugeruja, ze istnie-
ja dwie formy (3-podjednostki, powstate na sku-
tek réznicowego sktadania (alternative splicing)
MRNA tego polipeptydu. Krotszy polipeptyd, o
ciezarze czasteczkowym 70,8 kDa, jest zbudo-
wany z 623 aminokwasow, a dtuzszy o ciezarze
102,3 kDa skiada sie 909 aminokwaséw. Te
dwa polipeptydy roznig sie miedzy sobagjedynie
odcinkiem 286 aminokwaséw na N-koncu, kto-
ry wystepuje w dituzszym polipeptydzie (Chen i
wspotaut. 1993, Molday i Hsu 1995). Jednak
w oczyszczonych preparatach precikéw okawo-
tu nie stwierdzono obecnosci polipeptydéw (70-
102 kDa) odpowiadajacych (3-podjednostce.
Znaleziono natomiast oprécz a-podjednostki
dodatkowo polipeptyd o masie czasteczkowej
240 kDa (Cook i wspoélaut. 1987, Molday i
wspoétaut. 1990, chen iwspétaut. 1994). Biatko
to poczatkowo uznano za biatko cytoszkieletu,
spektryne, ze wzgledu na zblizony ciezar czgste-
czkowy, zdolnos¢ wigzania kalmoduliny oraz
pozytywna reakcje immunologiczng przeciwciat
monoklonalnych wytworzonych przeciw temu
polipeptydowi ze spektiyng (M olday i wspétaut.
1990). Jednakze na podstawie analizy sekwen-
cyjnej aminokwaséw ta hipoteza zostata wyklu-
czona (Molday i Hsu 1995). Stwierdzono nato-
miast, ze polipeptyd 240 kDa ma niespotykang
dwuczesciowg strukture, gdzie C-koniec (823
aminokwasy) ma sekwencje odpowiadajgca (3
podjednostce, w 86% homologiczng do [3-pod-
jednostki kanatu regulowanego cGMP z siat-
kowki oka cztowieka. Ta czes¢ polipeptydu po-
siada miejsce wigzania cGMP. Hydrofitowy N-
koniec tego polipeptydu zawiera wiele reszt

kwasu glutaminowego ajego sekwencja amino-
kwasOw jest prawie identyczna z sekwencja
biatka GARP (glutamic acid-rich protein) (Kor-
schen iwspo6taut. 1995). Odkrycie to wyjasnito
niezrozumiate do tej pory wyniki doswiadczen,
w ktorych biatko o ciezarze 240 kDa wigzato
znakowane cGMP (shinozawa i wspotaut. 1987,
Brown iwspoétaut. 1993).

Na podstawie wspétczynnika Hilla dla biat-
ka kanatéw regulowanych przez cGMP, ktorego
warto$¢ wynosi 2 do 3,5 (wspétczynnik okresla-
jacy minimalna liczbe czgsteczek cGMP wyma-
gang do aktywacji kanatu) uwaza sie, ze kanaty
aktywowane cyklicznymi nukleotydami moga
by¢ zbudowane z 4 lub 5 podjednostek. Podjed-
nostka a wydaje sie by¢ gtdbwnym elementem
funkcjonalnym tego kanatu, zdolna sama utwo-
rzy¢ homomeryczny, funkcjonalny kanat jono-
wy, roznigcy sie jednak niektérymi wiasciwo-
Sciami od kanatu wystepujacego w btonie ko-
mérkowej (Kaupp i wspoétaut. 1989). Natomiast
zadna z form (3-podjednostki nie jest w stanie
utworzy¢ w petni funkcjonalnego kanatu, ktéry
bytby regulowany przez cykliczne nukleotydy.
Wydaje sie wiec, ze kanat zalezny od cGMP jest
heterooligomerem, zbudowanym przynajmniej
z dwoch typow podjednostek, a i (3 przy czym
(3-podjednostka wchodzi w skiad biatka o cieza-
rze czasteczkowym 240 kDa. Wzajemne oddzia-
tywanie tych podjednostek gwarantuje prawid-
towe funkcjonowanie kanatu w btonie komaérko-
wej, zapewnia takie jego wlasnosci, jak zalez-
nos¢ aktywnosci kanatu od kalmoduliny, jonéw
dwuwartosciowych oraz od poziomu cGMP
(Molday i Hsu 1995).

