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Streszczenie

Modelowanie oscylacji stezen jonéw wapniowych
w komoérkach eukariotycznych z uwzglednieniem obszaréw
bezposredniego kontaktu pomiedzy mitochondriami
a retikulum endoplazmatycznym.

Przedmiotem pracy jest analiza wptywu obszaréw bliskiego kontaktu pomiedzy re-
tikulum endoplazmatycznym (ER) a mitochondriami na homeostaze wapniowa w ko-
morce. Obszary te odkryto juz w latach 70-tych, jednak dopiero niedawno zostaly
intensywnie zbadane. Poniewaz znajduja si¢ one na granicy mitochondria-retikulum,
okresla sie je jako ,mitochondria-associated ER membrane complexes”, a w literaturze
naukowej stosowana jest w stosunku do nich skréotowa nazwa MAM. Badania za pomoca
mikroskopii elektronowej, FRET i metod genetycznych pozwolitly na doktadne okresle-
nie struktury fizycznej oraz zidentyfikowanie komponent tworzacych MAM. Odleglosé
miedzy blonami odgraniczajacymi w powyzszym kompleksie waha sie od 10 - 25 nm
tworzac fizyczne polaczenia przypominajace synapsy, umozliwiajace szybsze przekazy-
wanie jonéw wapnia z ER do mitochondriéw i odwrotnie. Interfejs mitochondrialno-
retikularny stabilizowany jest przez szereg protein, ktére w wigkszosci powiazane sa
z gléwnymi elementami przewodzacymi sygnal wapniowy w tych kompartmentach, tj.
receptorem IP3R, pompa wapniowa SERCA oraz kanalem VDAC. Szacuje si¢, ze w 80%
przepltywu jonéw wapniowych pomiedzy mitochondrium a retikulum, odbywajacy sie
posrednio przez cytozol, zachodzi poprzez obszary typu MAM. W Polsce badania nad
strukturami MAM prowadzone sa w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego
PAN przez Prof. Mariusza Wieckowskiego z Pracowni Bioenergetyki i Blon Biologicz-
nych.

Ze wzgledu na wspomniana powyzej bezposrednia bliskos¢ retikulum endoplazma-
tycznego i mitochondriow, kompleksy MAM spetiaja niezwykle wazna role w home-
ostazie i dynamice wapnia w komérce. Ulatwiony przepltyw wapnia pomiedzy powyz-
szymi kompartmentami komoérkowymi moze wplywac istotnie np. na oscylacje stezenia
wolnych jonoéw wapnia w poszczegdlnych czesciach komérki. Oscylacje takie sa nie-
zbedne do prawidlowego funkcjonowania komorki. Odpowiedzialne sa m.in. za sze-
reg istotnych proceséw fizjologicznych takich jak kontrola cyklu komoérkowego, skurcz
miesni szkieletowych, wzmocnienie synaptyczne. Stabilne oscylacje wapniowe stano-
wia istotny czynnik bedacy czescia sieci sygnalowej, ktory sprawdza czy komorka jest
w dobrej kondycji i utrzymujacy ja przy zyciu. Cykliczne wahanie poziomu wapnia
w mitochondriach (stabilny cykl graniczny) powoduje aktywacje dehydrogenaz poprzez
allosteryczne zwiazanie jonéw Ca?*t i wzrost produkcji ATP. Zatem z jednej strony lo-
kalne w czasie i przestrzeni zmiany stezenia wolnego wapnia cytozolicznego sa jednym
ze sposobdw przenoszenia informacji w komorce i inicjacji szeregu $ciezek sygnalowych
bedacych odpowiedzia na zmieniajace sie warunki zewnetrzne, z drugiej zas zbyt wyso-
kie stezenie wolnych jonéw wapnia w cytozolu jest bardzo szkodliwe i moze doprowadzi¢
do $mierci komérki. (Wiadomo np., ze wapn jest jednym z kilku czynnikéw zapoczatko-
wujacych apoptopze — kontrolowana smier¢ komérki). W istocie, badanie wpltywu kom-
plekséw MAM na dynamike wapnia w komérce nalezaloby przeprowadzi¢ na gruncie
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modelu przestrzennego opisywanego uktadem réwnan rozniczkowych czastkowych przy
uwzglednieniu informacji dotyczacych rozmieszczenia i rozmiarow zbiornikow retikular-
nych i mitochondrialnych w komérce. Zadanie takie jest jednak bardzo skomplikowane,
zaréwno z teoretycznego, jak i numerycznego punktu widzenia. Co wiecej, dla tego typu
uktadéw, ze skomplikowana geometria i olbrzymia iloscia podobszaréw i nieliniowymi
przepltywami miedzy nimi, bardzo rzadko daje sie znalezé (numerycznie) rozwiazanie
opisujace oscylacje w czasie (i przestrzeni). W swoich rozwazaniach zdecydowalem sie
zatem na pozostaniu w ramach tzw. modeli calokomérkowych (,whole cell models”),
ktore abstrahuja od przestrzennego rozkladu retikulum i mitochondriéw wewnatrz ko-
morki i analizuja jedynie zalezno$é od czasu stezenia wolnego wapnia usrednionych
przestrzennie po odpowiedniej sktadowej kompartmentalnej (cytozolicznej, retikular-
nej i mitochondrialnej) przy zalozeniu dostatecznie szybkiej dyfuzji wapnia. W tym
podejsciu opis zmiennosci czasowej wapnia dany jest ukladem nieliniowych réwnan
rozniczkowych zwyczajnych. Poniewaz dokonujemy przestrzennego usrednienia steze-
nia, uwzglednienia istnienia kompleksow MAM dokonujemy poprzez wprowadzenie do-
datkowego bezposredniego przeptywu wapnia pomiedzy retikulum a mitochondriami.
(W modelach calokomérkowych nie bioracych pod uwage istnienia obszaréw MAM,
przepltyw pomiedzy tymi kompartymentami ,,odbywa sie” posrednio przez cytozol.).

Punktem wyjscia do budowy ,,nowego” modelu byt model zaproponowanym przez
Marhla i wspélpracownikéw z roku 2001. Jest to jeden z nielicznych modeli, ktory
uwzglednia aktywny wplyw mitochondriéw na dynamike sygnalu wapniowego w ko-
morce i nie traktowal ich jedynie jak ,,olbrzymich” czasteczek buforujacych (tzn. przyta-
czajacych jony wapnia). W  nowym” modelu uwzgledniono réwniez wlasciwosci biatka
transportujacego wapn do wnetrza mitochondrium — uniportera mitochondrialnego -
ktory w warunkach ekspozycji na submilimolowe stezenie wapnia aktywuje tzw. szybki
mechanizm pobierania jonéw wapniowych RaM (ang. rapid uptake mode). Doswiad-
czenia przeprowadzone przez Guntera i wspolpracownikéw oraz Vinogradova sugeruja,
ze w tych warunkach mitochondria pobieraja wapn znacznie wydajniej. Przeplyw do
mitochondriom sklada si¢ zatem z dwdch czesci. Pierwsza z nich uwzglednia wspo-
mniany powyzej szybki mod RaMowy, druga opisuje prace uniportera mitochondrial-
nego w trybie standardowym.

Zaproponowany uklad réwnan rézniczkowych zwyczajnych przy dowolnych nieujem-
nych dodatnich danych poczatkowych posiada globalne w czasie rozwiazanie réznicz-
kowalne o nieujemnych sktadowych. Ilosciowa analiza ukladu ukladu mogta by¢ jed-
nak przeprowadzona tylko za pomoca symulacji numerycznych, w oparciu o procedury
platformy MATLAB oraz programu MATCONT. Dla szerokiego zestawu parametréow
charakteryzujacych przepltywy miedzykompartmentowe, rozwiazania ukltadu maja cha-
rakter oscylacyjny. W ramach przedstawionego powyzej modelu zbadano wpltyw para-
metru kMAM regulujacego przeptyw w kompleksach MAM na okres oscylacji, istnienie
rozwiazan chaotycznych oraz baseny przyciagania rozwiazania okresowego (cyklu gra-
nicznego). Wyznaczono zestawy parametréw, dla ktérych istnieja rézne typy oscylacji
wapniowych: regularne, seryjne (,bursting”) i chaotyczne. Okazalo sie, ze wprowadze-
nie dodatkowego przepltywu w kompleksach MAM sprawia, ze system zachowuje sie jak
uktad bistabilny, w ktorym wspotwystepuja dwa atraktory: stabilny cykl graniczny oraz
stabilny punkt stacjonarny. Dla dostatecznie duzych wartosci kMAM, wiekszos¢ tra-
jektorii uktadu znajduje sie w basenie przyciagania wspomnianego stabilnego punktu
stacjonarnego. Takie zachowanie si¢ rozpatrywanego uktadu réwnan, moze mieé cie-
kawa interpretacje biologiczna. Stabilny punkt stacjonarny ukladu charakteryzuje sie
wysokim poziomem wapnia w mitochondriach. Jesli zatem trajektoria ukladu znalazta
si¢ w basenie przyciagania tego punktu, moze to oznaczac, ze komorka weszta na Sciezke
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apoptotyczna. Akumulacja wapnia w mitochondriach i pecznienie mitochondriéw wy-
stepuje bowiem w poczatkowej fazie apoptozy.

Stowa kluczowe: sygnalizacja wapniowa, retikulum endoplazmatyczne, mitochondria,
transport Ca?*, mikrodomeny, model tréj-kompartmentowy, apoptoza






Rozdzial a

Biologia jonéw wapnia

1.1 Mechanizmy transportu drobnych czasteczek

w komorce

Komoérka przez cale zycie wymienia ze srodowiskiem wiele rodzajéw zwiazkow od-
zywezych, jonéw i substancji sygnalowych. Duze czasteczki pochlaniane sa przez ko-
morke na drodze endocytozy, czyli wpuklania sie blon do wnetrza. Transport drob-
nych czasteczek (do 10 kDa) opiera sie natomiast na przenoszeniu ich przez blony
bialkowo-lipidowe na zasadzie dyfuzji lub z udzialem specyficznych transporterow.
Prosta dyfuzja czasteczek hydrofilowych przez blone biologiczng jest procesem mato
efektywnym i zalezy od polarnosci danego zwiazku. Dlatego transport przez blony bio-
logiczne prawie zawsze wspomagany jest przez specyficzne biatka, ktore maja zwiekszy¢
efektywnosé i/lub kontrolowaé $cisle przeptyw substancji z- i do- komérki (Ryc. 1.1).

Jesli dwie substancje sa przenoszone w tym samym kierunku, méwimy o sympor-
cie, a jesli w przeciwnych kierunkach — o antyporcie. Jezeli transport czasteczki
w poprzek blony wymaga nakladu energii, méwimy o transporcie aktywnym (czyn-
nym). Transport czynny odbywa sie w kierunku wyzszego stezenia i napiecia istnie-
jacego w poprzek blony i w zwiazku z tym bialka realizujace ten rodzaj transportu
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Rycina 1.1: Rézne rodzaje transportu w komorce.
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czesto nazywane sa ,pompami” - Ryc. 1.1. (W polskiej literaturze biologicznej ter-
min ,w kierunku wyzszego stezenia” zastepowany jest zwrotem ,,wbrew gradientowi
stezen” [276].). Energia uzyta do pracy pochodzi z rozktadu zwiazkéw wysokoener-
getycznych np. adenozyno-5'-trifosforanu (ATP). Bialka przenoszace jedna substancje
okresla sie jako uniporty lub uniportery. Szczegdlnymi przypadkami transportu ak-
tywnego sa kotransportery, ktére przenosza jednoczesnie dwie rézne substancje (przez
ten sam nosnik). Kotransportery wykorzystuja réznice gradientu jednej z transporto-
wanych czasteczek do przeniesienia innej. Gradient budowany jest z kolei przez inne
biatka przenoszace, tj. specyficzne pompy. Jezeli substancje przenoszone sa w tym
samym kierunku méwimy o symporcie, natomiast w antyporcie kazda z nich przeno-
szona jest w przeciwng strone. Systemy antyportu nazywane sa takze mechanizmami
wymiany. Wszystkie opisane powyzej mechanizmy wykorzystywane sa do utrzymania
homeostazy wapniowej w komorce [276].

W procesach transportu jonéw wapnia miedzy komorka a otaczajacym srodowi-

skiem uczestnicza trzy systemy przenoszenia jonow:

e kanaly jonowe pracujace zgodnie z gradientem stezen

e aktywne pompy jonowe Ca*" ATP-aza i pompy protonowe (tzw. pierwszorze-
dowy system aktywnego transportu) przenoszace jony w kierunku wyzszego

stezenia jonoéw

e uklad kotransporteréw (tzw. drugorzedowy system transportu wykorzystu-
jacy roznice gradientéw jondéw sodowych i protondéw wytworzona przez ak-

tywne pompy jonowe) dzialajacy ze znacznie mniejsza wydajnoscia.

1.2 Sygnalosom wapniowy

Wapn jest jednym z 21 niezbednych do zycia pierwiastkow. Catkowita ilos¢ wap-
nia w organizmie czlowieka wynosi okolo 1.5% masy ciata. Jest skladnikiem kosci
(jako hydroksyapatyt) i stanowi istotny element wielu szlakéw sygnalizacji wewnatrz-
komérkowej [127]. Sygnalizacja wapniowa jest jedna z najwazniejszych w komorce.
Kontroluje moment zaptodnienia oraz szereg proceséw zwiazanych z réznicowaniem
i morfogeneza. Z kolei w dojrzalych komérkach sygnalizacja wapniowa ma wplyw na
aktywnos¢ metaboliczna, sekrecje, ruch, przekaznictwo sygnatow elektrycznych oraz
plastycznosé synaptyczna (p. rozdz. 1.3). Ostatecznie, podwyzszona ilos¢ wapnia
w komorce moze doprowadzi¢ do jej Smierci w wyniku aktywacji szlaku programowanej
$mierci (apoptozy - podrozdzial 1.4) lub bardziej chaotycznego procesu nekrotycznego
(wystepujacego podczas zawatlu lub niedotlenienia). Podstawowe grupy bialek, ktére

pelia odrebne funkcje i wchodzace w sktad typowego sygnalosomu wapniowego to:
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biatka transportujace wapn (kanaty i pompy)

bufory wapniowe: biatkowe (CaBP) i nieorganiczne PO,*

e sensory wapniowe (np. biatka z rodziny kalmodulin)

biatka efektorowe (kinazy biatkowe)

Element Mieénie Kardio- Neurony Limfocyty
Sygnalosomu Szkieletowe miocyty CA1l T
Receptory — ET-1R/alR mGluR1 TCR
AnglIR M1
PLC - PLCpB PLCpB PLCH1
EC Cayl.1 Cay 1.2 Cay1.2/Cay2.1 Orail
Cay2.2/NMDAR
RC RyR1 RyR2 RyR2 InsP3R1
InsP3R2 InsP3R2
PMCA’s PMCAla, 1c, 1d PMCAlc, 1d, 2a PMCAla, 2a, 3a PMCA4b
SERCA'’s SERCA1la, 1b SERCA2a SERCA2b, 3 SERCA2b, 3
Wymienniki NCX NCX1 NCX1, 3 -
Bufory Parwalbumina - Parwalbumina -
Kalbindyna 28K
Sensory Troponina C Troponina C Kalmodulina Kalmodulina
Kalmodulina Kalmodulina

Tablica 1.1: Przykladowy uklad elementow sygnalosomu wapniowego, specyficznego
dla danego typu komoérki. EC - kanaly wpuszczajace wapn do komorki; RC - kanaly
uwalniajace wapn z magazynéw; PMCA’s - pompy wapniowe na blonie komérkowej;
SERCA'’s - pompy wapniowe siateczki srédplazmatycznej [22].

