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KANALY JONOWE AKTYWOWANE PRZEZ CYKLICZNE NUKLEOTYDY

WPROWADZENIE

Kanaly jonowe, bezposrednio aktywowane
przez cykliczne nukleotydy (ang. cyclic nucleo-
tide gated channels, CNG), zostaly po raz
pierwszy zidentyfikowane w komorkach foto-
receptorowych i komoérkach wechowych kre-
gowcOoOw w potowie lat 80. ubiegltego stulecia.
W 1985 r. FESENKO ze wspotpracownikami wy-
kazal, ze w aktywacji kanaléw jonowych w pre-
cikach siatkéwki oka kregowcoOw bezposred-
nio uczestniczy cykliczny 3’,5’-monofosforan
guanozyny (cGMP). Tym samym zostala pod-
wazona, uznawana dotychczas teoria, w ktorej
zaktadano, ze aktywacja kanalow jonowych po-
sredniczacych w przekazywaniu sygnalu
Swietlnego nastepuje w wyniku fosforylacji z
udzialem kinaz biatkowych zaleznych od cy-
klicznych  nukleotydow  (RASMUSSEN i
GOODMAN 1977). W 1985 r. stwierdzono takze
obecnosc tego typu kanatow w czopkach, dru-
gim typie komorek fotoreceptorowych siat-
kowki oka kregowcow (COBBS i wspoOlaut.
1985, HAYNES i YAU 1985). Natomiast dwa lata
pozniej NAKAMURA i GOLD (1987) wykazali ist-
nienie kanatow aktywowanych przez cyklicz-
ne nukleotydy w komoérkach nabtonka wecho-
wego. Obecnie wiadomo, ze kanaty jonowe ak-
tywowane przez cykliczne nukleotydy moga
wystepowac rowniez w komorkach fotorecep-
torowych wielu bezkregowcow. Udato si¢ je zi-
dentyfikowa¢ u Drosophila wmelanogaster
(BAUMANN i wspotaut. 1994, MIYAZU i

wspotaut.  2000), Ceanorabditis elegans
(WILSON i wspotaut. 1994), Limulus (CHEN i
wspotaut. 1999), mieczakow (GOTOW i NISHI
1991, GOTOW i wspoétaut. 1994) oraz u glowo-
nogow (HUPPERTZ 1995). Obecnosc¢ tego typu
kanatow jonowych nie ogranicza si¢ jedynie do
komorek sensorycznych, zostaly one znalezio-
ne m. in. w komorkach budujacych rézne prze-
dzialy mo6zgu, w plemnikach kregowcow i bez-
kregowcow, w nerce (KAUPP i SEIFERT 2002).
Najnowsze doniesienia stwierdzaja, ze w rosli-
nach, Arabidopsis thaliana (LENG i wspotlaut.
1999), oraz u orzeskow, Stentor coeruleus
(KOPROWSKI i wspotaut. 1997, WALERCZYK i
wspotaut. 2000), roOwniez wystepuja kanaly jo-
nowe aktywowane przez cykliczne nukleoty-
dy.

Oprocz kanatow jonowych aktywowanych
bezposrednio poprzez przylaczenie czasteczek
cyklicznego nukleotydu do biatka tworzacego
kanat jonowy, znana jest druga grupa kanatow
jonowych, nazwanych kanatami modulowany-
mi przez cykliczne nukleotydy. W odréznieniu
od kanalow CNG, w tej grupie kanalow jono-
wych aktywacja nastepuje przez zmiane napie-
cia elektrycznego na blonie komorkowej, a
przytaczenie czasteczki cyklicznego nukleoty-
du zmienia jedynie prawdopodobienstwo
otwarcia kanalu jonowego (FINN i wspotaut.
1996). Kanaty tego typu zlokalizowano m. in. w
komorkach mieSnia sercowego, jader i nerek
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ssakow (AHMAD i wspoétaut. 1990; DIFRAN-
CESCO i TORTORA 1991; MARUNAKA i wspotaut.
1991; BIEL i wspotaut. 1993, 1994).

W artykule tym glowna uwaga zostanie po-
Swiecona kanatom jonowym aktywowanym
przez cykliczne nukleotydy, wystepujacym w ko-

morkach sensorycznych ukladu wzrokowego
(preciki i czopki siatkOwki) i wechowego kre-
gowcow. Szczegélowo omoéwimy strukture
kanatlow CNG, sekwencje aminokwasowa, a
takze stopien wrazliwosci na bodzce, sposoby
aktywacji i modulacji oraz selektywnos¢ jonowa.

FUNKCJA KANALOW CNG W KOMORKACH FOTORECEPTOROWYCH KREGOWCOW

Kanaly jonowe aktywowane przez cGMP
wystepuja, jak podano na wstepie artykulu, w
btonie komorkowej zaro6wno precikow, jak i
czopkow, czyli w obu typach komorek fotore-
ceptorowych kregowcow (COBBS i wspotaut.
1985, FESENKO i wspotaut. 1985, HAYNES i YAU
1985, YAU i BAYLOR 1989).

Omawiane komorki fotoreceptorowe wy-
kazuja wyrazna polaryzacje budowy oraz funk-
¢ji. Skladaja si¢ one z dwoch segmentow, zew-
netrznego i wewnetrznego, polaczonych ze
soba zmodyfikowana, nieruchoma rzeska. Seg-
ment wewnetrzny w obu typach komorek zbu-
dowany jest podobnie. Mieszcza si¢ w nim or-
ganelle niezbedne komorce do funkcjonowa-
nia, m. in. aparat Golgiego, siateczka endopla-
zmatyczna oraz mitochondria. W tej czesci ko-
morki zlokalizowane jest takze jadro, potozone
w poblizu elementu presynaptycznego
(Ryc. 1) (PETERS i wspotaut. 1983).
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segment zewnetrzny
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Ryc. 1. Schemat budowy komorek fotoreceptoro-
wych siatkowki oka A — precik, B — czopek (wg
PETERSA i wspoOlaut. 1983, RAYERA i wspolaut.
1990, zmodyfikowane)