Pomimo ze funkcjonalnie kanaty aktywowa-
ne cyklicznymi nukleotydami nalezg do klasy
kanatéw regulowanych poprzez wigzanie ligan-
doéw, to budowg swojg przypominaja one zalez-
ne od napiecia blonowego kanaly potasowe
(Catterall 1988, Numa 1989, Eismann i wspot-
aut. 1993, Ranganathan 1994, Biel i wspolaut.
1995), analogicznie do kanatéw zaleznych od
napiecia, a-podjednostka kanatu aktywowane-
go cyklicznymi nukleotydami sklada sie z 6
transbtonowych hydrofobowych segmentéw,
oznaczanych kolejno od S do S6 (rys. 2). Szcze-
golnie sekwencja aminokwasowa dwoch z nich
przypomina kanat regulowany napieciem. Seg-
ment S4 (sonda napieciowa) jest zbudowany z
4 lub 5 powtarzajgcych sie sekwencji amino-
kwaséw, w skiad ktérych wchodzg dodatnio
natadowane reszty argininy lub lizyny rozdzie-
lone przez 2 hydrofobowe aminokwasy (kaupp i
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wspoétaut. 1989, Jan i Jan 1990, Goulding |
wspotaut. 1992, Bier i wspotaut. 1995). W przy-
padku kanatu potasowego, regulowanego na-
pieciem, ta zalezna od zmian potencjatu btono-
wego domena jest zbudowana z 7 powtarzajg-
cych sie sekwencji aminokwaséw, obejmujag-
cych calg grubos¢ dwuwarstwy lipidowej. Przy-
puszcza sie, ze zmiany potencjatu btonowego
indukujg zmiany konformacyjne tego segmen-
tu, co w konsekwencji moze regulowaé¢ zmiany
w przewodnictwie jonow przez kanat. W komaor-
kach fotoreceptorowych i komérkach nabtonka
wechowego zalezna od napiecia domena jest
znacznie skrocona i nie obejmuje swym zasie-
giem calej grubosci btony, ponadto w skiad jej
wchodzi kilka aminokwaséw posiadajacych
ujemny tadunek. Postuluje sig, ze wlasnie te
czynniki lub nieefektywne potgczenie segmentu
S4 z regionem poru moga by¢ przyczyna braku
zmian aktywnosci kanatéw regulowanych przez
cykliczne nukleotydy w odpowiedzi na zmiany
napiecia na blonie w zakresie fizjologicznym
(Yau i Baylor 1989, Kaupp 1991, Molday | HsU
1995).

aminokwaséw, ktére w dwuwarstwie lipidowej
tworzag dwa antyrownolegte (3segmenty (strands).
Mutacja biatka tworzacego kanat potasowy, po-
legajgca na usunieciu w regionie poru dwoch
sasiednich aminokwasow, tyrozyny i glicyny,
nie wystepujacych w kanale aktywowanym
cGMP, powoduje nie tylko utrate selektywnosci
kanatu dlajondéw potasu, ale réwniez blokowa-
nie kanatu przez jony dwuwartosciowe (Hegin-
botham I wspOtaut. 1992, Molday I Hsu 1995).
Zaréwno N- i C-koniec tancucha polipeptydo-
wego a-podjednostki majg charakter hydrofilo-
wy i sg zlokalizowane od strony cytoplazmy
(Cook i wspétaut. 1989, Moiday i wspodlaut.
1991, 1992, Molday i Hsu 1995). Na C-koncu
wystepuje domena zbudowana z okoto 130 ami-
nokwasoéw, odpowiedzialna zawigzanie cyklicz-
nych nukleotydéw. Domena ta prawdopodob-
nie wspotdziata z porem kanatu i moze regulo-
wac przeptywjonéw przez kanat. We wszystkich
tych typach kanatéw region wigzacy nukleotydy
wykazuje wysoki stopiert homologii (30-50%) do
domeny wigzacej cykliczne nukleotydy w kina-
zach biatkowych, zaleznych od cAMP i cGMP

Rys. 2. Hipotetyczny model organizacji kanatu aktywowanego cyklicznymi nukleotydami. Widoczne 6
segmentéw transbtonowych S1-S6 z zaznaczonym fragmentem poru kanatowego P. Na C-konicu widoczna
domena wigzgcg cGMP; na N-konhcu zaznaczono domene wigzgca kompleks Ca2+CaM, ktéra w komérkach

fotoreceptorowych wystepuje w (3-podjednostce.