Tak jak wiekszo$¢ szlakéw sygnalizacyjnych, szlak wapniowy rozpoczyna sie w mo-
mencie aktywacji receptoréw zewnatrzkomorkowych w postaci specyficznego bodzca
chemicznego lub elektrycznego. Receptory przekazuja informacje do réznego rodzaju
przekaznikéw i wzmacniaczy (biatko G, kinazy, fosfolipaza C), ktére wytwarzaja sub-
stancje przekaznikowe drugiego rzedu. Substancje te maja za zadanie przekazaé sygnat
z powierzchni komérki do rezydujacych w cytozolu sensoréw i efektoréw. Substancje
przekaznikowe drugiego rzedu charakterystyczne dla wapniowej Sciezki sygnalizacyjnej

to:

e inozytolo 1,4,5-trifosforan (IPj3) i diacyloglicerol (DAG) , aczace aktywacje
receptora powiazanego z bialkiem G z reszta wapniowej $ciezki sygnalizacyj-

nej i uwalnianie wapnia z magazynow wewnatrzkomorkowych

e cykliczna ADP-ryboza (cADPR), uwalnia Ca?" z magazynéw wewnatrzko-

morkowych
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e fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP)
e jony wapnia

Sensory i efektory, podobnie jak receptory na powierzchni komoérki, stuza do
detekcji przekaznikéw drugiego rzedu. Typowymi przyktadami dla Sciezki wapniowej sa
biatka wiazace wapn (np. kalmodulina), ktére wykrywaja zwiekszenie stezenia wapnia
w cytozolu i przekazuja te informacje do réznych efektoréw kontrolujacych takie procesy
jak skurcz wldkienek aktynowo-miozynowych, czy sekrecja. Niekiedy sensory sa réwno-
czes$nie efektorami, np. enzymy wrazliwe na cykliczne nukleotydy (np. cAMP /cGMP).
Efektory moga tworzy¢ rowniez skomplikowany system zlozony z wielu komponentéw,
np. system sterujacy procesami egzocytozy, fagocytozy, czy transkrypcji genéw, odpo-
wiedzialne za aktywacje specyficznej odpowiedzi komérkowej.

Réznorodnosé sygnalizacji wapniowej osiagana jest za pomoca duzej ilosci bialek
efektorowych wrazliwych na wapn. Wszystkie biatka zaangazowane w przekazywanie
sygnalu wapniowego tworza tzw. ,,sygnalosom wapniowy”. Poszczegdlne rodzaje ko-
morek zawieraja rézne elementy sygnatosomu, ktory dostosowany jest do typu komorki
i funkgji, jakie peli (Tab. 1.1). W taki sposéb kazda komédrka generuje specyficzny
sobie sygnal wapniowy. Istotna wlasciwoscia kazdego sygnalosomu jest fakt, iz wraz
rozwojem i roznicowaniem komorek ulega on przebudowie, co moze wpltynaé na cha-
rakter odpowiedzi komoérkowej na sygnat wapniowy.

Podstawowymi elementami biatkowymi bioracymi udziat w transdukcji sygnatu wap-
niowego sa [20, 173, 246]:

e kanaly wapniowe (transport bierny):

o kanaty wapniowe blony komérkowej (bramkowane napieciem -VGCC)
i bramkowane ligandem - (LGCC)

o kanaly transportujace wapn z siateczki $rodplazmatycznej: receptor

inozytolo-3-fosforanu (IP3R) oraz receptor rianodynowy (RyR)

o kanaly transportujace wapn do mitochondrium - VDAC oraz mitochon-

drialny uniporter
o kanaly pojemnosciowego naptywu jonéw wapniowych (SOCEC)
o kanaly wapniowe aktywowane poprzez receptor (ROCC)

o kanaly TRPC (ang. transient receptor potential channel)
e pompy wapniowe (transport czynny)

o plazmatyczna Ca*"-ATPaza (PMCA)
o sarko(endo)plazmatyczna Ca*"-ATPaza (SERCA)

e wymienniki wapniowe (transport czynny)
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o wymiennik sodowo/wapniowy (NCX)

o wymiennik sodowo/wapniowo/potasowy (NKCX)

1.3 Rola jonéw wapnia w komorce

W toku ewolucji wytwo-
rzylo sie wiele mechanizmow o Regeneracja, o
Krzepniecie krwi Proliferacja Skurcz miesni

wykorzystujacych wapn jako

czasteczke sygnalowa do re-

alizacji specyficznych proce-

sow fizjologicznych dzialaja- Przewodzenie
) & Y 13 impulsow Zaplodnienie
cych w réznych ramach czaso- nerwowych

wych. Sygnal wapniowy moze
dziataé¢ od kilkunastu mikrose-

kund, po wiele godzin. Szyb-

gullo%nienie .
: : : oloidow Aktywator
kie zmiany zwiazane bezpo- biatkowych Apoptoza enzymatyczny

srednio z wahaniami stezenia

wapnia w cytozolu obejmuja Rycina 1.2: Udzial jonéw wapnia w integracji réz-

takic zjawiska jak:  skurcz nych szlakéw i proceséw komorkowych.

miesni poprzecznie prazkowa-

nych, sekrecja hormonéw, wzmozona produkcja ATP. Zmiany te zachodza w komorce
w ciggu sekund lub kilku minut. W dluzszej perspektywie czasu aktywowane sa rézne
mechanizmy kontrolujace ekspresje genéw w komorce, ktore moga wplywaé na rozni-
cowanie komorek, proliferacje, cykl komérkowy lub programowana $mier¢. Tego typu
reorganizacja czynnosci komérki wymaga dtuzszego czasu i zajmuje od kilku do kilku-
nastu godzin.

Wapn w cytozolu stanowi wiec przekaznik informacji i moze by¢ uzywany jako sy-
gnal integrujacy procesy zachodzace w réznych przedziatach komérki lub sygnat prze-
kazujacy informacje pomiedzy $rodowiskiem zewnetrznym, a komorka lub pomiedzy
komérkami. Stanowi kluczowy element integrujacy szereg szlakéw sygnalizacyjnych
i proceséw: mechano-chemicznych, biochemicznych i elektrycznych (Ryc. 1.2). Ak-
tywowane szlaki sygnalizacyjne prowadza do zmian w funkcjonowaniu komorki, ktére
moga objawia¢ sie w bardzo réznorodny sposob - od apoptozy po skurcz miesni i kon-

trole procesu zaptodnienia.

1.3.1 Sprzezenie mechano-chemiczne (skurcz miesni)

Wszystkie typy mieéni wykazuja zdolno$é¢ do odpowiadania skurczem na dociera-
jace do nich sygnaly elektryczne/chemiczne. Elementami kurczliwymi sa wiékienka

fibrylarne tworzace sarkomer. Skrocenie sarkomeru wymaga energii dostarczanej przez
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hydrolize zwiazku wysokoenergetycznego ATP do ADP i reszty fosforanowej. W obu ty-
pach miesni (gladkich i poprzecznie prazkowanych) czynnikiem inicjujacym skurcz jest
wzrost stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie. Ciag zdarzen nastepujacy od momentu
inicjacji sygnalu elektrycznego do skurczu miesnia nosi nazwe sprzezenia mechano-

chemicznego.

Etap 1 Potencjal czynnosciowy osiaga akson neuronu ruchowego. Potencjal czynno-
Sciowy aktywuje kanaly wapniowe zalezne od napiecia zlokalizowane w blonie komorko-
wej aksonu, co powoduje gwaltowne wnikanie jonéw wapnia Ca?* do wnetrza komérki.
Pod wplywem kaskady sygnalowej uruchomionej zwigkszonym stezeniem wapnia, pe-
cherzyki zawierajace acetylocholine tacza sie z btona komoérkowa uwalniajac neurotran-
smiter do szczeliny plytki nerwowo-miesniowe;.

Acetylocholina dyfunduje przez szczeline, taczac sie na jej drugim koricu z receptorami
nikotynowymi, co powoduje otwarcie kanalow sodowych i potasowych zlokalizowanych
w blonie komoérkowej miocytu. Przewaga jonéw sodu powoduje depolaryzacje blony
komorkowej i powstanie dodatniego potencjatu czynnosciowego. Pod wplywem poten-
cjalu czynnosciowego retikulum endoplazmatyczne komérki miesniowej uwalnia jony

wapnia.

Etap 2 Mechanizm skurczu opisuje ,$lizgowa teoria skurczu”. Skracanie biatek fibry-
larnych jest wynikiem oddzialywan pomiedzy widknami aktyny i miozyny, powiazanych
z troponina C (tzw. tropomiozyna). Zwiekszenie stezenia jonéw wapnia w cytozolu
powoduje zmiane konformacji troponiny C. Kompleks tropomiozyny zmienia swoje
polozenie wzgledem aktyny, odstaniajac miejsca kontaktu znajdujace sie na witoknie
aktynowym. Umozliwia to oddzialywanie aktyny z miozyna. Gléwki miozyny po pola-
czeniu z aktyna, pod wplywem ADP przesuwaja sie, doprowadzajac do przemieszczenia
sie wldkienek wzgledem siebie, co w efekcie powoduje wsuwanie sie filamentow aktyno-
wych glebiej pomiedzy filamenty miozynowe co prowadzi do skracania sie sarkomeru.
Gléwki miozyny pod wptywem ATP odlaczaja sie od aktyny. Etap ten powtarzany jest
przez caly czas, kiedy w cytozolu utrzymuje sie podwyzszone stezenie jonéw wapnia.
W miesniach gladkich nie ma troponiny C. Procesem inicjujacym skurcz jest w nich
fosforylacja lekkiego tancucha miozyny przez zalezna od kalmoduliny i wapnia kinaze

lekkich fancuchow miozyny.

Etap 3 Wapn jest aktywnie wpompowywany z powrotem do zbiornikéw retikulum
endoplazmatycznego przez pompe wapniowa (Ca/ATP-aze). Tropomiozyna wraca do

pierwotnej konfiguracji, blokujac miejsca wiazania miozyny na aktynie.
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1.3.2 Regulacja proces6w biochemicznych

W wyniku zwiazania ligandu lub zmiany réznicy napie¢ na powierzchni blony ko-
moérkowej, do komorki dostaja sie jony wapnia. Jony te sa w stanie regulowac aktywnosc¢
szeregu protein, ktére w tym konteks$cie nazywane sa biatkami efektorowymi. Biatka
takie posiadaja zdolno$¢ regulacji aktywnosci innych bialek, nalezacych do kaskady sy-
gnalowej. Jednym z pierwszych poznanych bialek efektorowych zaleznych od wapnia
byta kalmodulina. Przylaczenie czterech jonéw wapnia powoduje zmiane konformacji
kalmoduliny, w wyniku czego moze ona oddzialywaé¢ z innymi biatkami. W ten spo-
séb aktywowanych jest wiele enzyméw zaleznych od kalmoduliny (m.in. kinaza II).
Kinazy aktywuja inne bialka, charakterystyczne dla danej kinazy, co w efekcie prowa-
dzi do propagacji sygnatu, ktéry moze dawac¢ réznorodne efekty zalezne od obecnosci
w komérce poszczegdlnych elementow sygnatosomu. W odpowiedzi na aktywacje kal-
moduliny w komérce moga zosta¢ aktywowane szlaki odpowiedzialne za takie procesy
jak: procesy zapalne, apoptoze, ekspresje gendéw, transport wewnatrzkomorkowy lub
regulacje cyklu komérkowego [24].

Sygnalizacja wapniowa oparta na receptorach metabotropowych polega na stymu-
lacji receptoréw blonowych sprzezonych z biatkami G, ktore aktywuja fosfolipaze C
(PLC). Enzym ten powoduje hydrolize 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu do inozyto-
lotrifosforanu (IP3), ktéry wiaze sie z receptorami IP3R oraz diacyloglicerolu (DAG).
Po zwiazaniu [P35 prowadzi do uwolnienia jonéw wapnia z siateczki srodplazmatycznej
do cytoplazmy. Sygnal wapniowy nastepnie moze by¢ propagowany w postaci fali wap-
niowej lub aktywowaé szereg kinaz biatkowych zaleznych od wapnia (Ryc. 1.3). DAG
z kolei jest przekaznikiem drugiego rzedu, ktory docelowo aktywuje rodzine kinaz bial-
kowych typu C (PKC). PKC reguluje aktywnosé kilkudziesieciu innych bialek [202].

W zaleznoéci od organellum i wladciwosci sygnatu wapniowego, aktywowane moga
by¢ rézne Sciezki efektorowe. W mitochondrium, wapn w ilosciach mikromolowych,
stymuluje produkcje ATP poprzez regulacje allosteryczna trzech dehydrogenaz cyklu
Krebsa: pirogronianowej, izocytrynianowej oraz a-ketoglutaranowej [67, 111]. W mo-
mencie, kiedy poziom wapnia utrzymuje sie¢ na podwyzszonym poziomie przez dtuzszy
czas, mitochondria akumuluja znaczne ilosci tego jonu, co moze doprowadzi¢ do precy-
pitacji fosforanu wapnia, produkcji reaktywnych form tlenu i utraty mitochondrialnego
potencjalu transblonowego. Skutkuje to zwigkszeniem ich objetosci, powstaja wtedy
specyficzne pory permeabilizacyjne PTP (ang. permeability transition pore), ktére
uwalniaja zawarto$¢ matriks do cytozolu. Posréd uwolnionych czynnikéw znajduja sie
m. in.czynnik indukujacy apoptoze (AIF ang. apoptosis inducing factor) i cytochrom
C, odpowiedzialne za aktywacje kaspaz (ang. caspases — cysteine-dependent aspartate

specific proteases) 1 wejscie komérki na szlak apoptotyczny (Ryc. 1.8) [65, 68].
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Rycina 1.3: Transdukcja sygnalu wapniowego w komorce: kanaly wapniowe bram-
kowane napieciem (VGCC) i ligandem (LGCC); PLC: fosfolipaza typu C; CaM:
kalmodulina; IPj3: inozytolo-1,4,5-trifosforan; DAG: diacyloglicerol; IP3R. receptor
inozytolo-1,4,5-trifosforanu; PKC: kinaza biatkowa typu C.