Blona komorkowa segmentu zewnetrzne-
go czopkow, stanowiaca w tych komorkach je-
dyny wrazliwy na Swiatlo ukltad, wpukla sie
przeszto tysiackrotnie, w znakomity sposOb
zwiekszajac swoja powierzchnie (Ryc. 1B)
(RAYER i wspoétaut. 1990). W segmencie zew-
netrznym precikOw mozna natomiast wyroz-
ni¢ dwa oddzielone od siebie, fotoczute syste-
my. Jeden system stanowi btona komoérkowa, a
drugi, to rownolegle do siebie utozone dyski,
ktorych liczba w jednej komoérce moze docho-
dzi¢ do okoto tysiaca. Sa to zamknicte, sptasz-
czone cysterny o grubosci ok. 15 nm i odlegte
od siebie o ok. 15 nm. W dyskach mieszcza si¢
biatka szlaku fotoreceptorowego, rodopsyna
(R) oraz transducyna (T), specyficzne dla ko-
morek fotoreceptorowych oraz heterotrime-
ryczne biatko G, wiazace GTP (ROOF i HEUSER
1982, STRYER 1999). Stymulacja Swiatlem adap-
towanych do ciemnoSci precikow prowadzi
do hiperpolaryzacji blony komoérkowej i gene-
racji potencjatu fotoreceptorowego. Zmiany
elektryczne na blonie komorkowej sa konse-
kwencja zamkniecia kanalow jonowych akty-
wowanych przez cGMP. U podstaw tego zjawi-
ska lezy dobrze poznany szlak enzymatyczny,
ktory inicjowany jest absorpcja fotonOw przez
fotoreceptor, rodopsyne. Fotoaktywacja re-
ceptora prowadzi do wymiany GDP na GTP w
transducynie i oddysocjowanie a-podjednostki
(Ta) tego biatka. W stanie aktywnym Toa akty-
wuje fosfodiesteraze (PDE), enzym hydroli-
zujacy cGMP do GMP, w wyniku czego naste-
puje spadek poziomu cGMP w komorce. W
ciemnosci poziom cGMP w komorkach fotore-
ceptorowych kregowcow utrzymuje si¢ na wy-
sokim poziomie, wynoszacym, np. 40,7 pmo-
li/mg bialka u zaby (KILBRIDE 1980) i 146-155
pmoli/mg biatka u ropuchy (COHEN i BLAZYN-
SKI 1988), co zapewnia wysycenie wszystkich
miejsc wiazania tego nukleotydu w czasteczce
biatka kanatlowego i utrzymuje kanal w stanie
otwartym. Obnizenie poziomu cGMP w cyto-
plazmie po stymulacji Swiattem powoduje
zmniejszenie prawdopodobienstwa przylacze-
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nia cyklicznego nukleotydu do miejsc wiazania
w biatku budujacym kanal jonowy. W konse-
kwencji tego nastepuje zablokowanie wplywu
jonow Na" i Ca®" do wnetrza komorki fotore-
ceptorowej. Stezenie Ca** w komorce w ciem-
nosci wynosi 300-500 nM. Zamkni¢cie CNG
kanalow, przy stale dzialajacym systemie AT-
P-az i wymiennikow jonowych regulujacych
wyplyw jonéw na zewnatrz komorki, prowa-
dzi do redukgcji stezenia kationéw w cytopla-
zmie (np. stezenie Ca*" waha sie miedzy 30-50
nM), co powoduje hiperpolaryzacj¢ btony ko-
morkowej (Ryc. 2) (PUGH i LAMB 1993).
Obnizenie stezenia jonOwW wapnia w komor-
ce fotoreceptorowej w wyniku stymulagcji
swietlnej wlacza mechanizm ujemnego sprzeze-
nia zwrotnego, ktory kontroluje proces przeka-
zywania sygnalu Swietlnego poprzez naste-

<4——Na’

wspotaut. 2000). Po drugie, czas zycia aktywnej
formy fosfodiesterazy ulega skroceniu w wyni-
ku fosforylacji fotoaktywnej rodopsyny przez
kinaze rodopsynowa przy udziale kolejnego
biatka wiazacego wapn, rekoweryny (KOCH
1992). W koncu ostatni proces kontrolowany
przez Ca*’, w ktérym uczestniczy trzecie biatko
wiazace wapn, kalmodulina, powoduje, ze wraz
ze spadkiem poziomu jonéw Ca>* w komorce
nastepuje wzrost wrazliwosci kanatu na wiaza-
nie cGMP (MOLDAY 1996, HSU i MOLDAY 1993).
Wszystkie procesy sa odpowiedzialne za przy-
wrocenie stanu komorki sprzed stymulacji
Swiatlem (PUGH i LAMB 1993).

W drugim typie komorek fotoreceptoro-
wych kregowcow, czopkach, proces przekazy-
wania sygnalu Swietlnego przebiega bardzo
podobnie. Biora w nim udzial izomeryczne for-

<~ Na'

K'/Ca** >

@GTP

Ryc. 2. Fragment precika siatkOwki oka kregowcow z widoczna czescia dysku i blony komorkowej w
dwoch stanach fizjologicznych (dokladny opis w tekScie).

A —w ciemnosci, B—w Swietle oznaczenia: R — rodopsyna, T — transducyna («, 8, y — podjednostki), PDE — fosfo-

diesteraza.

pujace trzy procesy. Po pierwsze, obnizenie po-
ziomu jonOw wapnia w komorkach fotorecep-
torowych stymuluje cyklaze guanylanowa, kto-
rej aktywnosSc regulowana jest przez dwa biatka
wiazace wapn, znane jako biatka aktywujace cy-
klaze guanylanowa (ang. GC-activating prote-
ins, GCAP1i GCAP2) (KOCH 1992, PALCZEWSKI i

my tych samych biatek. Jednak wrazliwos¢
czopkow na Swiatlo jest od trzydziestu do stu
razy nizsza niz ma to miejsce w precikach.
Prawdopodobnie moze to by¢ zwiazane z usta-
leniem na roznym poziomie homeostazy wap-
niowej w tych obu typach komorek fotorecep-
torowych (KAUPP i SEIFERT 2002).

FUNKCJA KANALOW CNG W KOMORKACH WECHOWYCH KREGOWCOW

Komoérki wechowe kregowcoéw moga
postuzy¢ jako przyktad przekazywania bodz-
cOw chemicznych z udzialem kanalow akty-
wowanych przez cykliczne nukleotydy. W na-
btonku nerwowym okolicy wechowej znaj-
duja sie dwubiegunowe komorki czuciowe,
nazywane we¢chowymi. Pojedynczy dendryt
dochodzi do powierzchni neuroepitelium, a

pojedynczy akson biegnie az do opuszki we-
chowej. Ze szczytu dendrytu wyrasta od
20-50 rzesek, ktore tacza si¢ ze Sluzem pokry-
wajacym powierzchnie nabtonka. W rzeskach
tych nastepuje przetworzenie dochodzacej do
nich informacji chemicznej (odorant) na sy-
gnat elektryczny (PRASAD i REED 1999). Rzeski
w komorkach wechowych pelnia podobna
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funkcje do tej, jaka spelniaja zewnetrzne seg-
menty w precikach siatkowki oka. Odorant,
wiazac sie z mieszczacym sie w blonie komor-
ki wechowej chemoreceptorem, aktywuje
biatko G (G, ktore z kolei stymuluje cyklaze
adenylanowa typu III (ACIID). Pod wplywem
dzialania cyklazy dochodzi do wzrostu pozio-
mu cAMP w komorce, aktywacji kanatlow jo-
nowych zaleznych od cyklicznych nukleoty-

o O
O
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kanatéw jonowych przewodzacych jony chlo-
ru (Ryc. 3). Wyptyw Cl” z komorki pogtebia jej
depolaryzacje i zwicksza amplitud¢ poten-
cjalu chemoreceptorowego. Wzrost st¢zenia
Ca®" dziata, w przypadku komorek wecho-
wych, rOwniez jako regulator ujemnego sprze-
zenia zwrotnego. Po pierwsze, obniza wrazli-
woS¢ kanatow aktywowanych przez cykliczne
nukleotydy na dzialanie ligandu oraz stymulu-
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Ryc. 3. Schemat przeksztatcania sygnatu w komorkach wechowych kregowcow z udziatem cAMP.

ca® — jony wapnia, N a — jony sodowe, CI” —jony chlorkowe, OR — receptor wechowy, G — biatko G, ACIII-
cyklaza adenylanowa, CNG A2aA4B1— kanat aktywowany przez cykliczne nukleotydy (A2aA4B1 — podjednostki
kanahi), PDE1C2 — zalezna od kalmoduliny fosfodiesteraza, CaM — kalmodulina.

dow i naptywu do komorki jonow sodu i wap-
nia. Efektem tych zmian w blonie komorko-
wej jest jej depolaryzacja. Dodatkowo, wzro-
stowi st¢zenia jonOw wapnia w cytoplazmie
towarzyszy aktywacja zaleznych od Ca*’

je hydrolize cAMP poprzez aktywowanie fos-
fodiesterazy cyklicznych nukleotydow. Oba
procesy kontrolowane sa za posrednictwem
biatka wiazacego wapn, kalmoduliny (MENINI
1999, KAUPP i SEIFERT 2002).