Podobnie jak w przypadku kanatu potaso-
wego zaleznego od napiecia, w kanatach akty-
wowanych cyklicznymi nukleotydami pomiedzy
segmentem S5 i S6 znajduje sie region, ktérego
sekwencja aminokwasow odpowiada wewnatrz-
blonowej domenie P, formujacej por kanatu
(Guy 1 wspotaut. 1991, Ranganathan 1994,
1995, Biel i wspotaut. 1995). W
przeciwienstwie do kanatu potasowego zalezne-
go od napiecia, kanat aktywowany cyklicznymi
nukleotydami jest kationoselektywny. W kana-
le potasowym odcinek ten jest zbudowany z 21

MacKinnon

(PKA i PKG), a u bakterii z biatkiem wigzacym
cAMP (cAMP receptor protein [CRP], znanym tez
pod nazwag catabolite gene activator protein
[CAP]) (Finn iwspétaut. 1996). Dzieki poznaniu
krystalograficznej struktury tego wtasnie biatka
stwierdzono, ze kazde z dwdéch miejsc wigza-
cych cAMP formuje kieszer zbudowang z wielu
(3-segmentow i a-helisy. Czasteczka nukleotydu
zostaje zwigzana za pomoca wigzann wodoro-
wych i niepolarnych oddziatywann z biatkiem.
Reszty argininy, glutaminy i glicyny zostaty zi-
dentyfikowane w tym biatku jako aminokwasy
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oddzialtywujace z fosfoiylowang ryboza w cza-
steczce cAMP. ldentyczna sekwencja amino-
kwaséw rowniezjest obecnaw czasteczce biatka
kanatowego (Arg-559, Glu- -544, i Gly-543).
Jak wykazano ostatnio (Varnum i wspétaut.
1995), za selektywnosé¢ w wigzaniu cGMP do
biatka kanatowego jest odpowiedzialny ujemnie
natadowany kwas asparaginowy zlokalizowany
na a-helisie w pozycji 604. Zamiana jego na
aminokwas neutralny, na przykiad metionine,
tak jak ma to miejsce w (3-podjednostce biatka
kanatow komorek fotoreceptorowych lub komao-
rek nabtonkawechowego, zwieksza powinowac-
two do wigzania cAMP. Prawdopodobnie ujem-
nie natadowany aminokwas w pozycji 604 two-
rzy pare wigzan wodorowych z atomami azotu
w pierscieniu guaniny (Varnum i wspotaut.
1995)

Cechg charakterystyczng domeny wigzacej
cGMP w kanale jonowym, w odrdznieniu od
domen wigzacych cykliczne nukleotydy w kina-
zach biatkowych PKA i PKG, jest stabe wigzanie
cGMP. Ma to uzasadnienie fizjologiczne, gdyz po
stymulacji swiattem na skutek hydrolizy cGMP
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obniza sie poziom tego nukleotydu w cytopla-
zmie komoérek fotoreceptorowych oka kregow-
céw, a niskie powinowactwo do miejsca wigza-
nia umozliwia szybka dysocjacje cGMP od czg-
steczki biatka kanatowego, zamkniecie kanatu
i zwigzane z tym zmiany przewodnictwa btony
komorkowej (Lincoln i Cornwell 1993).

Podjednostka (Bkanatu regulowanego przez
cGMP w preciku siatkéwki oka wotu jest zbu-
dowana podobnie jak a-podjednostka tego ka-
natu. Réwniez skilada sie z 6 hydrofobowych
segmentéw, chociaz niektére z nich charakte-
ryzuja sie nizszym stopniem hydrofobowosci
niz analogiczne segmenty a-podjednostki. Row-
niez w (3-podjednostce mozna wyrozni¢ segment
S4 wrazliwy na zmiany napiecia na btonie oraz
region poru, ktory charakteryzuje sie brakiem
ujemnie natadowanych aminokwasow. Se-
kwencja aminokwasowa (3-podjednostki jest w
30% homologiczna do a-podjednostki, a dome-
na wigzaca cGMP wykazuje az 50% homologii
do odpowiedniej domeny a-podjednostki (Chen
i wspétaut. 1993, Molday i Hsu 1995).