W jadrze komérkowym, ktére otoczone jest podwdjng blona biatkowo-lipidowa, tzw.
otoczka jadrowa (jej przedluzenie stanowi szorstka siateczka $rédplazmatyczna, okre-
lana jako RER (ang. rough endoplazmic reticulum)), wzrost stezenia Ca?T moze
wplyna¢ na transkrypcje genow posrednio lub bezposrednio. Posrednio - poprzez ak-
tywacje jadrowych kinaz zaleznych od wapnia, albo bezposrednio, w wyniku aktywacji
czynnikéw transkrypcyjnych wiazacych Ca®™ [107]. Jadro komérkowe okreslane jest
czasami jako komoérka wewnatrz komoérki, poniewaz otoczka jadrowa zawiera wiasne
elementy metabotropowej gatezi szlaku sygnalizacji wapniowej, takie jak PLC, PKC,
IP3R, RyR, ktdre generuja osobne impulsy wapniowe wewnatrz jadra [235].

W oocytach fala wapniowa uwolniona w momencie wnikniecia plemnika powoduje
zmiane organizacji oston jaja. Mechanizm polega na aktywacji i dyfuzji specyficznej
dla plemnikéw fosfolipazy C uwalnianej w wyniku fuzji plemnika i oocytu. Gwaltowna
zmiana stezenia wapnia propaguje sie w postaci fali wapniowej rozchodzacej sie po ob-
wodzie calej komérki i doprowadza do zlewania sie drobnych pecherzykéw z przestrzeni
podblonowej z blona komoérkowa. Zawartosé¢ pecherzykéw modyfikuje sklad otoczki
oocytu [295].
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1.3.3 Regulacja sygnaléw elektrycznych

Sygnalizacja elektryczna odgrywa znaczaca role w komunikacji komorek pobudli-
wych np. syncytia serca, neurony, tkanka glejowa. W neuronach niektére receptory
neuroprzekaznikéw (NMDAR, AMPAR, 5-HTR) sprzezone sa z kanatami wapniowymi
(kanaly bramkowane ligandem - LGCC, Rozdz. 1.6.2), obecnymi w blonach komo-
rek pobudliwych. Obecne sa tez kanaly wapniowe bramkowane napieciem (VGCC,
Rozdz.1.6.2). Aktywacja tych kanaléw prowadzi do naptywu Ca?* do wnetrza komérki,
co zmniejsza réznice potencjatu elektrycznego utrzymywanego w poprzek blony komér-
kowej (tzw. potencjal spoczynkowy réwny -70 mV). Po osiagnieciu wartosci progowej
(-50 mV) nastepuje otwarcie bramkowanych napieciem kanaléw przewodzacych odko-
moérkowo jony potasowe, oraz kanatow przewodzacych jony sodowe do wnetrza komorki.
Aktywowane sa réwniez kanaly przepuszczajace jony chlorkowe na zewnatrz komorki.
Otwarcie tych kanaléw powoduje ruch jonéw zgodny z gradientami ich stezen, ktory
szybko niweluje réznice potencjaléw pomiedzy srodowiskiem zewnatrz- i wewnatrzko-
morkowym i wskutek szybkiego naptywu sodu rosnie do wartosci +35 mV. Jest to tzw.
potencjal czynnosciowy. Skutkiem ucieczki chloru jest narastajaca depolaryzacja blony
komorkowej spowalniana i ostabiana przez hiperpolaryzujace dzialanie wyptywajacych
z komorki jonéw potasu [18, 276].

W miegéniach rezultatem depolaryzacji jest otwarcie zaleznych od napiecia kanatow
wapniowych (kanaly typu L) i dalszy wzrost stezenia jonéw wapnia w cytozolu. Sy-
gnal wapniowy prowadzi do aktywacji kanatow rianodynowych, znajdujacych sie na
powierzchni siateczki srodplazmatycznej. Generuje to kolejna fale wapniowa spowodo-
wana wyrzutem wapnia z magazynu komoérkowego. Mechanizm ten nosi nazwe CICR
(ang. calcium induced calcium release). W komérkach nerwowych prowadzi to do
uwolnienia neurotransmiteréw w synapsach. Stanowi tez podstawe zjawiska lezacego

u podstaw uczenia sie i pamieci, czyli dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego - LTP.

1.4 Rola Ca?" w procesie apoptozy

Apoptoza, nazywana tez programowana Smiercia komérki, jest aktywnym, upo-
rzadkowanym procesem umozliwiajacym eliminacje komoérek bez aktywowania stanu
zapalnego i uszkodzenia otaczajacych tkanek. Zachodzi pod wplywem czynnikéw endo-
i egzogennych, ktére zapoczatkowuja genetycznie kontrolowany program doprowadza-
jacy do jej smierci. Apoptozie jednej komérki nie towarzyszy ani uszkodzenie komérek
sasiednich, ani powstanie stanu zapalnego. Podstawowymi cechami apoptozy sa: nisz-
czenie DNA (z udzialem endonukleaz), proteoliza bialek i wytworzenie ciatek apopto-
tycznych zawierajacych otoczone blona komérkows nie uszkodzone organelle. Cialka

te sa rozpoznawane i szybko fagocytowane przez monocyty i makrofagi. Fizjologiczna
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rola apoptozy jest eliminowanie z ustroju komérek zakazonych, uszkodzonych, zmuto-

wanych lub zbednych. Apoptoza odgrywa znaczna role w:

e procesach rozwojowych, podczas wytwarzania si¢ tkanek i narzadéw w trakcie
embriogenezy (np. ksztaltowanie uktadu nerwowego, narzadéw rozrodczych, for-

mowania palcéw i inne [92, 137];

e W erytropoezie - erytropoetyna hamuje aktywnos¢ kaspaz w komérkach tworczych

krwi, a szczegdlnie komorek prekursorowych czerwonych krwinek [271];
e w procesie dojrzewania limfocytéw T [103];
e w przebiegu fizjologicznej inwolucji narzadéw, np. grasicy [71];
e w apoptozie neutrofiléw [103];

e w procesie nowotworzenia (okoto 50% nowotworéw posiada mutacje w genach

kontrolujacych apoptoze) [263];

e w zakazeniach (np. indukcja apoptozy limfocytéw podczas zakazenia pierwot-
niakiem 7. brucei [27], komérek nablonkowych drég oddechowych wywotanych
zakazeniem P. aeruginosa [171] lub apoptoza komdérek wysciotki zotadka wywo-

tana infekcja H. pylori [300]);

Poznano wiele czynnikow stymulujacych apoptoze, a sygnatem do jej rozpoczecia
moze by¢ sygnal spoza komérki, badz z wnetrza komérki (Ryc. 1.8). Po odebraniu
»sygnatu $mierci” (np. zwiazanie TNF z receptorem na powierzchni) w komérce uru-
chamiane sa przemiany biochemiczne, ktérych skutkiem jest aktywacja specyficznych
proteaz cysteinowych: kaspaz (Ryc. 1.4), izoform kalpain, katepsyn [106, 255] i en-
donukleaz: DFF40 (ang. DNA fragmentation factor) i CAD (caspase activated
deoziribonuclease) [40, 153, 298]. Rozpoczecie proceséw proteolitycznych i nukleoli-
tycznych doprowadza do stopniowej degradacji biatek strukturalnych i trawienia ge-
nomu na fragmenty o diugosci 180-200 par zasad, co w efekcie prowadzi do $mierci
komérki. W mechanizmie mitochondrialnym bardzo wazna role odgrywaja jony wap-
nia. Nadmieni¢ warto, ze apoptoza jest procesem aktywnym, regulowanym szeregiem
czynnikéw, takich jak: dostepnosé substancji odzywezych, czynnikéw wzrostu, poziom
hormonoéw, cytokin, obecnosci czynnikéw cytotoksycznych, uszkodzenia DNA, czy ak-

tywacja okreslonych receptorow btonowych.
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Gléwne zmiany i procesy towarzyszace apoptozie obejmuja [129, 250]:
1. Faze inicjacji

e zwiazanie ligandu z receptorami DR (ang. death receptors)

e obkurczanie cytoplazmy, utrata kontaktu z sasiednimi komdrkami

e pecznienie mitochondriéw

e zageszczenie chromatyny

e powstanie kompleksu DISC (ang. death inducing signaling complex)

e aktywacja kaspaz pierwszej generacji tzw. kaspaz inicjujacych (kaspazy -9,
-8, -10 1 -12)

2. Faze wykonawcza

e uwolnienie cytochromu C
e powstanie apoptosomu: Apafl + cytochrom C
e aktywacja kaspaz wykonawczych (kaspazy -3, -6 oraz -7)

e aktywacja endonukleaz
3. Faze niszczenia

e degradacja DNA
e degradacja bialek
e fragmentacja jadra komoérkowego i cytoplazmy

e formowanie sie cialek apoptotycznych
Akceptuje sie podzial kaspaz na trzy grupy, tj.

e aktywatory cytokin, zwiazane ze stanami zapalnymi (kaspazy -1, -4, -5, -11, -12,
-13, -14)

e inicjatory (kaspazy-8, -9, -10)
e efektory (kaspazy-3, -6, -7)

Jak juz wspomniano, aktywacja kaspaz moze przebiega¢ wedlug dwoch odmien-
nych scenariuszy. Wyrézniamy szlak zewnetrzny, zalezny od blonowych receptorow
Smierci oraz szlak wewnetrzny, zalezny od mitochondriow. Kaspazy syntetyzowane
sa w postaci nieaktywnej - tzw. zymogenow, ktére dopiero w trakcie aktywacji szlaku
apoptotycznego przeksztalcane sa do czynnych enzyméw. Proces aktywacji prokaspaz
nastapi¢ moze w wyniku autoproteolizy, proteolizy przez inicjujaca kaspaze badz zwia-

zania czasteczek adaptorowych. Dojrzale enzymy tworza heterotetramery [153, 203].
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f; Degradacja

Faza 1 Faza 2 Faza 3

Rycina 1.4: Schemat przedstawiajacy zalezno$ci pomiedzy kaspazami w trakcie ich
aktywacji, tzw. kaskada kaspaz. Faza 1 obejmuje indukcje apoptozy, Faza 2 aktywacje
kaspaz efektorowych, oraz Faza 3 - degradacje [40, 48].

Niektére enzymy proteolityczne biorace udzial w apoptozie, np. izoformy kalpainy,
do dzialania wymagaja jedynie obecnosci jonéw wapnia, ktory przylaczany jest do
jednej z domen wykazujacej duza homologie z kalmodulina. Doktadniej, wiazanie wap-
nia nastepuje dzieki obecnosci motywéw ,E-F hand” w strukturze kalpain [37, 211].
Badania eksperymentalne wykazaly, ze wzrost aktywacji kalpain wyprzedza zmiany
morfologiczne typowe dla komorek apoptotycznych. Dodatkowo w wielu typach komo-
rek, ktére uruchomity program apoptozy dochodzi do rozchwiania homeostazy jonow
Ca?*, co prowadzi czesto do aktywacji izoform kalpainy [106, 255]. Z punktu widzenia
niniejszej pracy na szczegélna uwage zastuguje szlak wewnetrzny, w ktorym przeplyw
jonéw wapnia z ER do mitochondrium aktywuje mechanizmy prowadzace do pecznienia
mitochondriow, otwarcia megakanatu PTP i ostatecznie do utraty ciaglosci blon mito-
chondrialnych i uwolnienia do cytozolu m. in. cytochromu C, ktéry jest bardzo silnie
dzialajacym czynnikiem pro-apoptotycznym [153, 250]. Aby dokladnie nakreglié¢ zto-
zony charakter oddzialywan pomiedzy ER, mitochondriami i jonami wapnia, ktorych
finalem jest Smier¢ komérki, w dalszej czesci tego rozdziatu szczegdlowo wyjasnione
zostang poszczegolne etapy szlaku wewnetrznego.

Wsréd czynnikéw uruchamiajacych mitochondrialny szlak $mierci wymienia sie
m.in. nagromadzenie sie reaktywnych form tlenu - ROS (ang. reactive oxygene
species), tlenku azotu, jonéw Ca®", szok termiczny lub obecnosé toksyny takich jak ce-

ramid, kwas arachidonowy. Akumulacja uszkodzen DNA réwniez moze stanowi¢ sygnat
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apoptotyczny [153]. Sygnaly Smierci indukuja szereg zmian na poziomie molekularnym
prowadzacych do zmiany objetosci mitochondriéw (,,puchnigcia mitochondriéw”) i prze-
rwania ciagtosci blon mitochondrialnych. Powoduje to uwolnienie do cytozolu szeregu
bialek pro-apoptotycznych, prowadzacych do $mierci komérki. Uwalniane sa m.in. cy-
tochrom C, AIF, Smac/DIABLO [72, 284]. Gl6wna role w mechanizmie uwolnienia
tych biatek przypisuje si¢ jonom wapnia. Poniewaz PTP jest w stanie przepuszczaé cza-
steczki nie wieksze niz 1.5 kDa, oczywistym jest zatem, ze wiekszo$¢ z wymienionych
wyzej molekut jest zbyt wielka (np. cytochrom c - 10.5 kDa, AIF - 66.9 kDa), zeby
przedostac sie przez PTP do cytozolu. Jednym z mechanizméw wyjasniajacych to zja-
wisko jest teoria ,pecznienia” organelli. Gromadzeniu sie jonéw wapnia w macierzy
(Ryc. 1.6) towarzyszy naptyw wody. Prowadzi to do wzrostu objetosci mitochondriéw,
co w ostatecznosci doprowadza do pekania btony zewnetrznej i uwolnienia zawartosci
przestrzeni perymitochondrialnej oraz macierzy do cytozolu [165]. Jak wiadomo trans-
port jonéw Ca?t pomiedzy retikulum endoplazmatycznym i mitochondriami w wiek-
szosci zachodzi w miejscach kontaktu tych dwoch struktur (por. 1.7.1), dlatego tez
doktadne poznanie mechanizmu wymiany jonéw wapnia pomiedzy tymi kompartmen-
tami poprzez kompleksy MAM stanowi¢ moze klucz do lepszego poznania mechanizmu
apoptozy [100, 102, 122].