BUDOWA MOLEKULARNA KANALOW CNG

Natywne kanaty jonowe aktywowane przez
cykliczne nukleotydy zbudowane sa z dwoch
typow podjednostek (a i f lub A i B) two-
rzacych zawsze heterotetramer, przy czym
udzial poszczegolnych podjednostek w jego
tworzeniu jest rézny w zaleznoSci od typu ko-
morek (patrz Ryc. 6, 7) (GORDON i ZAGOTTA
1995a). Kanaly CNG u ssakow kodowane sa
przez 6 réznych genow. Poniewaz poczatkowy
system nazewnictwa podjednostek kanalow
byt dosc¢ zagmatwany, zostat on niedawno zno-
welizowany (RICHARDS i GORDON 2000). Pod-
jednostki podzielono na dwie grupy. Do pierw-
szej zaliczono te, ktore moga samodzielnie
tworzy¢ kanaly jonowe — podklasa A (dawniej
a), z wyjatkiem podjednostki A4, do drugiej,

podjednostki, ktore nie sa w stanie samodziel-
nie utworzy¢ kanatéw jonowych — B (dawniej
B). Poszczegolne podjednostki nalezace do da-
nej podgrupy nazywane sa kolejnymi liczbami
(Tabela 1).

Oczyszczenie biatka kanatlu regulowanego
przez cGMP z precika siatkOwki oka wotu
(COOK i wspotaut. 1986, 1987) oraz sklonowa-
nie jego cDNA (KAUPP i wspotaut. 1989), staty
sie podstawa do okreSlenia struktury tych
kanalow jonowych. Na podstawie rozdziatlu na
zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS, zi-
dentyfikowano bialtko o masie czasteczkowe;j
okolo 63 kDa. Okazalo si¢, ze jest to podjed-
nostka Al kanalu jonowego. Jednak w oparciu
o sekwencje cDNA masg¢ tej podjednostki okre-
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Slono na 79,6 kDa (690 aminokwasow).
MOLDAY i wspotpracownicy (1991) zaktadaja,
ze roznica ta moze wynikac¢ z potranslacyjnej
modyfikacji biatka, w trakcie ktorej dochodzi
do usuniecia 92 aminokwaséw na N-koncu.
Podjednostke Al zlokalizowano w zewnetrz-
nym segmencie komoérek fotoreceptorowych
siatkowki oka, m. in. u czlowieka, szczura oraz
myszy (KUSAKA i wspolaut. 1996, YU i

cje silnie konserwowane. Istnieje przypuszcze-
nie, ze powtoOrzenia te sa zwiazane z od-
dziatywaniami biatko-bialko pomiedzy GARP i
fosfodiesteraza, cyklaza guanylanowa z kaseta
wiazaca ATP specyficznego dla siatkowki
transportera (ABCR) (KORSCHEN i wspotaut.
1999). Réznice miedzy Bla i B1b dotycza N-ko-
Aca i zwiazane sa z brakiem domeny GARP.
Krotszy wariant (B1b), w ktorym na N-koficu

Tabela 1. Nomenklatura podjednostek kanatow CNG (wg. KAUPPA i SEIFERTA 2002).

Podjednostka Lokalizacja podjednostki Nazwy
CNGAL1 Podjed. kanatu w precikach CNG1, CNGal RCNCl1
CNGA2 Podjed. kanatu w komorce wechowej CNG2, CNGa3, OCNC1
CNGA3 Podjed. kanatu w ézopkach k k CNG3, CNGo2, CCNC1
Druga/modulatorowa podjed. kanatu w CNGS5, CNGB2, CNGod4,
CNGA4 .
komorce wechowej OCNC2
Druga/modulatorowa podjed. kanatu w CNG4, CNGB1
CNGBI1 .
precikach
Druga/modulatorowa podjed. kanatu w CNG6, CNGf3
CNGB3
czopka

wspotaut. 1996, WISSINGER i wspolaut. 1997,
GERSTNER i wspotaut. 2000). Krotsza forme
podjednostki Al znaleziono w ekstrakcie z oka
kury (BONIGK i wspotaut. 1993).

W przypadku podjednostki B1, ktora wyste-
puje, jako produkt alternatywnego skladania
genow, w co najmniej dwoch zasadniczych wa-
riantach, Bla i B1b, sytuacja jest bardziej skom-
plikowana. W precikach siatkowki polipeptyd
o masie czasteczkowej 240 kDa zostal zidenty-
fikowany jako podjednostka Bla (KORSCHEN i
wspotaut. 1995). Ma on unikalna, dwucze-
Sciowa strukture, nie wystepujaca w innych
podjednostkach B tworzacych kanaly CNG
(Ryc. 4). Cytoplazmatyczny N-koniec, okresla-
ny terminem GARP, ma mase czasteczkowa
102,3 kDa i zbudowany jest z 909 aminokwa-
sow. Wykazuje on bardzo wysoki stopief po-
dobienstwa do dwoch rozpuszczalnych form
biatka bogatego w kwas glutaminowy (ang. glu-
tamic acid rich protein, GARP1 i GARP2), spe-
cyficznie wystepujacych jedynie w precikach
siatkOwki. Rozne formy tego biatka powstaja
zapewne w wyniku alternatywnego skladania
genow. Domena GARP, wchodzaca w sktad
podjednostki Bla precika, sktada si¢ z czterech
krotkich, okoto pietnastoaminokwasowych
powtorzen bogatych w prolineg. Sa to sekwen-

wystepuje polipeptyd o masie czasteczkowej
70,8 kDa zawierajacy 623 aminokwasy, zlokali-
zowany zostal w komoérkach wechowych i sma-
kowych. Oprocz domeny GARP, na N-koficu
zlokalizowano rowniez domene wiazaca kal-
moduline. Koniec karboksylowy podjednostki
B nosinazwe -odcinka i jest we wszystkich wa-
riantach homologiczny do Al (CHEN i
wspotaut. 1993, MOLDAY i HSU 1995, KAUPP i
SEIFERT 2002).

Kanaly CNG, ze wzgledu na sposob aktywa-
¢ji, zaliczane sa do tzw. klasy kanalow jono-
wych aktywowanych poprzez przylaczenie li-
gandu (cAMP lub cGMP). Jednak strukturalnie
podobne sa one do zaleznych od napiecia
blonowych kanatéow potasowych typu shaker
(NUMA 1989, EISMANN i wspotaut. 1993, RAN-
GANATHAN 1994, BIEL i wspotaut. 1995). Pod-
jednostka A i homologiczny do niej C-koniec
podjednostki B zbudowane sa z szeSciu
transblonowych, hydrofobowych fragmen-
tow, oznaczanych od S1 do S6, potaczonych ze
soba hydrofilowymi petlami wychodzacymi
poza obszar blony (Ryc. 4, 5). Segment S$4, tj.
tzw. sonda napi¢ciowa, jest zbudowany z czte-
ro- badz tez pieciokrotnie powtarzajacych sie
sekwencji aminokwasowych, utworzonych z
dodatnio naladowanych reszt argininy lub lizy-
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ny, rozdzielonych przez dwa hydrofobowe
aminokwasy (KAUPP 1997, JAN i JAN 1990,
GOULDING i wspoétaut. 1993, BIEL i wspotaut.