WEASNOSCI KANALOW AKTYWOWANYCH PRZEZ cGMP

ZALEZNOSC OD POZIOMU cGMP

W jaki sposéb zmiany stezenia cGMP w
cytoplazmie sg przeksztatlcane na sygnat ele-
ktryczny na blonie? Odpowiedzi na to pytanie
po raz pierwszy dostarczyly badania z zastoso-
waniem metody ,patch-clamp” — (elektrofi-
zjologicznej metody pomiaru pradow jonowych
na fragmentach blony (fatki)), ktére wykazaty,
ze oddzielony od calej btony komdrkowej jej
maty fragment (fatka) z zewnetrznego segmentu
precika siatkéwki oka wolu, umieszczonej w
roztworze zawierajacym cGMP, zawiera niesele-
ktywne kanaly kationowe (FEsenko i wspétaut.
1985). W Srodowisku catkowicie pozbawionym
jonéw dwuwartosciowych analiza stanéw
otwarcia pojedynczego kanatu wskazuje na ist-
nienie Kilku pozioméw przewodnictwa kanatu,
przy czym najwyzsza wartos¢ nie przekracza 25
pS. Kanaty aktywowane przez cGMP charakte-
ryzujg sie czestymi krotkotrwatymi otwarciami.
Czas otwarcia kanatu nie przekracza kilku mi-
lisekund, podczas ktérych stale zmienia sie
amplituda pradu przeptywajgcego przez kanat
(flickering channels). Prawdopodobnie przyczy-
ng tego zjawiska jest luzne przytgczanie cGMP
do miejsc jego wigzania. Maksymalna amplitu-
da przewodzonego pradu jest odbiciem stanu,
w ktdiym wszystkie miejsca wigzania w czaste-

czce biatka kanatowego sg wysycone przez li-
gand (Yau i Baylor 1989). Analiza aktywnosci
kanatu w zaleznosci od stezenia cGMP pozwoli-
ta ustali¢, ze co najmniej 4 czasteczki cGMP
muszag zwigzac¢ sie z biatkiem kanatu, aby w
peini go aktywowaé (Yau i Baylor 1989, Kaupp
1991, KAUPPIALTENHOFEN 1992, ZUFALL iVVSpOI—
aut. 1994). Zalezno$¢ pradu rejestrowanego w
komadrkach fotoreceptorowych, adaptowanych
do ciemnosci (prad ciemnosciowy) od stezenia
cGMP ma charakter sigmoidalny, co z kolei
sugeruje, ze wiecej niz jedna czasteczka cGMP
musi by¢ przylaczona do biatka kanatu, aby
ulegt on nawet czesciowej aktywacji. Te wstepne
badania zostaty catkowicie potwierdzone przez
ostatnie wyniki doswiadczen (Ruiz i Karpen
1997) na pojedynczych kanatach. Badacze ci
poddali ekspresji w oocytach zaby szponiastej
Xenopus a-podjednostke kanatu z komorek
fotoreceptorowych. Nastepnie metoda patch-
clamp i fotoaktywowanych substancji uwalnia-
jacych cGMP bardzo precyzyjnie okreslili zalez-
nos¢ wielkosci przewodnictwa jonowego kana-
téw od iloSci czasteczek cGMP przytaczonych do
biatka kanatu. Wyodrebniono kilka stanéw
przewodnictwa kanatu aktywowanego przez
cGMP. Zwiazanie dwoch czasteczek cGMP z
biatkiem kanatu pozwolito rejestrowac zaledwie
1% maksymalnego pradu. Przyigczenie trzech
czasteczek cGMP powodowalo bardzo znaczny
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wzrost przewodnictwa (33% maksymalnego
pradu), a 100% aktywnosci kanatu obserwowa-
Nno po zwigzaniu czterech czgsteczek nukleoty-
du. W badaniach na catych komoérkach okreslo-
no warto$¢ wspoétczynnika Ki /2 (stezenie cGMP,
przy ktérym rejestrowany prad osiggat potowe
wartosci prgdu maksymalnego) dla kanatow
aktywowanych przez cGMP w komérkach foto-
receptorowyeh w ciemnosci, ktérawynosi 10 do
50 aM. Depolaryzacja btony komoérkowej zwie-
ksza aktywnos¢ kanatéw w obecnosci cGMP i
przyczynia sie do obnizenia wartosci K1/2 (Hay-
nes | wspotaut. 1986, Yau i wspoétaut. 1986,
Karpen | wspolaut. 1988).