Z literatury wynika, ze nadmierny
naplyw jonéw wapniowych do mito-
chondrium powoduje aktywowanie pro- ‘
gramu apoptozy, czyli uwolnienia bia-
tek, ktore znajdowaly sie wewnatrz mito- ) &
chondrium: np. cytochromu C - sktad-
nik tancucha oddechowego, AIF oraz ad
Smack/DIABLO, proteazy serynowe -
HtrA2/Omi, endonukleaze G. Na ko-
lejnych etapach szlaku apoptotycznego

prowadzi to do aktywacji kaspaz efek-
torowych (kaspazy-3, 6 i 7), ktére do-
prowadzaja do degradacji bialek w ko-
moérce [68, 186, 237].  Cytochrom C

w cytozolu tworzy duzy, niejednorodny

kompleks z biatkami Apafl i Apaf2 oraz
prokaspazy-9, nazywany apoptosomem.

Cytochrom C dziala w tym kompleksie

Rycina 1.5: Wstazkowa reprezentacja
domeny BH4 bialka Bcl-X; (kod PDB:
1AF3) [10].

jako kofaktor i stymuluje auto oligomery-
zacje biatka Apaf-1, ktore z kolei jest aktywatorem prokaspazy-9. Kaspaza-9 uznawana
jest za kaspaze inicjatorowa mitochondrialnego szlaku apoptotycznego. Na drodze ogra-

niczonej proteolizy moze ona aktywowaé kaspazy wykonawcze (kaspaze-3 lub -7), ktére
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Rycina 1.6: (A) Transport jonéw Ca?T pomiedzy retikulum endoplazmatycznym i mi-
tochondriami podczas wczesnej fazy apoptozy zachodzi w miejscach kontaktu tych
dwdéch struktur. Szczegdlna role w procesie ustawienia poszczegdlnych kanaléw jono-
wych w apozycji odgrywaja specjalne bialtka spinajace o nieznanym charakterze. (B)
Indukcja miejsc wiazania za pomoca bialek hybrydowych (opis w tekscie) oraz rapa-
mycyny (RAPA); (C) Zdjecia wykonane transmisyjnym mikroskopem elektronowym
komorek RBL-2H3 ze zmodyfikowanymi sztucznymi biatkami spinajacymi przed i po
dimeryzacji indukowanej rapamycyna. Czarne strzalki wskazuja miejsca kontaktu ER-
mitochondrium, natomiast biate strzatki ER bez kontaktu. Wskaznik odleglosci to 250
nm [236].

aktywuja kaskade innych kaspaz lub rozpoczynaja proces degradacji aparatu biatko-
wego [40, 203]. Prokaspaza-3 moze réwniez bezposrednio aktywowaé polipeptyd AIF,
ktory aktywowany przenosi sie do jadra komorkowego i tam aktywuje endonukleazy
rozpoczynajace degradacje DNA [40, 48].

Uwolnienie cytochromu C i innych biatek mitochondrialnych zaangazowanych w apop-
toze regulowane jest przez grupe protein z rodziny Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/
lymphoma-2), ktérych przedstawiciele moga mieé¢ dzialanie zaréwno proapoptotyczne
(Bak, Diva, Bcl-Xg, Bik, Bim Bad, Bid, Egl-1), jaki i antyapoptotyczne (Bcl-2, Bcl-
Xy, Mcl-1, CED-9, Bel2A1, Bfl-1, Bel-2-L2) [41]. Szczegbtowy opis poszczegdlnych
bialek znajduje si¢ w Tab. 1.2. Bialka rodziny Bcl-2 dziela ze soba cztery domeny
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BH (ang. Bcl-2 homology region)(Ryc. 1.5), nazwane BH1, BH2, BH3, BH4, ktére
odgrywaja znaczng role w procesie kontroli apoptozy. W bialkach anty-apoptotycznych
(Bcl-2 oraz BelXy) wszystkie cztery domeny sa konserwowane ewolucyjnie, natomiast
biatka proapoptotyczne take jak Bad, Bid oraz Bim posiadaja tylko jedna domene -
BHS3 - i z tego powodu wyrézniane sa jako podgrupa biatek o nazwie ,, BH3-only” [169].
Czasami, takze bialka Bax wyodrebniane sa z rodziny Bcl-2 jako osobna podgrupa.
Domeny BH uczestnicza w dimeryzacji poszczegdlnych przedstawicieli grupy bia-
lek Bcl-2. Dimeryzacja moze zachodzi¢ na drodze laczenia sie bialek Bcl-2, wtedy
wykorzystywane sa zazwyczaj oddzialywania typu ,,ogon-glowa”, kiedy to N-koncowy
region biatka (zawierajacy domene BH4) oddzialuje z dalszym, C-koricowym regionem
siostrzanej czasteczki, w ktorej zlokalizowane sa domeny BH1, BH2 oraz BH3. Hete-
rodimeryzacja natomiast polega na laczeniu biatek Bel-2/Bax, kiedy zaangazowane sa
oddzialywania ,ogon-ogon”, dzigki mozliwos¢ interakcji domen BH1, BH2, BH3 bialek
Bel-2 ze srodkowa czescia Bax, w ktorej znajduje siec domena BH3 [41, 242]. Homo -
i heterodimeryzacja bialek z rodziny Bcl-2 wplywa w znaczny sposob na proces uwal-
niania cytochromu C z mitochondrium i aktywnosci niektérych kaspaz oraz na proces
formowania sie i aktywnosci PTP, co przeklada sie na decyzje komorki o kontynuowa-

niu, badz terminacji szlaku apoptotycznego zaleznego od mitochondrium.

Fas ligand Death receptors Survival factors
Independent stimuli .
Fas Y
DISC

i T

\x \

Calcineurine Kinases
\ PP1a (Akt, MAPK,
PKA, Rsks,
Bel-x, Bad PAK)

\

cro
, / dATP

Downstream
caspases

Rycina 1.7: Mitochondria stanowia centralny punkt decyzyjny komorki, w ktorym
krzyzuja sie zewnetrzne i wewnetrzne szlaki apoptotyczne. Wiele Sciezek programowa-
nej smierci komorki zalezna jest od biatek rodziny Bcl-2, w szczegdlnosci bialek grupy
,BH3-only” takich jak Bid i Bad [165].

trends in Cell Biology
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Dziatanie niektérych przedstawicieli biatek rodziny Bel-2:

Antyapoptotyczne:

Bcl-2 Hamuje apoptoze w réznych systemach komoérkowych, np. komorkach krwio-
tworczych i neuronach. Reguluje $mieré komorek przez kontrole przepuszczal-
nosci btony mitochondrialnej. Hamuje aktywnosé¢ kaspaz poprzez zapobieganie
uwalnianiu cytochromu C z mitochondriéw i/lub przez wiazanie sie z czynnikiem

aktywujacym apoptoze Apaf-1 [28, 152].

BclX; Znajduje sie na zewnetrznej btonie mitochondrialnej i reguluje otwarcie kanatu
VDAC. VDAC reguluje mitochondrialny potencjat blonowy, a wiec kontroluje
wytwarzanie reaktywnych form tlenu i uwalnianie cytochromu C przez mitochon-

dria, z ktérych oba sa silnymi induktorami apoptozy [44].

Bfl-1 Hamuje apoptoze indukowana IL-3. Moze dziala¢ w odpowiedzi komérek krwio-
tworczych na sygnaly zewnetrzne i wspomaga przezywalnosci komoérek srédbtonka

podczas infekcji. Indukowany NFxB hamuje aktywnosé czynnika TNF« [310].
Proapoptotyczne:

Bak W obecnosci odpowiedniego bodzca, przyspiesza programowana smier¢ komoérek

przez wiazanie do antyapoptotycznego biatka Bel-2 [247].

Diva Ekspresja biatka Diva hamuje wiazanie Bcl-X;, do kompleksu Apaf-1. Stanowi
nowy typ mitochondrialnych czynnikéw proapoptotycznych z rodziny Bel-2, ktore
promuja apoptoze niezaleznie od regionu BH3, poprzez bezposrednie wigzanie do

Apaf-1 [135].

Bik Przyspiesza programowana smier¢ komoérki. Wiaze si¢ z represorami apoptozy,np.
Bcel-X,, BHRF1, Bel-2 lub ich homologéw. Nie oddzialuja z biatkami Bax [279].

Bim Indukuje apoptoze wiazac sie z anty-apoptotycznymi biatkami takimi jak Bel-2,
Bel-Xp, i Mcl-1, hamujac ich dzialanie przezyciowe [55].

Bad Promuje $mier¢ komoérek. Konkuruje z biatkiem Bax w wigzaniu do bialek an-
tyapoptotycznych: Bel-Xp, Bel-2 i Bel-2-L2/Bcl-W, w ten sposéb wplywajac na
poziom heterodimeryzacji tych bialek z Bax. Dziala jako tacznik pomiedzy ze-

wnetrznymi i wewnetrznymi $ciezkami programowanej smierci [99].

Bid Produkt proteolizy tBid umozliwia uwolnienie cytochromu C. Przeciwdziata dzia-
laniu ochronnemu biatka Bcl-2 [96, 123].

Bax W warunkach stresu, ulega zmianom konformacyjnym, ktére powoduja jego prze-
mieszczenie do blony mitochondriéw, gdzie oddziatuje z poryna VDAC. Co osta-

tecznie prowadzi do uwolnienia cytochromu C [97, 247].
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1.4. Rola Ca?* w procesie apoptozy

Symbol Pelna nazwa biatka Domeny BH Referencje

Anty-apoptotyczne

Bcl-2 B-cell leukemia/lymphoma-2 BH1, BH2, BH3, BH4 [152]
Bcl-2-L2 Bcl-2-like protein 2-like protein 2 [99]
Bcl-X;  B-cell lymphoma-exira large BH1, BH2, BH3, BH4 [16, 44]
Mcl-1 Mpyeloid cell leukemia sequence 1 BH1, BH2, BH3, BH4 [215]
CED-9  Cell death protein 9 BH1, BH2, BH3, BH4 [130]
Bcl2A1  Bcel2-related protein A1 BH1, BH2, BH3, BH4 [124]
Bfi-1 Bcl related fetal liver homolog - 1 BH1, BH2, BH3, BH4 [308, 310]

Pro-apoptotyczne

Bak Becl-2 homologous antagonist killer  BH1, BH2, BH3 [41]

Diva Death inducer binding to vBel-2 and BH1, BH2, BH3, BH4 [135]
Apaf-1

Bcl-Xs  B-cell lymphoma-extra small BH3, BH4 [16, 39]

Bik Becl-2-interacting killer BH3 [73]

Bim Bcl-2-interacting mediator of cell BH3 [104, 205]
death

Bad Becl-2-associated death promoter BH3 2]

Bid Bcl-2 wnteracting protein BH3 [172]

Egl-1 Egg laying abnormal-1 BH3 [49]

Bax Bcl-2-associated X protein BH1, BH2, BH3 [55, 303]

Tablica 1.2: Biatka rodziny Bcl-2 - udziat poszczegélnych domen BH w strukturze.

Proteoliza biatka Bid laczy zewnetrzna Sciezke apoptotyczna ze $ciezka mitochon-
drialna. Umozliwia to przekazanie zewnetrznych sygnaléw apoptozy pltynacych z recep-
toréw blonowych na szlak aktywujacy mitochondrialny mechanizm $mierci. Skrécony
polipeptyd Bid, czyli tBid (ang. trunctated Bid) wiaze sie z biatkiem Bax, doprowa-
dzajac do zmian konformacyjnych jego N-konca, co umozliwia Bax przylaczanie do po-

wierzchni mitochondriow. Tam oddziatluje z poryna VDAC przy tworzeniu megakanatu
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1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

PTP. Efektem jest oligomeryzacja bialek Bax i Bak na zewnetrznej blonie mitochon-
drialnej (Ryc. 1.7), co poprzedza wyrzut wymienionych wczesniej czynnikéw apopto-
tycznych do cytozolu [247, 279]. Mitochondria stanowia wiec centralny ,punkt decy-
zyjny”, w ktorym zbiegaja sie najwazniejsze szlaki prowadzace do apoptozy [68, 165].
Istnieje jeszcze jeden szlak apoptotyczny, niezalezny od sygnalizacji receptorow po-
wierzchniowych, czy mitochondriow, ktory jest uruchamiany w retikulum endoplazma-
tycznym w wyniku dzialania czynnikéw stresogennych. Stres powoduje nagromadzenie
sie jonéw wapnia w retikulum, co destabilizuje funkcjonowanie bialek wspomagajacych
prawidlowe zwijanie innych protein - chaperonéw, co doprowadza do nagromadzenia

sie nieprawidtowo zwinietych biatek w ER.
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1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

1.5 Rola Ca?" w zaplodnieniu

Rola jonéw wapnia zwiazana z aktywacja oocytow podczas procesu zaptodnienia
znana jest od lat 90-tych poprzedniego wieku. Natomiast dopiero niedawno zaczeto
gromadzi¢ informacje dotyczace znaczenia Ca®" podczas aktywacji plemnikéw przed
zaptodnieniem [241].