- miejsce glikozylacji

zny rotacji. Ruch ten bylby wystarczajacy do
umozliwienia transferu dodatniego tadunku z
wnetrza komorki do Srodowiska (CHA i

CNGA1
CNGA3
CNGA2

CNGA4

] CNGBI

. - transbtonowe segmenty kanatéw

|:| - region bogaty w kwas glutaminowy

|:| - domena wigzaca cykliczny monofosforan
<l - region GARP

I]] - miejsce wigzania kalmoduliny

P - region poru

Y

+

- napieciowo zalezny motvyw w domenie 4

Ryc. 4. Roéznice strukturalne pomiedzy podjednostkami kanalow aktywowanych przez cykliczne nu-

kleotydy.

Nomenklatura wg KAUPPA i SAIFERTA 2002.

1995). W kanale potasowym regulowanym na-
pieciem, domena ta sktada si¢ z siedmiu powta-
rzajacych sie sekwencji aminokwasowych.
Obejmuje ona cala grubos¢ btonowej dwuwar-

wspotaut. 1999, GLAUNER i wspotaut. 1999).
Jednak ostatnio zesp6t MacKinnona na podsta-
wie analizy krystalograficznej kanatu K™ zale-
znego od napiecia z Aeropyrum pernix (termo-

Strona
cytoplazmatyczna

P
s1 |s2 |[s3 34135 S6
+
+
Strona
zewnatrzkomoérkowa
ca*-caM

NH;

COOH
domena cGMP

Ryc. 5. Model podjednostki kanatu aktywowanego przez cykliczny GMP.

$1-S6 — segmenty transblonowe, P — por kanatu, Ca®"-CaM — domena wiazaca kompleks wapii-kalmodulina, do-
mena cGMP — domena wigzaca cGMP.

stwy lipidowej. Do niedawna uwazano, ze pod-
czas depolaryzacji btony komorkowej helisa w
segmencie S4 wykonuje rotacj¢ o 180° odchy-
lajac sie nieznacznie w stosunku do plaszczy-

filna archaebakteria) zaproponowat odmienny
mechanizm odpowiedzialny za otwarcie
kanatow regulowanych zmianami napi¢cia na
btonie komoérkowej. Por kanalu przewodzacy
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K" umieszczony jest centralnie i otoczony
przez napieciowo zalezne wypustki (ang. volta-
ge-sensor paddle) zlokalizowane na zewnetrz-
nym obwodzie kanatu. Wypustki utworzone sg
przez hydrofobowe kationowe struktury ufor-
mowane z dwoch helis (ang. helix-turn-helix
structure) segmentu S4. Otwarcie kanatu pod
wplywem zmian napi¢cia na blonie komorko-
wej zwiazane jest z przemieszczeniem tadunku
dodatnio  naladowanych reszt argininy
wchodzacych w sklad segmentu S4 i zmiang
potozenia napieciowo zaleznych wypustek. W
stanie zamkni¢tym wypustki umiejscowione sa
w btonie od strony cytoplazmy. Zmiana ich po-
zycji w obrebie blony w kierunku powierzchni

ktore wybiorczo przewodza jony K', moga
przewodzi¢ zaro6wno kationy jedno, jak i dwu-
wartoSciowe. Poznanie krystalicznej struktury
kanatu przewodzacego jony K u E. coli, po-
zwolito wyjasni¢ kwestie selektywnoSci tego
kanatu. Ot6z, motyw utworzony przez tyrozy-
ne, otoczona dwoma glicynami (GYG), od-
dziatywuje z dwoma resztami tryptofanu. Taki
uklad aminokwasoéw tworzy sie¢ aminokwa-
sOw aromatycznych (w strukturze tetrame-
rycznej 12 aminokwasow), ktore ksztaltuja
mankiet (ang. cuff) w obszarze filtru. W ten
sposOb powstaje rodzaj warstwy wypustek
ustawionych promieniscie i skierowanych do
otworu poru, zabezpieczajacych jego wlasciwa

Tabela 2. Sekwencja aminokwasoOw w obrebie poru w kanatach jonowych aktywowanych przez cy-

kliczne nukleotydy

kanat K+ 428 SIPDAFWWAV VT
CNG1 346 KYVYSLYW S TLT
CNG3 370 KYI YSLYW S TLT
CNG2 32 EYTYCLYW STLT

CNG4 48

zwroconej do srodowiska nastepuje w odpo-
wiedzi na zmiane napi¢cia na btonie komoérko-
wej i powodujac otwarcie kanatu (JIANG
wspotaut. 2003a, b). W kanatach aktywowa-
nych przez cykliczne nukleotydy sonda napig¢-
ciowa jest znacznie krotsza, a czeS¢ reszt argini-
ny wchodzacych w sktad tej domeny jest zamie-
niona na aminokwasy posiadajace ladunek
ujemny. W wymienionych wyzej czynnikach
nalezy przypuszczalnie szukac przyczyn braku
aktywnosSci tych kanalow w odpowiedzi na
zmiany w fizjologicznym zakresie napiecia
elektrycznego na blonie (YAU i BAYLOR 1989,
KAUPP 1991, MOLDAY i HSU 1995).

Blonowy fragment odcinka taczacego seg-
ment S5 i S6 tworzy por kanatu (P) (RANGAN-
THAN 1994, MACKINNON 1995, BIEL i wspotaut.
1995). Laczy sie on zdomena S5 poprzez gliko-
lizowany segment polozony na zewnatrz ko-
morki (Ryc. 4, 5) (WOHLFART i wspolaut.
1992). Por kanalow aktywowanych przez cy-
kliczne nukleotydy wykazuje wysokie podo-
bienstwo do analogicznego fragmentu
kanaléw K'. Zasadnicza r6znica miedzy tymi
dwoma klasami kanatéow dotyczy odcinka od-
powiedzialnego za przewodnoS¢ i selektyw-
nos¢, tzw. kanatlowego filtru. Kanaty aktywo-
wane przez cCAMP lub cGMP, w odroznieniu od
kanatow zaleznych od napiecia elektrycznego,

SYIRCYYWAVKT

MT T|V/iG DMTPVGV453
LTTIG ETPPPVR36®
LITTI G ETPPP VK393
LTTIG ETPPP VK34
LIlT1IG GLPDPRTSI2

srednice (DOYLE i wspotaut. 1998). W przypad-
ku kanatow aktywowanych przez cykliczne nu-
kleotydy przyczyna utraty selektywnoSci jest
brak dwoch sasiednich nukleotydow, tyrozyny
i glicyny z motywu (GYG) i obecnos¢ w tym
miejscu ujemnie natadowanych aminokwasow
kwasu glutaminowego lub asparaginowego
(Tabela 2). Wprawdzie zmiany w obszarze fil-
tru wprowadzone przez cztery fadunki ujemne
w tetramerycznej strukturze kanatu sa trudne
do przewidzenia, ale w nich wlasnie takze upa-
truje sie utraty selektywnosSci oraz mozliwos¢
blokowania tych kanaléw przez jony wapnia i
magnezu (MOLDAY i HSU 1995, KAUPP i SEIFERT
2002).