SELEKTYWNOSC JONOWA KANALU

O selektywnosci kanatdéw jonowych, akty-
wowanych cyklicznym GMP, wspomniano
wczesniej w rozdziale omawiajgcym strukture
poru kanatowego. Kanatly aktywowane przez
cGMP przewodzg zaréwno jednowartosciowe i
dwuwartosciowe kationy oraz duze kationy or-
ganiczne (Torre i Menini 1994). Uszeregowanie
kationéw jednowartosciwych w zaleznosci od
wspotczynnika selektywnosci przebiega naste-

pujaco:
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NH4+> Na+> K+>Rb+>L i+>Cs +.

W tatkach btonowych z precikow siatkowki wy-
kazano, ze przynajmniej 13 organicznych
jednowartosciowych kationow jest przepusz-
czalnych przez kanat aktywowany przez cGMP,
wsrod ktoérych jony: metyloamonowy, dwume-
tyloamonowy i etyloamonowy sg przewodzone
stosunkowo dobrze (Picco i Menini 1993, Torre
i Menini 1994). Szereg selektywnosci dla katio-
néw dwuwartosciowych, wyznaczony na pod-
stawie doswiadczen patch-clamp, uktada sie
nastepujaco:

Sr2+> Ca2+> Baz+ > Mg2+ > Mn2+

(Menini | wspétaut. 1988, Yau i Baylor 1989,
Torre I Menini 1994). W ciemnosci prad wpty-
wajacy do komorki fotoreceptorowej przez kanat
aktywowany cGMP w okoto 70% jest tworzony
przezjony Na+, 15% przezjony Ca2+i 5% przez
jony Mg2+orazw 8% przezjony Na+wptywajace
przez wymiennik typu Na+/Ca2+-K+ (Nakatani |
Yau 1988, Kaupp i Altenhofen 1992).

BLOKOWANIE KANALOW AKTYWOWANYCH PRZEZ cGMP

BLOKOWANIE PRZEZ JONY DWUWARTOSCIOWE

Jony dwuwartosciowe nie tylko sg przewo-
dzone przez kanat jonowy aktywowany przez
cGMP, ale réwniez moga go czesciowo blokowaé
(Fesenko IwspoOtaut. 1985, Hodgkin i wspOtaut.
1985, Haynes i wspétaut. 1986, Zimmerman |
Baylor 1986,1992, Lamb | Matthews 1988,
Colamartino | wspotaut. 1991). Podobnymi
wilasnosciami charakteryzuja sie zalezne od na-
piecia btonowego kanaty wapniowe (Finn i
wspotaut 1996). Przewodnictwo pojedynczego
kanatu aktywowanego cyklicznym GMP w nie-
obecnosci Ca2+lub Mg2+wynosi 20-25 pS (Hay-
nes | wspc')’faut. 1986, Zimmerman i Baylor
1986, Matthews i Watanabe 1987, Hanke i
wspotaut. 1988), a obecnos¢ 1 mM ktdregos z
tych jonéw w Srodowisku komorki powoduje
obnizenie przewodnictwa do wartosci 0,1 pS
(Bodoia i Detwiler 1985, Matthews 1986, Ka-
upp I Altenhofen 1992). Stwierdzono, ze miej-
scem odpowiedzialnym za ten efekt hamowania
jest kwas glutaminowy zlokalizowanyw w pozy-
cji 363 w regionie poru przy zewnetrznej stronie
btony komérkowej. Zamiana tego aminokwasu
na aminokwas obojetny (np. glutamine) powo-

duje, ze efekt blokowania kanatu przez zew-
natrzkomoérkowy Mg2+i Ca2+jest znacznie zre-
dukowany (Root i McKinnon 1993). W przypad-
ku homotetramerycznego kompleksu (cztery a-
podjednostki) az 4 reszty kwasu glutaminowe-
go, wspotoddziatywujac tworza dwa niezalezne
miejsca wiazania dwuwartosciowych kationéw.
Taki uktad jest charakterystyczny dla kanatéw
wapniowych zaleznych od napiecia na btonie
komérkowej (Mori i wspétaut. 1991, Yang i
wspétaut. 1993). W warunkach naturalnych
kanat aktywowany przez cGMP jest heterome-
rem. Podjednostka {3-kanatu zamiast kwasu
glutaminowego posiada glicyne, istnieje wiec
przypuszczalnie tylko jedno miejsce wigzania
jonéw wapnia lub magnezu do domeny poru
(Chen i wspotaut. 1994).