Poczatek nowego zycia zaczyna sie od wymiany szeregu informacji, w ktérych klu-
czowa role odgrywa wapniowa $ciezka sygnalizacyjna. Wapn odgrywa role kluczowego
przekaznika, ktéry wymienia informacje pomiedzy gametami. Gdy plemnik zbliza sie
do powierzchni komérki jajowej obie gamety ulegaja aktywacji za sprawa zmian steze-
nia wolnych jonéw wapnia, ktére z kolei zmieniaja metabolizm obu gamet [36]. Zmiany
cytozoliczne oocytu zachodza poprzez aktywacje receptora IP3. Plemniki ssakéw ak-
tywuja sie tuz przed zaplodnieniem i réwniez w tym procesie wapn odgrywa znaczaca
role. Wzrost stezenia tych jonow w czesci ogonkowej plemnika doprowadza do wzrostu
czestotliwodcei ,,ruchéw” widkien kurczliwych. Zwieksza to ruchliwosé plemnika, ktéry
jest wtedy w stanie pokonaé opér srodowiska (wysciétke §luzowa macicy, ostonke przej-
rzysta). Wyrzut jonéw wapnia w oocycie odbywa sie dzieki aktywacji enzymu - fosfo-
lipazy typu C (PLC) za pomoca czynnika aktywujacego - tzw. PLC( pochodzacego
z plemnika i wzrostu stezenia IP3 wewnatrz komorki jajowej [264, 305]. Wzrost steze-
nia IP; wyzwala serie fal wapniowych w oocycie (Ryc. 1.9). PdZniejsze zmiany stezenia
wapnia stuza jako wyznaczniki kolejnych podzialéw komoérkowych oraz jako sygnaty
to powstawania wzorcéw gastrulacji i organogenezy, wspottworzac program rozwo-
jowy zarodkéw. Dodatkowo, w przypadku komorki jajowej, w chwili zaptodnienia do
cytozolu uwalniane sa jony wapnia, ktére moga wywola¢ pojedyncza fale wapniowa
badz szereg oscylacji jonéw wapnia. Powstanie pojedynczej lub wielokrotnej fali wap-
niowej jest cecha specyficzng gatunkowo. Fala ta jest sygnalem, ktéry ma na celu
ustawienie fazy cyklu komdérkowego oocytu i wyrzut ziarnistosci znajdujacych sie pod
btona komérkowa. Zawarto$¢ pecherzykow zmienia sktad chemiczny otoczki oocytu

i uniemozliwia przylaczenie sie kolejnego plemnika [108, 265].
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Rycina 1.9: Fale wapniowe przechodzace przez oocyt podczas procesu zaplodnienia

(A) czasowa charakterystyka poszczegélnych fal wapniowych w oocycie podczas za-
ptodnienia. Widoczna jest jedna duza fala wapniowa, po ktorej nastepuje siedem
mniejszych. (B) fala wapniowa pierwszej fazy, rozpoczynajaca sie w punkcie wniknie-
cia plemnika. Fuzja gamet prowadzi do powstania duzej fali wapniowej, ktora w ciagu
40 sekund obejmuje caty oocyt. (C) reorganizacja struktury wewnetrznej oocytu i wy-
tworzenie "kurczliwego bieguna”, z ktérego biora poczatek kolejne fale wapniowe. (D)
fala wapniowa podczas drugiej fazy, rozchodzaca sie z bieguna kurczliwego.[295].
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1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

1.6 Homeostaza wapniowa w komoérce

Badania ostatnich lat wyka-

zZuja, ze jony wapnia stanowia

kluczowa role w przekazywaniu Jon Stezenie (mM]

informacji w komorkach eukario- W cytozolu Poza komérka

tycznych.  Stezenia Ca?t w ko-

morce jest niskie i rosnie gwal- K+ 140 4
townie dopiero w wyniku pobudze-

nia. Podwyzszone stezenie wapnia Na* 14 440
w komorce uruchamia réznego ro- Cl- 4 116
dzaju kaskady zdarzen, ktére pro-

wadza do aktywacji wielu szlakéw HCO5 12 29
przekaznictwa sygnalu w komorce Mg+ 0.8 15
i okreslonej odpowiedzi komorki.

Wapni spelnia wiec klasyczna de- Ca?t <0.0002 2
finicje wtornego przekaznika in-

formacji. Stezenie Ca’t w cy- Tablica 1.3: Stezenie jonéw w komorce i macie-
tozolu, w komorce niepobudzone; rzy zewnatrzkomoérkowej [168].

jest bardzo niskie i wynosi okoto

50-100 nM, natomiast w przestrzeni zewnatrzkomdrkowej poziom tego jonu wynosi 1-2
mM. Réznica pomiedzy cytozolem a ptynami ustrojowymi jest wiec gigantyczna. Ste-
zenie jonu po obu stronach blony komoérkowej rézni sie niemal dziesieé¢ tysiecy razy
(Tab. 1.3). W wyniku pobudzenia komdrki stezenie Ca?* cytozolicznego wzrasta dzie-
sieciokrotnie do 1-2 uM. Przy tak duzej réznicy stezen utrzymanie stalego, niskiego
poziomu Ca?* w komorce realizowane jest za pomoca ukladéw bialek transportujacych
wapn, takich jak: pompy, kanaly, czy wymienniki, przez ktére Ca?* jest usuwany na
zewnatrz lub magazynowany w organellach wewnatrzkomérkowych (Ryc 1.10). Ogét
proceséw prowadzacych do utrzymania stalego, niskiego stezenia Ca?™, ktére pozostaje
w dynamicznej réwnowadze nosi nazwe homeostazy wapniowej.

Nadmiar Ca?t usuwany jest z cytozolu na zewnatrz, tj. w kierunku wyzszego ste-
zenia, przez enzymy blony plazmatycznej Ca?t-ATPazy, zwane takze pompami wap-
niowymi (PMCA). Proces ten odbywa sie kosztem energii uzyskiwanej z hydrolizy
ATP (ATP/Ca®" = 1:1). Innym mechanizmem usuwania Ca?" sa tzw. transportery
drugiego rzedu, czyli wymienniki sodowo-wapniowe i sodowo-potasowo-wapniowe, be-
dace biatkami blonowymi, transportujacymi jony sodu i/lub potasu na wymiane z jo-
nami wapnia (Na™K*/Ca*" = 3:1). Waprii jest takze magazynowany w organellach
wewnatrzkomdrkowych takich jak mitochondria oraz siateczka $rédplazmatyczna. Do-

datkowo w kazdym z kompartmentow wystepuja tez swoiste biatka buforujace, ktére
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1.6. Homeostaza wapniowa w komorce

Stezenie [M]

Kompartment

Spoczynek Aktywacja
Cytozol 0.05-0.1 0.5-2
ER 0.5 0.1
Mitochondria 0.2 1-500
Jadro komoérkowe 0.1 2
Aparat Golgiego 0.3 0.2
Przestrzen zewnatrzkomorkowa 2000 ~2000

Tablica 1.4: Stezenie jonéw wapnia w poszczegdlnych kompartmentach komorek euka-
riotycznych w czasie spoczynku i w wyniku aktywacji sygnalizacji wapniowej [163].

bardzo wydajnie wiaza wolne jony wapnia (Rozdz. 1.6.1). Do siateczki $rédplazma-
tycznej Ca*" pompowany jest przez kolejna Ca*™-ATPaze (SERCA), rézniaca sie od
tej wystepujacej w blonie plazmatycznej przede wszystkim wydajnoscia (ATP/Cat =
1:2). Jony Ca®" zmagazynowane wewnatrz siateczki réwniez wiazane sa z okreglonymi
biatkami buforujacymi: kalsekwestryna i kalretikuling (Tab. 1.5). Wapni magazyno-
wany jest réwniez w mitochondriach, aparacie Golgiego i jadrze komérkowym. Trans-
port wapnia do mitochondriéw - drugiego pod wzgledem znaczenia magazynu jonow
wapniowych w komérce, kontrolowany jest przez multimeryczne biatko - uniporter mi-
tochondrialny, opisany szczegdélowo w rozdziale 1.6.4. Transport jonéw na zewnatrz
kontroluja mitochondrialne wymienniki sodowo-wapniowe. Szczegdélowy opis mechani-
zméw transportu jonéw wapnia -z i -do magazyndéw retikularnych i mitochondrialnych
znajduje sie w rozdziatach 1.6.31 1.6.4. Wymienione wyzej mechanizmy wspétuczestni-
cza w zachowaniu homeostazy wapniowej w komorce i pozwalaja na zachowanie statego
stezenia tych jonéw w cytozolu (w wysokich stezeniach Ca®* jest cytotoksyczny).

W komoérkach niepobudliwych mobilizacja Ca?*t w komérce ma charakter dwufa-
zowy. Pierwsza faze stanowi opisany w rozdziale 1.3.2 szlak sygnalizacyjny, w ktérym
aktywacja receptora metabotropowego, sprzezonego z biatkiem G prowadzi do aktywa-
cji fosfolipazy C, produkcji IP5 i uwolnienia jonéw wapnia z magazynéw wewnatrzko-

morkowych. Komorki pobudliwe charakteryzuja sie tym, ze odpowiednie kanaty jonowe
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1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

- bramkowane ligandem, badz napieciem znajduja sie w ich btonie komérkowej i odpo-
wiedni sygnat aktywuje naptyw jonéw wapnia ze srodowiska zewnatrzkomorkowego do
cytozolu. Jak juz wspomniano stezenie jonéw wapnia w cytozolu jest niskie i wynosi
~ 50 - 100 nM. Podczas aktywacji wzrasta srednio dziesieciokrotnie do 1-2 uM. Sia-
teczka srédplazmatyczna jest magazynem jonéw wapna, wiec pobudzenie powoduje ich
uwolnienie, co oznacza, ze stezenie tych jonéw spada z 0.5 M do 0.1 pM. Mitochon-
dria w stanie spoczynkowym akumuluja niewielkie ilogci Ca?™ (0.2 pM), ale podczas
aktywacji sa w stanie bardzo wydajnie akumulowaé¢ uwolnione do cytozolu jony wapnia
i stezenie ich rosnie w macierzy mitochondrialnej do 1 pM. W ekstremalnych przypad-
kach mitochondria moga pomiesci¢ o wiele wigksze ilosci tych jonéw - nawet do 500
uM. Stezenie wapnia w pozostalych kompartmentach przed pobudzeniem i w trakcie

aktywacji przedstawiono w Tab. 1.4 [163].
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Rycina 1.10: Mechanizmy komérkowe zaangazowane w transport Ca™ [23, 46].
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1.6.1 Bufory i sensory wapniowe

Stezenie wolnych jonéw wapnia w cytozolu utrzymywane jest na niskim poziomie
takze przez odwracalne i selektywne wiazanie tych jonow przez wielkoczasteczkowe
biatka lub nieorganiczne zwiazki chemiczne. Bialka takie okreslane sa ogdlnie jako
CaBP (ang. calcium binding proteins). Wydajnoé¢ wiazania Ca*" pozwala na za-
szeregowanie do jednej z grup, okreslanych jako - bufory wapniowe lub sensory
wapniowe (Tab. 1.5). Bufory to bardzo zréznicowana grupa zwiazkéw, ktérych za-
daniem jest zwiaza¢ jak najwieksza ilos¢ jonow wapnia. 7 reguly robia to za pomoca
sit elektrostatycznych, eksponujac na powierzchni negatywnie naladowane reszty ami-
nokwasowe, ktore oddzialuja z dodatnio naladowanymi jonami wapnia. Sensory shuza
jako czasteczki wykrywajace obecnos¢ jondéw wapnia. Zdolnosé¢ do wykrywania lub
buforowania wolnych jonéw wapnia zalezy od poziomu ekspresji i kombinacji wielu
rodzajéw bialek wiazacych wapn obecnych w komoérce, przez co poziom zwiazanych
1 wolnych jonéw wapnia w réznych typach komérek ksztaltuje sie bardzo réznorodnie.
Na przyktad komérki Purkinjego - neurony wystepujace w korze mézdzku - charaktery-
zuja sie bardzo wysokim poziomem parvalbuminy i kalbindyny, co w efekcie powoduje,
ze na kazdy jon wolnego wapnia przypada okoto 2000 zbuforowanych. W innych komér-
kach stosunek ten utrzymuje sie w przedziale 50 — 100:1. Sygnal wapniowy w cytozolu
jest bardzo niski. Motoneurony np. maja bardzo niewielkie mozliwosci buforowania
wapnia, co w konsekwencji daje znaczny wzrost poziomu wapnia w cytozolu podczas
sygnalizacji.

Obie podbgrupy wykorzystuja dwa rodzaje motywow strukturalnych, ktére pozwa-
laja zwiazac¢ jony Ca’": motyw EF oraz C2. W niektérych przypadkach (np. kalbin-
dyna) obecno$é¢ wielu motywéw wiazacych wapn pozwala funkcjonowaé w podwéjne;j

roli: jako bufor i sensor.

Motywy EF

Termin "EF-hand” wprowadzono w 1973 roku. Termin ten opisowo przedstawiat
reprezentacje wstazkowa domeny odpowiedzialnej za wigzanie Ca?T w parvalbuminie.
Biatka EF-hand stanowia najwazniejsza rodzine bialek wiazacych wapn (tzw. ,EF-hand
calcium binding proteins”™). Jest to bardzo réznorodna i liczna rodzina bialek, ktoérej
przedstawiciele zaliczaja sie z reguly do sensoréw Ca?* [302]. Klasycznym przyktadem
jest tutaj kalmodulina (CaM) (Ryc. 1.12). Motyw wiazacy wapn sklada sie z ukltadu
heliks-petla-heliks, w ktérym wiazanie wapnia zachodzi witasnie w petli taczacej he-
lisy, zlozonej zwykle z dwunastu aminokwaséw 1.11 [110, 201]. Mechanizm wiazania
opiera sie na dwunastu negatywnie natadowanych atomach tlenu, z reszt hydroksylo-
wych i karbonylowych szkieletu biatkowego heliksow i podstawnikéw grup bocznych,
ktore oddzialuja elektrostatycznie z jonami wapnia. Z reguty w biatku wiazacym wapn

wystepuja dwie takie petle.
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'y

(a) Ulozenie reszt aminokwasowych wiazacych (b) Heliksy E i F oraz petla laczaca
Ca?*. Kolor niebieski - atomy azotu, czerwony
- atomy tlenu

Rycina 1.11: Struktura motywu EF-hand.