Konce aminowy i karboksylowy tancucha
polipeptydowego tworzacego podjednostke
kanatu sa zlokalizowane w cytoplazmie i maja
charakter hydrofilowy (COOK i wspotaut.
1989, MOLDAY i wspotaut. 1991, 1992; MOLDAY
i HSU 1995). We wszystkich kanatach aktywo-
wanych przez cykliczne nukleotydy na koncu
C znajduje si¢ region wiazacy cGMP lub cAMP
(Ryc. 4). Domena ta zbudowana jest z okoto
80-100 aminokwasow i wykazuje wysoki sto-
pien homologii z domenami wiazacymi cy-
kliczne nukleotydy, wystepujacymi w kinazach
biatkowych zaleznych od cGMP (PKG) i cAMP
(PKA) oraz biatku wigzacym cAMP (CAP) u
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E. coli (FINN i wspotaut. 1996). Poznanie kry-
stalicznej struktury tego biatka wykazalo, ze
miejsce wiazania CAMP tworzy rodzaj kieszeni
zbudowanej z wielu S-pasm i a-helis. Cykliczny
nukleotyd przylaczony jest do miejsca wiaza-
nia przez sie¢ polarnych i niepolarnych od-
dzialywan. Arginina, glutamina i glicyna zostaty
zidentyfikowany w biatku CAP jako uktad reszt
aminokwasowych, oddzialywujacych z fosfora-
nem w czasteczce rybozy cAMP. Ten sam mo-
tyw reszt aminokwasowych wystepuje w kana-
tach jonowych precikow siatkOwki (Arg-559,
Glu-544, Gly-543) oraz w kinazach biatkowych
PKA i PKG. Brak jest jednoznacznych danych
mowiacych o tym, co decyduje, ze cGMP a nie
CAMP jest specyficznie przytaczane w przypad-
ku kanalow jonowych w komorkach fotore-
ceptorowych kregowcow (FINN i wspotaut.
1996).

W preciku siatkOwki oka kanat CNG regulo-
wany jest, jak juz wspomniano wczesniej, przez
cGMP i sktada si¢ z dwoch typow podjednostek,
AliBla (Ryc. 6), ktore wystepuja w stosunku ste-
chiometrycznym 3:1 (ZHENG i wspotaut. 2002).
Podjednostka Al jest zdolna do samodzielnego

A1
~—

GARP

cGMP

domena
cGMP

~———

domena

tryczny podjednostek wynosi odpowiednio
3:1. Wykazano, ze takze w tych komoérkach fo-
toreceptorowych podjednostka A3 jest zdolna
do samodzielnego formowania poru. Kanaly
jonowe aktywowane przez cykliczne nukleoty-
dy, wystepujace w obu typach komorek fotore-
ceptorowych, wykazuja wysoka wrazliwos¢ na
dziatanie specyficznego blokera, l-cis-diltiaze-
mu.

Kanaly jonowe aktywowane przez cyklicz-
ne nukleotydy w komoérkach wechowych, w
przeciwienstwie do kanalu z komorek fotore-
ceptorowych, skladaja si¢ z trzech rodzajow
podjednostek, tj. A2, A4 i Blb (BONIGK i
wspolaut. 1999). Wystepujace w nim dwie
podjednostki typu A2 oraz po jednej typu A4 i
B1b tworza tetrameryczna forme kanatlu
(Ryc. 7). Mozliwe jest uzyskanie, tak jak w ko-
morkach fotoreceptorowych, funkcjonalnego
homomerycznego kanatu zbudowanego jedy-
nie z podjednostki A2. Jednak i tutaj zauwa-
zono kolejna analogie do komorek fotorecep-
torowych, gdyz wilasnosci takiego homome-
rycznego kanalu roéznia sie od wlasnoSci
kanalow natywnych. Nalezy zaznaczy¢, ze w

Ryc. 6. Model kanatu jonowego aktywowanego przez cGMP w preciku oka kregowcow.

A —schemat budowy podjednostek kanatu, B —schemat ustawienia podjednostek w kanale. Opis w tekScie.

tworzenia w pelni funkcjonalnego kanatu jono-
wego. Ekspresja tej podjednostki w oocytach Xe-
nopus laevis wykazata jednak, ze wlasnosci takie-
g0 kanalu sa jedynie zblizone, ale nie identyczne z
wilasnoSciami kanalow natywnych (CHEN i
wspotaut. 1993, KORSCHEN i wspoétaut. 1995), na-
tomiast sama podjednostka Bla nie formuje funk-
cjonalnego kanatu jonowego.

Kanal CNG w czopkach sktada sie, podob-
nie jak w precikach, z dwoch rodzajow podjed-
nostek, A3 i B3 (WISSINGER i wspotaut. 1997).
Takze i w tych komorkach stosunek stechiome-

przeciwienstwie do podjednostki Al z komo-
rek fotoreceptorowych, podjednostka A2 po-
siada na N-koncu domene wiazaca kompleks
Ca*'—kalmodulina (Ryc. 4). Natomiast, podjed-
nostka A4 zostata zakwalifikowana do grupy A
ze wzgledu na duze podobienstwo sekwencji
do podjednostek nalezacych do tej z klasy.
Identycznos¢ sekwencji wynosi 49,2% i 51,7%
w stosunku do podjednostek Al i A2, nato-
miast w porownaniu z podjednostkami B1 i B3,
wartosci te wynosza zaledwie 24,9% i 16,3%
(KAUPP 1995).
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0
A2

Ca“’-CaM

Wl __

domena

cGMP
B1b
ca®-CaM
domena
cGMP
A4
domena
cGMP

Ryc. 7. Model kanatu jonowego aktywowanego przez cykliczne nukleotydy w komoérce wechowe;j.

A —schemat budowy podjednostek kanatu, B — schemat ustawienia podjednostek w kanale. Opis w tekScie.

WRAZLIWOSC NA WIAZANIE LIGANDA I SELEKTYWNOSC JONOWA KANALOW CNG

AKTYWACJA KANAEOW JONOWYCH

Kanaty aktywowane przez cykliczne nukle-
otydy charakteryzuja krotkotrwate, nie prze-
kraczajace kilku milisekund, cze¢ste otwarcia
(ang. flickering channels). W czasie otwarcia
amplituda pradu przeptywajacego przez kanat
ulega stalym zmianom. Przyczyna tego zjawi-
ska jest luzne przylaczenie nukleotydu do miej-
sca wigzania. Niskie powinowactwo nukleoty-
du do miejsc wiazania umozliwia szybka dyso-
cjacje cyklicznego GMP, zamknie¢cie kanatu i
zwiazane z tym zmiany przewodnoSci btony
(LINCOLN i CORNWELL 1993). Opisany mecha-
nizm oddziatywania pomie¢dzy nukleotydem i
biatkiem kanalowym umozliwia komorkom
szybkie i skuteczne generowanie potencjatu
receptorowego w odpowiedzi na zmiany
wewnatrzkomorkowego poziomu cGMP, kto6-
re zachodza w chwili uruchomienia procesu
przetwarzania sygnalu w wyniku dziatania
Swiatla. Kanat ulega czeSciowej aktywacji po
przylaczeniu do niego wigcej niz jednej
czasteczki cGMP. Maksymalna amplituda prze-
wodzonego pradu to stan, w ktorym wszystkie
miejsca wigzania w biatku kanalowym sa wysy-
cone (YAU i BAYLOR 1989). Aby doszio do
pelnej aktywacji biatka przynajmniej cztery
czasteczki cGMP musza zwiazac si¢ z biatkiem
tworzacym kanat (KAUPP 1991, KAUPP i
ALTENHOFEN 1992, ZUFALL i wspotaut. 1994).
Dowodzi tego sigmoidalny przebieg zaleznoSci
rejestrowanego pradu od stezenia cGMP w ko-
morkach fotoreceptorowych, adaptowanych