BLOKOWANIE PRZEZ SUBSTANCJE ORGANICZNE

Wiele substancji organicznych posiada wita-
sciwosci blokowania kanatéw aktywowanych
przez cGMP. Jedng z najbardziej znanych jest
L-cis-diitiazem. Jego izomer, D-cis diltiazem, jest
blokerem kanaléw wapniowych zaleznych od
napiecia i ma znacznie mniejszy efekt na kanaty
aktywowane cyklicznym GMP (Koch i Kaupp
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1985). Znaczna redukcja aktywnosci kanatow
aktywowanych przez cGMP w tatkach btono-
wych zachodzijuz przy mikromolarnych steze-
niach L-cis-diltiazemu (Koch i Kaupp 1985,
stern | wspotaut. 1986, Quandt i wspoétaut.
1991, Haynes 1992, McLatchie | Matthews
1992, 1994). Stopien spadku aktywnosci kana-
tow w wyniku dziatania blokera rosnie wraz ze
wzrostem depolaryzacji btony, co sugeruje, ze
miejsce wigzania L-cis-diltiazemu znajduje sie
w transblonowym zaleznym od napiecia seg-
mencie. Z drugiej strony wiadomo, ze efektyw-
nos¢ dziatania L-cis-diltiazemu jest zalezna od
obecnosci p-podjednostki i w kanatach homo-
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merycznych (zbudowanych tylko z a-podjedno-
stki) jego wptyw na aktywnos$é kanatu jest 100
razy mniejszy. Mozna wiec przypuszczaé, ze
gtdbwnym miejscem wigzania L-cis-diltiazemu
jest segment zalezny od napiecia na btonie w
(3-podjednostce (Chen iwspo6taut. 1993). Oprocz
L-cis-diltiazemu kanaty regulowane cykliczny-
mi nukleotydami mogag by¢ blokowane réwniez
przez inne blokery kanatéw wapniowych, takich
jak pimozyd (Nicol 1993), 3’4’-dichlorobenza-
mil pochodnag amiloridu (Nicol i wspotaut.
1987) i anestetyk tetrakaine (Schnetkamp
1987,1990, Quandt i wspdétaut. 1991).

MODULOWANIE AKTYWNOSCI KANALOW

MODULOWANIE PRZEZ KOMPLEKS KALMODULINA — JONY
WAPNIA

Aktywnos¢ kanatéw regulowanych przez cy-
kliczne nukleotydy moze by¢ modulowana
przez zwigzanie kompleksu kalmodulina-jony
Ca2+ (Ca2+CaM) do biatka kanatowego, bez
udziatu kinazy biatkowej zaleznej od kalmodu-
liny (zagotta 1996). W obecnosci kompleksu,
Ca -CaM wartos¢ Ki/2 dla kanatéw z komorek
fotoreceptorowych wzrasta dwukrotnie (Hsu i
Molday 1993, 1994, Gordon iwspétaut. 1995).
Wspoétczynnik Ki 72 w przypadku kanatow regu-
lowanych cyklicznymi nukleotydami z komoérek
receptorowych nabtonka wechowego jest 20-
krotnie wyzszy w obecnosci kompleksu Ca +
CaM (Chen i Yau 1994). Przyczyng tak duzej
rozpietosci wptywu kalmoduliny na przewod-
nictwo kanatéw jonowych moze byé miejsce
wigzania Ca2+CaM do czagsteczki biatka kana-
towego. W przypadku kanatéw jonowych z ko-
morek fotoreceptorowych jest to (3-podjedno-
stka (chen i wspé6taut 1994). Natomiast w ka-
natach z nabtonka wechowego miejsce wiazania
kalmoduliny znajduje sie na N-koricu taricucha
polipeptydowego a-podjednostki (Liu i wspot-