Jezeli w biatku wystepuje wiecej motywéw EF (nawet do 12), mamy do czynienia ze
zjawiskiem kooperatywnego wiazania jonéw wapnia. Zwiazanie jednego jonu zwieksza
powinowactwo kolejnych miejsc wiazania [166]. Czasteczka kalmoduliny zawiera dwie
domeny z motywem EF, co sprawia, ze wiaze 4 jony wapnia. Stata dysocjacji takiego
uktadu wynosi K; ~ 107% M. Po zwiazaniu Ca?" kalmodulina zmienia konformacije,
eksponujac domeny hydrofobowe. Kalmodulina reguluje funkcje i aktywnos¢ okoto 300
biatek, m.in.: kalcyneuryny, syntazy tlenku azotu (NOS - ang. nitric oxide synthase),
receptora IP3R, PMCA [262]. Liczba bialek posiadajacych ten motyw jest olbrzymia.
Szacuje sie, ze jest ich od 600 do kilku tysiecy. Ogolnie mozna podzieli¢ je na 66
duzych rodzin, liczacych sobie kilku, badz kilkuset przedstawicieli. Pod wzgledem
funkcjonalnym zgrupowanych w dwie duze podgrupy (Ryc. 1.13) [309]:

e Kanoniczne EF-hand - wystepujace np. w kalmodulinie (Ryc. 1.11), gdzie

12 reszt petli stabilizuje jon wapnia poprzez tlen reszt karboksylowych.

e Pseudo EF-hand - znajdujace sie np. w biatkach S100, ktére posiadaja

zmodyfikowang sekwencje petli aminokwasowej wiazacej wapn.
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1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

(a) kalmodulina, bez Ca?* (kod PDB: 1CFD) (b) kalmodulina z Ca?* (kod PDB: 3CLN)

Rycina 1.12: Wstazkowa reprezentacja struktury trzeciorzedowej kalmoduliny [15, 156].
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Rycina 1.13: Drzewo filogenetyczne bialek z rodziny EF-hand [309].
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1.6. Homeostaza wapniowa w komorce

M. molowa Liczba Tlosé Stata
monomeru motywow zwigzanych dysocjacji

[kDa] EF-hand/C2 jonéw Ca’* Ky[M]

Sensory

kalmodulina 17 1 4 106
S100 12 | | 10=% - 10"
kalcyneuryna 80 | | 1076 - 1077

NCS 22 4 2 5-10—6

w
DO
|

parvalbumina 12

kalbindyna-D28k 28 6 4 1075~ 106
kalbindyna-D9k 9 2 2 1073~ 10°6
kalretynina 29 6 | 1x10~7
retikulokalbina 14 6 6 1x1073
synaptotagmina 47 2 6 3-6x107*
rabfilina 82 2 6 1-2x10"°
DOC2 82 2 6 0.1 -0.3x1076
perforyna 60 1 3 1074
UNC-13 180 3 9 -
Bufory
kalretikulina 55 - ~25 mol Ca?* /mol Pr 2x107°
Grp94 94 - ~19 mol Ca?* /mol Pr 2x1076
BIP/Grp78 78 - ~1-2 mol Ca?* /mol Pr 107°
Kalneksyna 80 - - 5-107°
ERp72 72 - ~12 mol Ca?* /mol Pr 1075
kalcystoryna/PDI 55 - ~23 mol Ca?* /mol Pr 2-5x1073
kalsekwestryna 55 — ~30 — 80 mol Ca?*/mol Pr 1x1073

Tablica 1.5: Bufory i sensory wapniowe. Ilo$¢ zwiazanych jonéw wapnia dla sensorow
odpowiada liczbie pojedynczych jonow, natomiast dla buforéw wyrazona jest w ilosci
moli Ca*" na 1 mol biatka (Pr) [7, 34, 64, 112, 113, 121, 160, 210, 226, 227, 243, 302].
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1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

Motywy C2

Domena C2 liczy ~120 aminokwaséw o silnie konserwowanej sekwencji (Ryc. 1.14).
To charakterystyczny motyw ztozony z oSmiu anty-réwnolegtych S-kartek, jedna na dru-
giej. Tego typu uklady zdolne sa wigza¢ od dwoch do trzech jonéw wapnia. Wiazanie
nastepuje w petlach utworzonych z wolnych tancuchéw aminokwaséw wystepujacych
pomiedzy [-kartkami. Wystepuja z reguly w biatkach, ktore wykorzystuja tadunek
Ca®" do przemieszczenia sie w poblize dwuwarstwy lipidowej, np. fosfolipaza C, sy-

naptotagmina, biatkowa kinaza C [199, 277].

) \ \
\ \
(a) C2 bez Ca?t (kod PDB: 3W56) (b) €2z Ca’t (kod PDB: 3W57)

Rycina 1.14: Wstazkowa reprezentacja struktury trzeciorzedowej motywu C2 [277].

Kilka jonéw potrafi wytworzy¢ pole elektrostatyczne, pozwalajace znacznie przy-
Spieszy¢ wiazanie z biatkami na powierzchni blony komérkowej (np. w przypadku fos-
folipazy, ktora wykorzystuje domene C2 do zblizenia si¢ do inozytolu na powierzchni
blony). Zwiazanie Ca®>" w petlach obniza negatywny tadunek biatka i pozwala na pe-

netracje dwuwarstwy lipidowej przez reszty hydrofobowe i aromatyczne.

1.6.2 Przeplywy wapnia z i do komoérki

Poziom jonéw wapnia w komorce podlega $cistej regulacji. Stezenie tych jonéw
w srodowisku zewnatrzkomorkowych wynosi w przyblizeniu ~ 2mM, z kolei w cyto-

zolu, podczas spoczynku jest stosunkowo niskie i wynosi 20 — 100 nM w zaleznosci
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1.6. Homeostaza wapniowa w komorce

od rodzaju komorki. Tak niski poziom wapnia jest konieczny ze wzgledu na obecnosé
fosforanow, ktorych sole z wapniem sa stabo rozpuszczalne, wiec dochodzitoby do pre-
cypitacji i utraty tych waznych dla komérki zwiazkéw. Duzy gradient stezenia Ca2"
wystepuje takze pomiedzy cytozolem, a siateczka $rédplazmatyczng. Stezenie Ca?t
w ER jest ok. 1000 razy wieksze niz w cytoplazmie i wynosi ~0.5 — 1 mM. Stezenie
wapnia w mitochondrium waha sie pomiedzy 50 — 500uM (Ryc. 1.10) [46]. Szereg wy-
specjalizowanych bialek (Rozdz. 1.2) zaangazowanych jest w utrzymaniu ,status quo”,
czyli niskiego poziomu wapnia w cytozolu. Tworza uktad pomp, kanaléow i wymien-
nikéw, ktére kontroluja stezenie Ca?™ w cytozolu, utrzymujac jego poziom w stanie
rownowagi dynamicznej. Sygnal wapniowy tworza poszczegolne przeplywy: naplyw
jonéw wapnia ze srodowiska zewnatrzkomdrkowego do wnetrza komérki oraz wyplyw,
uwalnianie z magazynéw wewnatrzkomérkowych i transport w przeciwnym kierunku.

Wapn do wiekszosci typow komorek naptywa giéwnie poprzez kanaly bramko-
wane napieciem (VGCC) [306] lub ligandem (LGCC) [296], znajdujace sie na blo-
nie komorkowej. Istnieje jednak szereg innych mechanizméw naptywu jonéw wapnia,
ktére wykorzystuja wyspecjalizowane biatka/kanaty np.: kanaly wapniowe zalezne od
receptoréw (ROCC) [246], kanaly pojemnosciowego napltywu wapnia (SOCEC) [209],
kanaty TRP [214].
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1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

Typ kanatu Miejsce Opis
wystepowania
Typ L komorki miesniowe oraz aktywacja przy wysokim potencjale
(Cay 1.1-1.4) inne komorki zwierzece blony,regulacja  skurczu = komorek
o miesniowych
Typ N neurony aktywacja przy wysokim potencjale
(Cay 2.2) blony; wolniejsza inaktywacja niz ka-
naly T; sekrecja neurotransmitterow
Typ P neurony gruszkowate napiecie, fosforylacja, biatka G; uwal-
(Cay 2.1) (Purkinjego) inne kom. nianie neurotransmitteréw w szczeli-
nerwowe nach presynaptycznych, réwniez znaj-
dowane we widéknach Purkinjego serca.
Typ Q komorki ziarniste wysoki poziom aktywacji i relatywnie
(Cay 2.1) mozdzka niska kinetyka.
Typ R komorki ziarniste wysoki poziom aktywacji i relatywnie
(Cay 2.3) mozdzka niska kinetyka dzialania.
Typ T powszechnie w komor- aktywacja przy niskim potencjale
(Cay 3.1-3.3)  kach zwierzecych blony, regulacja wejécia wapnia przy

ujemnym potencjale blony

Tablica 1.6: Lista wazniejszych kanaléw wapniowych, bramkowanym napieciem, wy-
stepujacych w komérkach eukariotycznych [86, 189, 253, 304].

Kanaly bramkowane napieciem (VGCCQC)

Kanaly VGCC, ktore okreslane sa réwniez jako Cay, wystepuja w duzych ilo-
Sciach w blonach komérek pobudliwych i stanowia niezbedny element prawidlowego
funkcjonowania neuronéw, gleju, miesni szkieletowych, serca czy gruczoléow wewnatrz-
wydzielniczych. Z reguly nie dzialaja jako osobne kanaly, lecz kooperuja scisle z innymi
rodzajami kanaléw jonowych - potasowymi i sodowymi lub kanatami aktywowanymi
neuotransmiterami, wspierajac potencjal czynnosciowy (w neuronach) lub stanowiac
gtéwna jego czesé (miesnie serca). Ich otwarcie nastepuje w wyniku zmiany poten-
cjalu blonowego w stosunku do potencjatu spoczynkowego komérki (-70 mV). VGCCs
sktadane sa z kilku podjednostek, ktére tworza heteromultimery (najczesciej wyste-
pujacy kanal typu L sklada sie z sie z pieciu podjednostek). Rdzen kanalu stanowi
podjednostka «; zlozona z czterech domen formujacych pierécienn w blonie biatkowo-
lipidowej o wielkosci 170-250 kDa. Kazda z domen zawiera 6 transbtonowych motywow
o strukturze a-helisy (Ryc. 1.15). Co czwarty heliks posiada pozytywnie naladowane

krétkie sekwencje transbtonowe o wladciwosci czujnika jonéw Ca®*. Juz pojedynczy
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1.6. Homeostaza wapniowa w komorce

pierécien ma funkcjonalno$é¢ kanatu jonowego, ale z reguty podjednostka a sprzezona
jest dodatkowo z innymi podjednostkami (np. s, 3, v, d), ktére modyfikuja kinetyke
aktywacji/dezaktywacji i lokalizacje kanatu (Tab. 1.6) [269, 301].

Rycina 1.15: Struktura czwartorzedowa kanatu bramkowanego napieciem (kod PDB:
4AMW3). Kolorami oznaczono poszczegdlne tanicuchy tetrameru [269].
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1.6. Homeostaza wapniowa w komorce

Istnieje kilka rodzajow VGCCs, ktore sa strukturalnie homologiczne, lecz nie iden-
tyczne konstrukcyjnie. Wyszczegolniono pie¢ podtypéw kanaléw VGCC, ktére roznia
sie wlasciwosciami fizjologicznymi (np. czas otwarcia, przewodnosé i wrazliwosé na
potencjal) oraz wrazliwosé na niektére inhibitory. W zaleznosci od tych réznic VGCCs
dzielimy na kanaly L, N, P, Q, R i T (Tab. 1.6). Np. kanaly typu L, sa wrazliwe
na zablokowanie przez 1,4-dihydropirydyne (DHP), ale nie przez w-konotoksyne, wy-
izolowana z jadu $limaka Conus geographus (wCTX) lub w-agatoksyne, wyizolowana
z jadu wezy grzechotnikowatych (WAGA). Dane dotyczace pozostatych typow kanaléw
znajduja sie w Tab. 1.7 [120, 253].

Jak juz wspomniano, kanaly VGCCs aktywowane sa zmiana potencjatu elektrycz-
nego na powierzchni btony komérkowej. Zmiana wplywa na uklad sensoréw jonow
Ca?" w a-helisach, dochodzi do zmiany konformacji i otwarcia kanatu. Jony wapnia
swobodnie przemieszczaja sie ze Srodowiska zewnatrzkomorkowego do cytozolu zgodnie
z gradientem stezenia [159]. Wapn wchodzacy do komérki przez VGCC inicjuje dalsze
etapy propagowania sygnalu w komorce, poprzez aktywacje mechanizméw efektoro-
wych: kinaz biatkowych, biatek sensorowych i innych przekaznikow drugiego rzedu.

Kanaly te sa wysoce selektywne, mimo to bardzo szybkie i moga powodowaé lokalnie

duzy wzrost stezenia wapnia: >1 mM w odlegtosci ~1pum od ujecia wylotu kanatu [221].

Kanaly bramkowane ligandem (LGCC)

Inna grupa kanaléw, ktére uczestnicza w transporcie wapnia do wnetrza komorki
jest grupa tzw. receptorow jonotropowych lub kanaléw jonowych bramkowanych li-
gandem (LGCC). W wyniku wigzania ligandu z domena receptorowa, ktéra znajduje
sie w miejscu allosterycznym biatka z dala od samego kanalu, receptor jonotropowy
zmienia swoja konformacje, w tym domen tworzacych kanal jonowy. Kanal otwiera
sie umozliwiajac naptyw kationéw (Ca*", K+, Na™) lub anionéw (C17), ktére przeni-
kaja przez blone komérkowa zgodnie z gradientem stezen. Ze wzgledu na specyficzny
charakter wiazania receptora do ligandu, kanaly te dzielimy wlasnie wedlug czasteczki
transmitera, ktéry go aktywuje. Sa to: acetylocholina (Ach), serotonina (5-HT), kwas
v-aminomastowy (GABA), kwas glutaminowy oraz nukleotydy purynowe (np. ATP).
Wigkszos¢ z wymienionych typéw receptorow moze transportowac jony wapnia, jedynie
receptopry GABA sprzezone sa z kanalami transportujacymi jony chlorkowe, zostana
wiec pominiete w dalszym opisie.

Pod wzgledem strukturalnym wyrézni¢ mozemy trzy kategorie receptoréw jonotro-
powych, w ktorych kanal jonowy tworzony jest przez pieé¢, cztery i trzy podjednostki.
Do jednej z rodzin naleza tzw. receptory o budowie pentamerycznej, do ktorej
naleza nikotynowe receptory cholinergiczne (nAChR - ang. mnicotinic acetylcholine

receptors) [19, 292|, serotoninergiczne typu 3 (5-HT3R - ang. 5-hydrozytryptamine
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receptors) [217]. Tetrameryczne receptory glutaminergiczne (AMPAR - ang. a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isozazolepropionic acid receptor; NMDAR - ang. N-
methyl-D-aspartate receptor) stanowia kolejna podgrupe [174] oraz trymeryczne re-
ceptory purynergicze (P2X) [79, 138, 204].