do ciemnosci. Hipoteze te potwierdzily bada-
nia prowadzone na pojedynczych kanatach
utworzonych z podjednostki Al z komorek fo-
toreceptorowych (RUIZ i KARPEN 1997). Eks-
presja tej podjednostki w oocytach zaby szpo-
niastej, Xenopus, a nastepnie rejestracja aktyw-
noSci takiego kanalu metoda patch-clamp w
obecnosci cGMP, uwalnianego przez fotoakty-
wacje ,zwiazku uwiezionego” (ang. caged), po-
zwolila precyzyjnie okresli¢ zaleznoS¢ wielko-
Sci przewodnosci jonowej od liczby czasteczek
cGMP przytaczonych do biatka kanalowego.
Stwierdzono, ze zwiazanie dwoch czastek
cGMP z bialkiem kanalowym powoduje po-
wstanie pradu o wartoSci 0,01% maksymalne-
go pradu, przylaczenie za$S trzech czasteczek
dawato juz przewodnoS¢ rowna jednej trzeciej
maksymalnego pradu, a po przylaczeniu czte-
rech czasteczek uzyskano maksymanlna ak-
tywacje kanatu. Wartos¢ K, , dla kanatow akty-
wowanych przez cykliczne cGMP w komor-
kach fotoreceptorowych adaptowanych do
ciemnosSci wynosi od 10 do 50 uM.

JONOWA PRZEWODNOSC KANALOW

Kanaty jonowe aktywowane przez cyklicz-
ne nukleotydy sa przepuszczalne dla kationow
jedno- i dwuwartosciowych. Kanaty te sa zdol-
ne do przewodzenia takze duzych kationow or-
ganicznych (TORRE i MENINI 1994). Kationy
jednowartoSciowe przepuszczane sa przez por
kanatu z r6zna selektywnoscia, ktéra zmienia
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sie w zaleznosci od typu komorki. Ponizej za-
mieszczono przykladowo uszeregowane war-
tosci przepuszczalnoSci dla poszczegdlnych
kationow jednowartoSciowych w kanatach po-
chodzacych z kilku typéw komorek:
(a) w precikach z siatkowki oka salamandry
(MENINI 1990)
+ + + + +
Li >Na ~K >Rb >Cs =1,14:1:0,98:0,84:0,58
(b) w czopkach z siatkéwki oka okonia prego-
wanego (PICONES i KORENBROT 1992)
+ + + + +
K >Na ~L ~Rb >Cs =1,11:1:0,99:0,96:0,80
(¢o) w komorkach wechowych (GOULDING i
wspotaut. 1992)
+ + + + +
Na >K >Li >Rb >Cs = 1:0,81:0,74:0,60:0,52.

MODULACJA AKTYWNOSCI KANALOW
JONOWYCH

Modulacja przez jony dwuwartoSciowe

Wspominano juz wczesniej, ze kanaty akty-
wowane przez cykliczne nukleotydy nie sa se-
lektywne i moga przewodzi¢ kationy jedno- i
dwuwartoSciowe. Zdolnos¢ przewodzenia ka-
tionow dwuwartoSciowych, w tym gltownie jo-
nOw wapnia i w mniejszym stopniu jonéw ma-
gnezu, ma powazne konsekwencje zwiazane z
funkcjonowaniem tych kanatow. Jony dwu-
wartosciowe s3 rownoczesnie blokerami
kanatow aktywowanych przez cykliczne nukle-
otydy. Jony Ca** blokuja w sposob zalezny od
napiecia prad tworzony przez jony jednowar-
toSciowe. Odpowiedzialna za te sytuacje jest
reszta kwasu glutaminowego, niosgca tadunek
ujemny, obecna we fragmencie polipeptydu
budujacego por kanatu w podjednostkach Al,
A2 i A3 (patrz Tabela 2) (ROOT i MACKINNON
1993, EISMANN i wspotaut. 1994). Zatem w ho-
motetrametrycznych kanatach utworzonych z
podjednostki A miejsce wiazania jonéw Ca>* w
rejonie poru, uformowane z 4 reszt kwasu glu-
taminowego, charakteryzuje si¢ wyzszym po-
winowactwem wigzania kationé6w dwuwarto-
Sciowych niz ma to miejsce w przypadku
kanatow heterotetramerycznych (natywnych)
(MORI i wspoétaut. 1991, YANG i wspolaut.
1993). Zamiana kwasu glutaminowego na ami-
nokwas neutralny, na przyktad na glutamine
(ROOT i MACKINNON 1993) lub asparagine
(GAVAZZO i wspotaut. 2000), wiaze sie z usu-
nieciem ujemnego ladunku i w konsekwencji
powoduje redukcje wiazania jonéw wapnia
lub magnezu w rejonie poru (MORI i wspotaut.
1991, YANG i wspotaut. 1993). Nalezy podkre-
sli¢, ze warianty homotetramerycznych
kanalow, utworzonych z rdinej kombinacji

podjednostek Al, A2, A3, sa blokowane przez
zewnatrzkomoérkowe jony Ca** w zmiennym
stopniu. Poniewaz reszta kwasu glutaminowe-
go wystepuje we wszystkich rodzajach podjed-
nostek A i jest to miejsce silnie konserwowane,
to zroznicowanie z jakim blokowane sa homo-
meryczne kanaly moze wskazywac na istnienie
innych reszt aminokwasowych, poza rejonem
poru, majacych wpltyw na wigzanie jonéw wap-
nia i geometryczne ulozenie reszty kwasu glu-
taminowego (KAUPP i SEIFERT 2002). SEIFER i
wspotautorzy (1999) wykazali, ze wiele reszt
aminokwasowych zlokalizowanych w zew-
natrzkomorkowych odcinkach, wystajacych
poza obreb btony i laczacych petle tworzaca
por z segmentami S5 i S6, odgrywa kluczowa
role w regulacji wiazania jonow Ca* z reszta
kwasu glutaminowego w obrebie poru
(Ryc. 5).

Podobnie jak jony magnezu lub wapnia,
jony niklu i cynku moduluja aktywnos¢
kanalow CNG (KARPEN i wspoétaut. 1993). Do-
Swiadczenia na tych kanatach zlokalizowanych
w precikach siatkowki i komoérkach wecho-
wych wykazaly, ze dzialanie jonow Ni** jest od-
mienne w obu typach komorek. W przypadku
kanaléw z precikow siatkowki kluczowa role
odgrywa w tym procesie histydyna, zlokalizo-
wana na C-konicu taficucha polipeptydowego
podjednostki Al (u cztowieka His-418, u wolu
His-420). Zwiazanie jonow Ni%przez reszte
aminokwasowa histydyny zwicksza wrazli-
wos¢ kanalow dla cGMP (ILDEFONSE i BENNETT
1991, KARPEN i wspotaut. 1993, GORDON i
ZAGOTTA 1995a). Odwrotny efekt obserwowa-
ny jest w przypadku kanatéw w komorkach
wechowych, gdzie podjednostka A2 pozbawio-
na jest histydyny w tej pozycji, posiada ona na-
tomiast reszt¢ histydynowa w pozycji 396, kto-
ra wiaze jony Ni’". W obecnosci jonéw niklu
naste¢puje nieznaczne zmniejszenie prawdopo-
dobienstwa otwarcia kanatu w komoérkach we-
chowych (GORDON i ZAGOTTA 1995b).