aut. 1994). Przypuszcza sie, ze jest to domena,
ktora wspoétdziatajagc z dwoma pierwszymi
transbtonowymi segmentami, Sl i S2, jest od-
powiedzialna za potgczenie miedzy podjedno-
stkami i proces otwierania (gatting) kanatu
(Goulding i wspotaut. 1994). Antagonista kal-
moduliny, mastoparan, powoduje czesciowe
zniesienie wpltywu Ca2+CaM na aktywnos¢ ka-
natu (Hsu i Molday 1994, Molday i Hsu 1995).

MODULOWANIE PRZEZ FOSFORYLACJE

Whprawdzie aktywnos¢ kanatéw jonowych z
komorek fotoreceptorowych zalezy bezposred-
nio od zwigzania cykliczego nukleotydu do od-
powiedniej domeny na C-koricu biatka kanato-
wego, a nie od jego ufosforylowania, to stopien
fosforylacji biatka kanatu moze mie¢ jednak
wptyw nawartosé Ki/2. Dwie fosfatazy biatkowe
typu 1i 2A majg odmienny efekt na powinowac-
two cGMP do biatka kanatowego, co moze wska-
zywacé na istnienie dwoéch ré6znych miejsc fosfo-
rylacji. Ostatnie badania wykazujg, ze kinaza
biatkowa C i kinaza biatkowa A moga fosforylo-
wacé N-koniec taricucha polipeptydowego (Gor-
don iwspotaut. 1992, Biel i wspotaut. 1995).

PODSUMOWANIE

Kanaty aktywowane przez cykliczne nukleo-
tydy uczestnicza w przekazywaniu réznych
bodzcow nie tylko u kregowcéw. Zlokalizowano
je w komorkach fotoreceptorowych mieczakéw
(Gotow I NisHi 1991, Gotow i wspdlaut. 1994)
i glowonogéw (Huppertz 1995). Ostatnio poja-
wity sie doniesienia o sklonowaniu biatka kana-
towego z Drosophila melanogaster (Bauman i
wspoétaut. 1994). Sekwencja DNA homologiczna

do sekwencji kanatu regulowanego cyklicznymi
nukleotydami zostata réwniez zidentyfikowana
jako czes¢ genomu nicienia, Caenorhabditis ele-
gans, (wilson iwspoétaut. 1994). W czutym na
Swiatto orzesku, Stentor coeruleas, réwniez
stwierdzono obecnos¢ kanatéw aktywowanych
przez cGMP (Koprowski i wspolaut. 1997). Ka-
naty aktywowane cyklicznymi nukleotydami
stanowig zatem wazna, ciagle powiekszajaca sie
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grupe kanatéw jonowych o ogromnym znacze-
niu w wielu ré6znorodnych procesach komarko-
wych. Sag one istotnym elementem szlaku

STRUCTURE AND PROPERTIES OF

ION CHANNELS ACTIVATED BY cGMP

przekazywaniabodzcéw tak u kregowcow, jak i
bezkregowcéw, a nawet mikroorganizmow, co
czyni z nich niezwykle interesujacy obiekt badan.

IN PHOTORECEPTOR

CELLS OF VERTEBRATES

Summary

Cyclic nucleotide-gated channels are a novel class of
ion channels detected initially in photoreceptor and olfac-
tory receptor cells. The cGMP-gated channel plays a central
role in the phototransduction process in rod and cone
photoreceptor cells. Functionally the cGMP-gated channel
belongs to the class of ligand-gated channels, which are
activated by the binding of ligand (cGMP) to a domain in the
carboxyl terminal region. On the other hand, structurally
they are clearly related to the superfamily of voltage-gated
cation channels. Recent biochemical and molecular biology

studies indicate that the cGMP channel is composed of a
complex of two subunits a and p. Primary structural ana-
lysis indicates that a and p subunits contain the cGMP-
binding domain, a number of transmembrane segments, a
voltage-sensor motif, and pore region. This channel is per-
meable to monovalent and divalent cations. Recent studies
also indicate that calmodulin binds to the channel complex
and modulates its sensitivity for cGMP in a Ca2+dependent
manner.
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