Nazwa Agonista Warianty Referencje
podjednostek
Pentamery
nAChR acetylocholina ()2 B0, (a)a167y [19, 292]
(@3)2(B4)3; (a)2(B2)3
(a7)s
5HT; serotonina 5-HT,_- [217]
Tetramery
NMDAR kwas N-metylo-D- NR1-1a,NR1-1b
asparaginowy NR1-2a,NR1-2b (162, 174]

NR1-3a,NR1-3b
NR1-4a,NR1-4b

AMPAR a-amino-3-hydroksy-

5-metylo-4-izoksazolo- GluR1-4 [174]
propionowy
Trimery
P2X nukleotydy purynergiczne P2X,_~ [79, 138, 204]

Tablica 1.8: Podzial i struktura receptorow bramkowanych ligandem
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1.6. Homeostaza wapniowa w komorce

Rycina 1.16: Struktura czwartorzedowa kanalu bramkowanego ligandem P2X (kod
PDB: 3I5D). Kolorami oznaczono poszczegdlne taricuchy trimeru [146].

Rycina 1.17: Struktura czwartorzedowa kanatu nAChR (kod PDB: 2BG9). Kolorami
oznaczono poszczegdlne tacuchy pentameru [281].
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Pompa plazmatyczna (PMCA)

W komoérce obecne sa dwa oddzielne mechanizmy usuwania wapnia: za pomoca
biatka ATPazy, ktéry jest pompe wapniowa i wymiennika jonowego. Pozwala to na
utrzymanie bardzo niskiego stezenia jonéw wapnia w cytozolu, ktore jest utrzymywane
na poziomie 50-100 nM.

Pompa wapniowa zlokalizowana na blonie komérkowej nalezy do rodziny AT-
Paz typu P, do ktérej naleza trzy rodzaje pomp wapniowych: PMCA (pompy blony
komérkowej), SERCA (pompy magazynéw wewnatrzkomoérkowych) i SPCA (pompy
na powierzchni aparatéw Golgiego). PMCA sklada sie z 10 transblonowych domen,
przy czym obydwa konce: NH2, i COOH znajduja sie od strony cytoplazmatyczne;j.
Cytoplazmatyczny fragment pompy zawiera 3 wazne rejony: petle cytoplazmatyczna,
pelniaca istotng role podczas cyklu transportowego, centrum aktywne z asparaginia-
nem w pozycji D465 (ten aminokwas ulega fosforylacji) oraz domena regulatorowa na
koricu karboksylowym [70, 114].

ATPazy charakteryzuje wysokie powinowactwo do jonéw Ca?', mechanizm dzia-
tania opiera sie o wykorzystanie energii zawartej w ATP, ktora pozwala usunaé¢ wapn
z cytoplazmy [31]. W trakcie cyklu pracy pompy wytwarzany jest nietrwaly zwiazek
posredni, ktory powstaje z reszty fosforanowej z ATP i reszty asparaginianu, ktéry
znajduje sie w centrum aktywnym enzymu. W wyniku fosforylacji enzym zmienia kon-
formacje i zmniejsza sie jego powinowactwo do jondéw wapnia, ktore pierwotnie wiaza
si¢ do domen po cytoplazmatycznej stronie. Zmiana konformacyjna powoduje, ze jony
wapnia sa eksponowane do srodowiska zewnetrznego. Zmniejszone powinowactwo po-
woduje oddysocjowanie jonu. PMCA transportuje jeden jon wapnia podczas jednego
cyklu hydrolizy ATP [70].

Aktywnos¢ PMCA regulowana jest na kilka sposobow. Podstawowym mechani-
zmem jest fosforylacja reszt serynowych, treoninowych i tyrozynowych przez kinazy
typu A (PKC) oraz typu A (PKA). Modyfikacje reszt treoninowych i serynowych zwiek-
szaja Viae Oraz powinowactwo do jonéw wapnia, natomiast fosforylacje reszt tyrozy-
nowych hamuja aktywnosé pompy [70]. Aktywnos¢é PMCA regulowana jest réwniez
przez skiad lipidowy otoczenia. W szczegdlnosci obecnosé fosfolipidéow: 4,5-difosforan
fosfatydyloinozytolu (PIP3) i fosfatydyloseryny. Obecnosé tych zwiazkéw obniza stala
potaktywacji pompy do 100 nM. Pompa wapniowa PMCA wchodzi réwniez w interak-
cje z szeregiem bialek, ktére modyfikuja jej aktywno$é m. in kalmodulina, kalpainy,

oraz rodziny biatek posiadajacych tzw. domene PDZ [229].

Wymiennik Nat/Ca*" (NCX)

Wymiennik sodowo-wapniowy moze znajdowaé sie w jednym z dwoch standéw

konformacyjnych: w konformacji skierowanej w strone przestrzeni miedzybtonowej lub
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zewnatrzkomérkowej, oraz konformacji skierowanej w strone cyzolu/macierzy mito-
chondrium. Biatko posiada trzy miejsca wiazania jonéw sodowych i jedno miejsce wia-
zania jonéw wapniowych. Przelaczenie pomiedzy konformacjami nastepuje w dwoch
sytuacjach: kiedy wszystkie miejsca wiazania sodu sa zwiazane, a miejsce wiazania
wapnia wolne lub kiedy miejsce wiazania wapnia jest zajete, a miejsca wigzania sodu
wolne. Otwarcie nosnika w strone cytozolu powoduje, ze wypeliane sa miejsca wiaza-
nia jonéw wapnia (ze wzgledu na niewielka ilo$¢ jonéw Na™ w cytozolu). Odwrotnie
wyglada sytuacja, kiedy wymiennik znajduje sie w konformacji otwartej na zewnatrz ko-
moérki. Tam stezenie jonéw sodu jest niemal 70 razy wyzsze niz stezenie jonéw wapnia,
wiec z wiekszym prawdopodobienstwem obsadzone zostana wszystkie miejsca wiazana
jonéw sodu. W ten sposdéb wprowadzenie zasad dotyczacych mozliwoséci zmiany kon-
formacji wytworzyto nosnik jonow, ktory wykorzystuje ich potencjat chemiosmotyczny
do zamiennego przenoszenia ich w poprzek btony biologicznej [5].

Wymiennik NCX jest zatem typo-
wym przyktadem antyportu drugiego
rzedu w komorce. Zuzywa energie
zmagazynowana w wyniku przeniesie-
nia trzech jonéw sodowych do prze-
transportowania jednego jonu wapnia
na zewnatrz komorki. NCX to wy-
miennik o bardzo niskim powinowac-
twie, ale wysokiej sprawnosci transpor-
towej w stosunku do jonéw wapnia.
Dlatego ich dzialanie istotne jest na po-
czatku sygnalu wapniowego, kiedy ste-

zenie wapnia jest najwyzsze. Pozwala

to na szybkie usuniecie z cytozolu du-
zych ilosci wapnia. Wykorzystuje ruch

., Ryci 1.18: Sch t tazk d-
do komérkowy ruch jonéw sodu zgodny yema chemlat wstazkowy prze

. ., . stawiajacy strukture wymiennika sodowo-
z gradientem stezen do transportu jo- Jacy © W

, ) ) ) wapniowego. Zielonym kolorem oznaczone
néw wapnia whbrew gradientowi [251].
zostaly jony Ca*", purpurowym jony Na™

NCX odgrywa szczegdlna role w ko-
B soma 1O (kod PDB: 3V5U) [167].

morkach pobudliwych, gdzie z duza
wydajnosciag usuwa znaczne ilosci jo-
now wapnia, ktory naptywa do cytozolu w trakcie aktywacji na styku synaps lub ptytki
moto-nerwowej [9]. Oprécz jonéw wapnia niektére przenosniki sa w stanie transporto-
waé potas. Méwimy wéwezas o wymiennikach Na®/K*/Ca?" (NCKX), ktére stano-
wia osobna podrodzine i wymieniaja séd na jony potasu i wapnia. U ssakéw opisano

trzy geny kodujace biatka NCX i szesé¢ kodujacych biatka NCKX [173].
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1.6.3 Przeplywy wapnia w magazynach ER

Wyplyw wapnia z magazynow wewnatrzkomorkowych aktywowany jest dwoma od-
dzielnymi mechanizmami. Pierwszy polega na oddzialywania biatko-biatko i polega na
serii zmian konformacyjnych bedacych efektem tych oddziatywan. Sensory wapnia na
powierzchni blony komérkowej (np. kanat Cay 1.1 typu L) oddziatuja bezposrednio z ka-
nalami uwalniajacymi wapn, gtéwnie RyR-1, zmieniajac konformacje tego ostatniego.
Mechanizm ten wystepuje gléwne w migéniach szkieletowych i niektérych neuronach
podwzgdérza [23]. Drugi mechanizm oparty jest o synteze przekaznika drugiego rzedu.
Aktywacja receptoréow lub kanaléw na blonie komoérkowej, prowadzi do wytworzenia
drugorzedowego przekaznika dyfundujacego w cytozolu i aktywujacego uwolnienie wap-
nia z magazynow wewnatrzkomorkowych. Jednym z gléwnych przekaznikow drugiego
rzedu jest sam wapni, ktéry jest w stanie aktywowaé kanaly RyR/IP3R na drodze wy-
plywu wapnia indukowanego wapniem (CICR - ang. calcium induced calcium
release). Ten autokatalityczny mechanizm jest podstawa utrzymujacych sie oscylacji
wapniowych. Kolejnym waznym przekaznikiem drugiego rzedu jest troéjfofsatydylo-
1,4,5-inozytolu (IP3) produkowany po wewnetrznej stronie btony komodrkowe;.

Pobudzenie komérki powoduje aktywacje receptoréw blonowych inicjujac kaskade
sygnalizacyjna, ktéra uwalnia Ca?t z magazynéw wewnatrzkomoérkowych. Stezenie
jonéw wapnia w cytoplazmie gwaltownie wzrasta. Wzrost ten spowodowany jest uwal-
nianiem jonéw wapnia z ER za posrednictwem zlokalizowanych w bilonie ER recep-
toréw trojfofsatydylo-1,4,5-inozytolu (IP3R) oraz receptoréw rianodynowych
(RyR). Uwalnianie jon6w wapniowych z ER za posrednictwem IP3;R wymaga zwiazania
wtérnego przekaznika - trojfofsatydylo-1,4,5-inozytolu (IP3), natomiast receptory RyR
aktywowane sa poprzez wzrost stezenia wapnia w cytozolu (CICR). Impuls aktywujacy
klaster receptoréw moze spowodowaé lokalng zmiane stezenia wapnia w cytoplazmie,
zwana ,iskra Ca?t” (ang. blip), ta z kolei powoduje otwarcie kanatéw kolejnych kla-
stréw (ang. ,puf”) [88] i masowy naptyw wapnia do cytozolu. Na skutek pobudzenia
komérki wzrost jonéw wapnia w cytozolu rosnie do wartosci rzedu 0.5-2 pM.

Osobnym zagadnieniem jest wymiana wapnia miedzy cytozolem i mitochondriami.
Wysokie stezenie jonéw wapnia w mitochondrium zwiazane jest z obecnoscia duzego
gradientu elektrochemicznego pomiedzy wnetrzem mitochondrium - tzw. macierzy,
a przestrzenia perymitochondrialna, ktéra znajduje sie pomiedzy zewnetrzna (OMM)
wewnetrzna btona mitochondrium (IMM). Réznica potencjaléw nosi réwniez nazwe
potencjatu blonowego mitochondriéw i okreslana jest jako AW,,. Pobieranie Ca?"
przez mitochondria zachodzi przy udziale wyspecjalizowanego kanalu wapniowego -
uniportera mitochondrialnego, ktéry wykorzystuje potencjal AV,, do przemieszczenia
pozytywnie naladowanych jonéw do macierzy. Za uwalnianie jonéw wapnia z mitochon-
drium odpowiadaja dwa rodzaje transporteréw: wymiennik Na*/Ca?" oraz wymiennik
HT/Ca®" [163].
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Jony wapnia uwalniane sa z siateczki po aktywacji jednego z rodzajow kanatow
wapniowych. W komérkach pobudliwych czesto wystepuja kanaly rianodynowe (RyR),
natomiast w komoérkach niepobudliwych receptory IP3 (IP3R).

Receptor rianodynowy (RyR)

Receptor rianodynowy (Ryc. 1.19) jest bardzo popularnym typem kanalu wapnio-
wego, ktéry wystepuje w wiekszosci w komérkach pobudliwych (komérki miesniowe,
kardiomiocyty, komérki Purkinjego). Kanal rianodynowy nalezy do grupy duzych ka-
naléw jonowych, sktada sie z czterech monomeréw o masie > 2 MDa (kazda z czte-
rech podjednostek mase okolo 550 kDa). RyR zlokalizowany jest w blonie szorstkiej
i gtadkiej siateczki srédplazmatycznej [20]- Wigkszosé tetrameru znajduje sie po stro-
nie cytoplazmatycznej (ponad 4/5), a jedynie 1/5 bialtka stanowia domeny transbto-
nowe i fragment luminalny [293]. Receptory rianodynowe sklonowano po raz pierwszy
z komoérek miesni szkieletowych [185, 268] i kardiomiocytéw [206] krélika. Wyizolo-
wano trzy izoformy RyR1, RyR2, RyR3 i kazda z nich ulega ekspresji na wysokim
poziomie w komorkach miesni szkieletowych, oraz na nizszym poziomie w komorkach
nerwowych, jadrach, nadnerczach i jajnikach [293]. Istnieje zréznicowanie w poziomie
ekspresji poszczegolnych form, np. RyR1 ulega w wiekszosci ekspresji w komorkach
miesni i komérkach Purkinjego mézdzka [93, 132, 206, 268], RyR2 ulega ekspresji gléw-
nie w kardiomiocytach [12, 13| i komoérkach nerwowych [132], natomiast RyR3 ulega
ekspresji gtéwnie w neuronach kory mézgowej, w obszarze hipokampa i w komoérkach
miesniowych przepony [89, 161, 175]. Sam kanal stanowia domeny transbtonowe, ktére
natywnie tworza kanal w formie zamknietej [154]. Kanaly RyR modulowane sa przez
szereg malych czasteczek, jonéw i bialek, do ktérych naleza m.in.: Ca?*, Mg?*t, PKA,
kalmodulina, FKBP12/12.6, CaMKII, kalsekwestryna. Tworza one kompleks makro-
molekularny, ktéry moduluje strukture tetrameru, za czym idzie przepustowos¢ jonéw
wapnia.

Domena N-terminalna zawiera miejsca wiazania szeregu modulatoréw (np. biatka
FKBP12/12.6), ktére wiaza sie do kanalu wapniowego w konformacji zamknietej i sta-

bilizuje go.
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ER

(a) Homotetramer - widok z géry (b) Widok horyzontalny dwéch podjednostek

Rycina 1.19: Wstazkowa reprezentacja struktury czwartorzedowej receptora rianody-
nowego zlozonego z czterech podjednostek, ktére jako homotetramer tworza kanat wap-
niowy RyR-1 - dokowanie monomeréw przy uzyciu oprogramowania MultiFit Webse-
rver [274]. Kod PDB monomeru: 2XO0A [280], kod EMDB mapy gestosci elektronowej
EMDB-1606 [239].