Modulacja przez kompleks typu jony
wapnia-kalmodulina

Regulacja, przez kompleks jony wapnia-kal-
modulina (Ca®’-CaM), aktywnosci jonowej
kanatow CNG jest wazna ze wzgledow fizjolo-
gicznych. Zjawisko to nie dotyczy tylko tej gru-
py kanatoéw, spotyka si¢ je czesto, gdyz mecha-
nizm ten ma na celu przerwanie wptywu jo-
now wapnia do komorki. W przypadku komo-
rek fotoreceptorowych i wechowych, kom-
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pleks Ca**-CaM powoduje obnizenie czutosci
kanaléw na wigzanie liganda. Kalmodulina od-
grywa szczegolnie wazna role w precikach siat-
kowki oka i komorkach wechowych (MOLDAY
1998). W przypadku czopkow siatkOwki nie
stwierdzono zasadniczych zmian aktywnosSci
jonowej kanalow po przylaczeniu kompleksu
Ca**-CaM (KAUPP i SEIFERT 2002). Sytuacja ta
wydaje sie dziwna ze wzgledu na to, ze w pod-
jednostce A3 budujacej kanal jonowy w czop-
kach siatkowki, podobnie jak w A2 w komor-
kach wechowych, zidentyfikowano na N-kon-
cu tancucha polipeptydowego domene wiaza
kompleks Ca®-CaM (HSU i MOLDAY 1993,
1994; CHEN i wspotaut. 1994, KORSCHEN i
wspotaut. 1995). Prawdopodobnie w przypad-
ku czopkow inne, dotychczas jeszcze nie po-
znane, bialko wigzace wapn bierze udzial w
modulacji aktywnoSci tych kanalow (REBRIK i
KORENBROT 1998). W precikach siatkowki oka
jedynie w kanatach natywnych (podjednostka
Al pozbawiona jest domeny wiazacej kalmo-
duline) obserwuje si¢ zmniejszenie wrazliwo-
§ci na wiazanie liganda w obecnosci Ca®*-CaM.
Kompleks ten, po przylaczeniu do domeny
wiazacej zlokalizowanej na N-koncu podjed-
nostki B, powoduje dwukrotny wzrost warto-
Sci wspotczynnika K,, dla cGMP (HSU i
MOLDAY 1994, GORDON i wspotaut. 1995a,
WEITZ i wspotaut. 1998). W natywnych
kanalach z komérek wechowych dotaczenie
kompleksu Ca**-CaM powoduje znacznie wyz-
szy, bo 50-krotny wzrost K, ,, dla cCAMP (CHEN i
YAU 1994, LIU i wspoétaut. 1994). Prawdopo-
dobnie bezposrednia przyczyna tego zjawiska,
w obu typach komorek, jest zerwanie od-
dzialywan pomiedzy N- i C-koficem danej pod-
jednostki po  przylaczeniu  kompleksu
Ca**-CaM do miejsca wigzania zlokalizowane-
go na N-koncu (VARNUM i ZAGOTTA 1997,
KRAMER i SIEGELBAUM 1992).

Regulacja przez tlenek azotu

Tlenek azotu (NO), wytwarzany w komoOr-
kach przez syntaze tlenku azotu, jest agonista
rozpuszczalnej formy cyklazy guanylanowe;j,
enzymu syntetyzujacego cGMP, i w ten sposob
moze aktywowacl kanaly regulowane przez
cGMP (KAUPP i SEIFERT 2002). W niektorych
komorkach wechowych, nawet przy braku w
nich cyklicznych nukleotydéw, tlenek azotu
ma zdolnoS¢ bezposredniej aktywacji kanatow
aktywowanych przez cykliczne nukleotydy

(BROILLET i FIRESTEIN 1996). Prawdopodobnie
czasteczka NO przylacza siec w wyniku S-nitro-
zylacji do cysteiny (Cys-460), ktora zlokalizo-
wana jest na N-koncu podjednostki A2 kanatu
w komorkach wechowych (BROILLET 2000).
Pomimo, ze cysteina w pozycji 460 jest silnie
konserwowana i wystepuje roOwniez w obu
podjednostkach tworzacych kanat jonowy w
precikach siatkowki oka, to nie stwierdzono,
aby czasteczka NO bezposrednio aktywowala
te kanaly jonowe (TRIVEDI i KRAMER 1998).

Regulacja przez matabolity lipidowe

W oparciu o wyniki ostatnich badan stwier-
dzono, ze niektore lipidy, a szczegodlnie diacyl-
glicerol (DAG), produkt hydrolizy dwufosfaty-
dyloinozytolu przez fosfolipaze C (PLC), moze
hamowac¢ aktywnoS¢ kanalow regulowanych
przez cGMP w precikach siatkowki oka
(GORDON i wspotaut. 1995b, CRARY i wspotaut.
2000, WOMACK i wspotaut. 2000). Sposob
dzialania tego metabolitu nie jest jasny. Mimo
ze jest on aktywatorem biatkowej kinazy C
(PKC) wykluczono jej udziat w regulacji aktyw-
noSci kanalow regulowanych przez cGMP
(GORDON i wspotaut. 1995b). Przypuszcza sie,
ze moze on bezposrednio oddzialywac z hydro-
fobowa domena kanahu, badZ po wbudowaniu
w btone komorkowa w sasiedztwie kanatu po-
wodowac jej deformacje wplywajac na zdol-
nos¢ otwarcia kanalu (KRAMER i MOLOKANOVA
2001). Intrygujacym pozostaje stale problem,
dlaczego metabolity rozpadu dwufosfatydylo-
inozytolu zmieniaja aktywnosc¢ kanalow jono-
wych regulowanych przez cGMP w komor-
kach fotoreceptorowych kregowcow. Wpraw-
dzie w komorkach tych znaleziono pojedyncze
ogniwa szlaku inozytolowego (immunolokali-
zacja fosfolipazy C typu 4 iy1 oraz biatko Gq),
nie stwierdzono jednak, aby wprowadzone do
cytoplazmy PLC, trisfosfoinozytol lub PKC
zmienialy odpowiedz elektryczna tych komo-
rek na dzialanie Swiatta (KRAMER i
MOLOKANOVA 2001).

Regulacja przez fosforylacje

Pierwsze doswiadczenia dotyczace modu-
lacji aktywnoSci kanalow poprzez ich fosfory-
lacje miaty na celu okreSlenie zmian w aktyw-
noSci kanatow pod wptywem dziatania biatko-
wych kinaz lub fosfataz (GORDON i wspotaut.
1992, MOLOKANOVA i wspotaut. 1997). W celu
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okreslenia, ktore z enzymow zmieniaja aktyw-
noS¢ kanatow jonowych, wykorzystano ich
specyficzne inhibitory. Wyselekcjonowane w
ten sposob kinazy i fosfatazy wprowadzano
bezposrednio podczas badafn metoda patch-
clamp (MULLER i wspotaut. 1998). Wyniki
otrzymane w ten sposob okazaly si¢ niewiary-
godne, gdyz w systemach pozakomorkowych,
biatka ktore in vivo nie sa substratami tych en-
zymOw, czesto ulegaja fosforylacji lub defosfo-
rylacji. Pomimo tych trudnosci, doSwiadczenia
przeprowadzone przez MOLOKANOVA i
wspotpracownikow (1997, 1999a) na homote-
tramerycznym kanale utworzonym z podjed-
nostki Al precika siatkéwki oka wotu wyka-
zaly, ze aktywnoSC jonowa kanalu moze byc¢
modulowana poprzez zmiane poziomu fosfo-
rylacji tyrozyny. Stwierdzono, ze fosforylacja
tych kanatlow przez kinazy tyrozynowe powo-
duje dwu-, a nawet trzykrotny wzrost
wspolczynnika K, dla cGMP. Miejsce fosfory-
lacji zlokalizowano poprzez zamiang tyrozyny
na fenyloalanine w pozycji 498 podjednostki
Al, w domenie wiazacej cGMP. Poziom fosfo-
rylacji kanatu jest zalezny od stanu w jakim
znajduje si¢ kanal. Ulega on fosforylacji w swo-
im stanie zamkniecia, a defosforylacji podczas
otwarcia (MOLOKANOVA i wspoétaut. 1999b).
Wedlug autoréw miejsce wiazania kinaz i fosfa-
taz tyrozynowych nie zmienia si¢, ale zmiany
konformacyjne wywolane przez stan otwarty
kanatu sprzyjaja przylaczeniu fosfatazy, pod-
czas, gdy w stanie zamknietym z wiekszym po-
winowactwem przylacza si¢ kinaza (MOLO-
KANOVA i wspotaut. 1999b).

W komorkach wechowych nie stwierdzo-
no modulacji kanalow bramkowanych przez
cykliczne nukleotydy poprzez fosforylacje z
udziatem kinaz tyrozynowych. W podjednost-
ce A2 kanatu w pozycji, w ktorej w kanale ko-
morek fotoreceptorowych wystepuje reszta ty-
rozynowa, w wechowych znajduje si¢ fenylo-
alaninowa i dopiero mutacja polegajaca na
podstawieniu w tym miejscu reszty tyro-
zynowej przywraca modulacje kanatu przez ki-
nazy tyrozynowe (KRAMER i MOLOKANOVA
2001).

Oprocz kinaz tyrozynowych, takze kinazy
serynowo-treoninowe moga zmienia¢ niektore
wlasnosci kanaldbw bramkowanych przez cy-
kliczne nukleotydy. Znacznie lepiej poznany
jest to zjawisko w komorkach wechowych. W
homotetramerycznym kanale utworzonym z
podjednostek A2 fosforylacja biatka kanatu
przez kinaze¢ C powoduje czterokrotne zmniej-

szenie K, , dla cAMP. Miejsce fosforylacji znaj-
duje si¢ na reszecie serynowej (Ser-33) na
N-koncu tancucha polipeptydowego w bliskim
sasiedztwie domeny wiazacej kompleks
Ca*-CaM. Zmiana poziomu fosforylacji nie
wplywa na wiazanie i funkcjonowanie tego
kompleksu w kanatach komoérek wechowych.
Przylaczenie jednak reszty fosforanowej do se-
ryny powoduje pogtebienie efektu wywolywa-
nego przez kalmoduling, tzn. zmniejszenia wra-
zliwosci kanatu na wiazanie cAMP w poréwna-
niu z kanatem nie ufosforylowanym (MULLER i
wspotaut. 1998). Znakomita wickszoS¢ badan
majacych na celu wykazanie efektu stanu ufos-
forylowania bialek tworzacych kanal jonowy
bramkowany cyklicznymi nukleotydami, ogra-
nicza sie tylko do uktadow sztucznych, a nie
kanalow jonowych in situ i dlatego trudno na
podstawie tych danych wyttumaczy¢ fizjolo-
giczne funkcje tego procesu.

Modulowanie poprzez neurotransmitery

W komorkach siatkowki kregowcoOw nie-
ktore neurotransmitery moga wplywac na ak-
tywnoS¢ kanalow jonowych bramkowanych
poprzez cykliczne nukleotydy. Do tej grupy
neurotransmiteréw mozna zaliczy¢: dopamine
(AKOPIAN i WITKOVSKY 1996, STELLA i
THORESON 2000), kwas gamma-aminomastowy
(GABA) (BARNES i HILLE 1989) i glutamine
(PICAUD i wspoétaut. 1995). Obecnie niewiele
jeszcze wiadomo o tym typie modulacji w oma-
wianych kanatach. Jednym z receptoréw, kto-
rego obecnos¢ stwierdzono w btonie zew-
netrznego segmentu precika siatkOwki oka jest
receptor dla insulino-podobnego czynnika
wzrostu typu I (IGF-I) (WALDBILLIG i wspotaut.
1991). Czynnik ten jest syntetyzowany w pig-
mentowych epitelialnych komoérkach siatkow-
ki, lezacych w bezposrednim s3siedztwie zew-
netrznego segmentu precikow siatkowki oka.
Podanie IGF-I do zewnetrznego segmentu pre-
cikbow powoduje dwu-, a nawet trzykrotny
wzrost wrazliwosci kanalow na cykliczne nu-
kleotydy (SAVCHENKO i wspotaut. 2001). Efekt
ten pojawia si¢ w ciagu kilku sekund, znika na-
tychmiast po usuni¢ciu IGF-I i wystepuje jedy-
nie w komorkach, ktore w pozycji 498 posia-
daja reszte tyrozynowa. Jest to miejsce specy-
ficznie fosforylowane przez kinazy tyrozyno-
we (patrz rozdzial: Regulcja przez fopsforyla-
cje). Ponadto przypuszcza si¢, ze IGF-I moze
brac¢ udziat w wolnej, trwajacej minuty, a na-
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wet godziny, adaptacji komorek fotorecepto-
rowych do Swiatla. Sugestie te wysunicto na
podstawie obserwacji zwiazanych ze zmiana
przewodnosci kanatow CNG w komorkach fo-
toreceptorowych w obecnosci IGF-I, pole-

gajacej na wzroScie przeptywu pradu jonowe-
go w ciemnoSci (ang. dark current) (SAV-
CHENKO i wspotaut. 2001, KRAMER i MOLO-
KANOVA 2001).

PODSUMOWANIE

Kanaly jonowe aktywowane przez cyklicz-
ne nukleotydy biora udziat w przekazywaniu
roznych bodzcow zarowno u kregowcow jak i
u bezkregowcow. Stanowia one kluczowe
ogniwo w procesie przekazywania sygnatu
Swietlnego poczynajac od jednokomoérkow-
cOw przez nicienie, mieczaki, a koficzac na
ssakach. Kanaty te petnia rOwniez istotna role
w przetwarzaniu bodzcow chemicznych w

komorkach wechowych i smakowych. Row-
niez u roSlin znaleziono i sklonowano kanat
zalezny od cyklicznych nukleotydow (Arabi-
dopsis thaliana). Tak duza r6znorodnos¢ or-
ganizmow i miejsc wystepowania czyni bez
watpienia omawiane kanaly jonowe bardzo
interesujacym obiektem szerokiego spektrum
badan.

CYCLIC NUCLEOTIDE-GATED ION CHANNELS

Summary

Cyclic nucleotide-gated (CNG) channels are a
novel class of cation channels first identified in retinal
photoreceptor cells and subsequently found also in
other sensory and nonsensory cells. CNG channels
form heterotetrameric complexes consisting of two
or three different types of channel subunits. Six differ-
ent genes encoding CNG channels, four A subunits
(A1 to A4) and two B subunits (Bland B3), give rise to
three different channel types. Functionally, CNG chan-
nels belong to the class of ligand-gated channels,
which are activated by binding of ligand (cGMP) to a

domain in the carboxyl terminal region, but structu-
rally they are similar to voltage-dependent K" chan-
nels. All channel subunits include six transmembrane
segments (S1 to S6), a voltage-sensor motif (S4), a pore
region (P) and a cGMP-binding domain. These chan-
nels are nonselective cation channels that do not dis-
criminate well between monovalent and divalent ions
and even pass divalent cations, in particular Ca " 3&5
tivity of CNG channel is modulated by Ca” /
calmodulin and by phosphorylation. Other factors
may also be involved in channel regulation.
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