(a) Widok z géry. (b) Widok z boku

Rycina 1.20: Mapa gestosci elektronowej receptora rianodynowego RyR-1 w stanie
zamknietym, uzyskana metoda cryo-EM (kod EMDB: EMDB-1606) [239]. Mapa
gestosci elektronowej pozwala okresli¢ ksztalt czasteczki.
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Receptor IP; (IP3R)

Aktywacja komérek przez czynniki pozakomérkowe (agonistéw) moze prowadzi¢ do
aktywacji bialek G, co z kolei prowadzi do wytworzenia 1,4,5-trifosforanu inozytolu
(IP3). IP3 jest uwazany za ogdlny przekaznik drugiego rzedu, ktéry tatwo dyfunduje
w cytozolu. Jego receptor - IP3R jest z kolei kanatem uwalniajacym jony wapnia do
cytozolu (Rozdz. 1.6.3). Kanal ten usytuowany jest na blonie retikulum endoplazma-
tycznego szorstkiego i gladkiego (ER). Jednym z najwazniejszych czynnikéw kontrolu-
jacych aktywnosc IP3R sa jony wapnia obecne po cytozolicznej stronie kanatu. Dlatego
tez okreslane sa czasem jako ko-agonista tego kanalu. W stezeniach do 300 nM obec-
nos¢ jonéw wapnia po cytozolicznej stronie znacznie zwieksza przepuszczalno$é kanatu
dla tych jonéw. W wyzszych stezeniach wapn hamuje aktywnosé biatka [212]. W or-
ganizmach wyzszych odkryto trzy podstawowe izoformy kanalu kodowane przez trzy
rozne geny. Roézne izoformy posiadaja bardzo podobna strukture i funkcje. Roézni je
wrazliwos¢ na poszczegolne regulatory, czy lokalizacja subkomérkowa. Biatko odkryto
w latach 80-tych poprzedniego stulecia. Pierwsze doswiadczenia z biatkiem poczatkowo
okreslanym jako P4000 od razu skojarzone zostalo z mechanizmem zwiekszania ilosci

wapnia w cytozolu.

(a) Widok z gory. (b) Widok z boku

Rycina 1.21: Mapa gestosci elektronowej receptora inozytolo-3,4,5-trifosforanu (kod
EMDB: EMD-5278) [248].

Wykazano, ze w przypadku organizméw zmutowanych, u ktoérych ekspresja P4000
nie wystepuje lub jest znacznie zredukowana dochodzi do szeregu zaburzen OUN - ob-
umieranie komorek Purkinjego, znacznie zredukowany rozrost dendrytow. Immunopre-
cypitacja pozwolita wyizolowaé biatko i dopiero w latach 90-tych udalto sie wyizolowaé

samo biatko i przeprowadzi¢ analize genetyczna. Sklonowano cDNA o dlugosci 2700 aa,

43



1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

czyli ~10 kpz. Oczyszczone biatko zostalo zanalizowane i po wkomponowaniu w dwu-
warstwe lipidowa okazalo sie dziataé¢ jako kanal wapniowy [194]. Strukture krystaliczna
jadra kompleksu IP3R z ligandami okreslono w 2002 roku [30]. Analiza struktury wy-
kazata, ze kazda z izoform charakteryzuje sie innym powinowactwem bialka w stosunku
do IP3. Domena odpowiedzialna za wiazanie IP3 znajduje sie w poblizu N-konca.
Jadro kompleksu obejmuje aminokwasy od 226-558 i jest to podstawowa funkcjonalna
jednostka odpowiedzialna za wiazanie trifosforanu inozytolu. Badania mutantow recep-
tora IP3R wskazuja na jeden wspdlny typ dysfunkcji, ktéry pojawia sie po uposledzeniu
funkcji kanatu lub jego wyciszeniu, czyli wystepowanie zaburzen funkcji OUN, napady
padaczkowe, obnizona plastycznos¢ neuronalna. Myszy, u ktérych sztucznie wywotano

podwdjny nokaut genu IP3R (IPsR~/7) ginely krétko po narodzinach [145].

Pompa sarko-endoplazmatyczna (SERCA)

Pompa wapniowa jest ATP-aza typu P, ktéra transportuje jony wapnia w kierunku
wyzszego gradientu gradientu stezenia jonéw wapnia w swietle ER. Energia do trans-
portu pochodzi z hydrolizy ATP. Na kazda czasteczke ATP zuzyta do zmiany konfor-

macji przypadaja dwa jony wapnia przetransportowane z cytozolu do ER.

Rycina 1.22: Schemat wstazkowy struktury trzeciorzedowej pompy wapniowej SERCA
komoérek miesniowych (kod PDB: 1SU4)[275].

Mechanizm dziatania SERCA oparty jest o czterostopniowy model. Miejsce hy-

drolizy ATP potozone jest blisko asparaginianu 351, ktéry odbiera reszte fosforanowa,
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z ATP. Miejsce hydrolizy jest znacznie oddalone od miejsca transportowego, wiec kon-
trola stanu pompy zachodzi w wyniku duzych ruchéw domeny wiazacej ATP, ktéra
otwiera i zamyka kanal, przez ktory przechodzi wapn. SERCA transportuje réwniez
H*. Jeden cykl przenosi dwa jony wapnia do lumen i cztery jony wodoru do cytoplazmy
[163].

Pompa SERCA wystepuje gtownie w blonie siateczki srodplazmatycznej oraz sar-
koplazmatycznej. Podobnie jak wszystkie ATPazy typu P posiada 10 transbtonowych
domen z konicami -NHy oraz -COOH utozonymi po stronie cytoplazmatycznej. Akty-
wacja nastepuje w wyniku fosforylacji reszty asparaginowej znajdujacej sie w centrum
aktywnym enzymu. SERCA nie zawiera obszaru dodatnio natadowanych reszt w obra-
bie pierwszej petli cytoplazmatycznej, co sprawia, ze w przeciwienstwie do PMCA nie
oddziatuje z kwasowymi fosfolipidami. Miejsce aktywne znajdujace sie w drugiej pe-
tli cytoplazmatycznej zawiera kwas asparaginowy ulegajacy fosforylacji (patrz Rozdz.
1.6.2) [31, 170].

1.6.4 Przeplywy wapnia w magazynach mitochondrialnych

Mitochondria moga przyjmowaé¢ w komorce réznorodne ksztalty. Od malych glo-
bularnych struktur do skomplikowanych sieci tubul. Na poczatku lat osiemdziesia-
tych, kiedy identyfikowane byly podstawowe elementy odpowiedzialne za homeostaze
wapniowa rola mitochondriéw zostala ograniczona. Uwazano, ze stanowia magazyn
o duzej pojemnosci, ktory aktywuje sie w sytuacjach patologicznych, gdy jony wapnia
sprzetaduja” cytozol. Uwaga badaczy skierowala si¢ na badaniu aktywnosci siateczki
srodplazmatycznej. Sytuacja zmienila sig, kiedy zaczeto oznaczaé poziom wapnia bez-
posrednio w macierzy mitochondrialnym. Uzycie biatka hybrydowego - sensora wap-
niowego aequoryny i mitochondrialnej sekwencji kierunkowej pozwolilo na precyzyjne
pomiary wskazujace, ze wzrost poziomu wapnia w mitochondrium odbywa si¢ réwnole-
gle ze wzrostem wapnia w cytozolu zanim poziom wapnia osiagnie wielkos¢ progowa dla
uniportera [233]. Réwnolegle podobne wyniki uzyskano wykorzystujac znaczniki fluore-
scencyjne z pozytywnym ltadunkiem, ktore lokowaly sie w macierzy mitochondrialnym
ze wzgledu na negatywny tadunek po wewnetrznej stronie IMM (np. rhod-2) [141]. Od
ponad dekady wykorzystywane sa réwniez bialka wrazliwe na obecnosé jonow wapnia
na bazie GFP [198], ktére pozwalaja na §ledzenie niewielkich zmian stezenia wapnia.
Zastosowanie tych metod pozwolilo na doktadne zbadanie rzeczywistych zmian stezenia
wapnia w koméree i zbadanie dynamiki wymiany wapnia dla poszczegdlnych kompart-
mentéw. Stosujac te metody wykazano, ze naptyw wapnia aktywowany np. agonista
wiaze sie réwniez z nastepujacym po nim wzroscie stezenia jonéw Ca?™ w mitochon-
drium. Proces ten ma miejsce zaréwno w komérkach pobudliwych (np. kardiomiocyty
[278]), jak i komérkach niepobudliwych (hepatocyty, HeLa [232, 272]).
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Rycina 1.23: Mitochondrium i siateczka $rédplazmatyczna szorstka - mikrografia [244].

Mitochondrialny uniporter

Mitochondrialny uniporter wapniowy (MCU ang. mitochondrial calcium uniporter)
odpowiedzialny jest za pobieranie jonéw wapniowych z cytozolu komorki do macierzy
mitochondrium. Gléwna site napedows funkcjonowania uniportera jest gradient elek-
trochemiczny w poprzek wewnetrznej blony mitochondrialnej, zwany AW¥,, = -180mV.
Poniewaz wewnetrzna strona IMM natadowana jest ujemnie, transport pozytywnie na-
tadowanych jonéw Ca?* kierowany jest do wnetrza mitochondrium. Kazdemu przenie-
sionemu przez IMM jonowi wapniowemu towarzyszy spadek potencjatu elektrycznego

AV,,. Badania technika ,patch-clamp” wykazaty, ze biatko uniportera jest w stanie
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Rycina 1.24: Struktura trzeciorzedowa heksameru MICU1, kontrolujacego pobor jonow
wapnia przez uniporter mitochondrialny (kod PDB: 4NSC) [290].

tworzy¢ kanal wapniowy, selektywny dla jonéw wapniowych [155]. Obecnosé selek-
tywnego kanatu wapniowego na wewnetrznej btonie mitochondrialnej postulowana juz
wezesniej, kiedy w latach 80-tych po raz pierwszy zaobserwowano kanat o przewod-
nictwie elektrycznym ok. 20 pS. Izolacja glikoproteiny o masie 40 kDa pozwalala na
rekonstytucje takiego kanatu do sztucznych blon lipidowych [59].

Dane eksperymentalne ostatnich lat potwierdzaja, ze uniporter mitochondrialny
sktada sie z wielu podjednostek, ktore pelnia rézne funkcje, organizujac transport jonéw
wapnia przez wewnetrzna blone mitochondrialng. Trzon kanatu stanowi podjednostka
MCU, ktéra moze wystepowaé w alternatywnej formie - MCUDb [228]. Z niekté-
rych prac wynika, ze MCU oraz MCUb tworza por przewodzacy jony wapnia [42].
MICU1 to podjednostka o masie 50kDa, regulujaca przepustowos¢ kanatu, ktéra po-
siada w swojej strukturze dwa kanoniczne motywy EF-hand [218], ktére przylaczaja
jony wapnia (po jednym dla kazdego motywu) i szereg niekanonicznych, ktére prawdo-
podobnie nie posiadaja tej funkcjonalnosci [290]. Podjednostka ta zlokalizowana zostata

po stronie matrix mitochondrium [134]. Pojawity sie réwniez doniesienia o istnieniu
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podjednostek regulatorowych MCUR1 i EMRE, ktére moga kontrolowaé przepu-
stowos¢ kanatu [42, 240]. Mechanizm otwierania i zamykania kanatu zostat niedawno
opisany przez Wanga i wspdlpracownikéw [290]. MCU i MCUD tworza por, ktéry po-
taczony jest z heksamerem powstalym po polaczeniu podjednostek MICU1. Zgodnie
z modelem przedstawionym przez Wanga w takiej formie kanal pozostaje zamkniety.
[290]. Biatko MICU1 moze przytaczy¢ dwa jony wapnia, ktére zmieniaja jego konforma-
cje i odstaniaja miejsca interakcji z druga, analogiczna podjednostka (MICU1+Ca?").
Podjednostki w dimerze oddziatuja ze soba silniej, niz podjednostki w heksamerze, wiec
w obecnosci jonow wapnia i formowanie si¢ dimerow jest raczej nieuniknione. Dimery
moga tworzy¢ oligomery za sprawa C-konica MICU1, ktéry pozwala im taczy¢ sie ze
soba. Otwarcie kanalu nastepuje po destabilizacji heksameru MICU1+Ca?* [290].

Dalsze mechanizmy oddzialywania dimeréw lub oligomeréw MICU1 + Ca?* z pod-
jednostka sa obecnie przedmiotem badan i stopniowo ujawniane sa kolejne szczegdly
mechanizmu kontroli aktywnosci tego kanalu wapniowego. Wiadomo jest, ze MICU1
kontroluje poziom aktywacji kanalu uniportera i jego przepustowosc¢, ktora jest zalezna
od obecnodci jonéw wapnia w srodowisku [51]. Jednak mechanizm regulacyjny przepu-
stowosci uniportera mitochondrialnego wydaje sie by¢ o wiele bardziej ztozony w $wie-
tle doniesien Patrona i wspélpracownikéw [213], ktérzy opisuja oddzialywanie para-
logu MICU1, stanowiacego kolejna podjednostke regulatorowa - MICU2 (Ryc. 1.25).
MICU2 rézni sie od swojego poprzednika masa molekularna (45 kDa) i dzieli z nim
okoto 42 % sekwencji biatkowej [213]. Wg. autoréw zaréwno MICU1 i MICU2 regu-
luja pobieranie wapnia przez uniporter. MICU1 ma niewatpliwie efekt stymulujacy na
aktywnos¢ transportera. MICU2 za$§ ma wplyw hamujacy aktywnos$¢ kanalu. Razem
tworza heterodimer o masie 95 kDa [51, 180]. Dodatkowo Plovanich i wspétpracownicy,
uzywajac metod bioinformatycznych, zidentyfikowali kolejny paralog MICU1, ktéry na-
zwali MICU3 [222].

Doswiadczenia Patron i wspélpracownikow potwierdzaja, ze biatka MICU1 i MICU2
znajduja sie bardzo blisko siebie (w odleglosci nie wiekszej niz 10 A) Znakowanie histo-
chemiczne wykazalo, ze oba bialka zajmuja zblizone lokalizacje w komoéree (Ryc. 1.26,
panel A). Dodatkowo wykonane przez nich do$wiadczenia z wykorzystaniem transferu
energii Flurstera pomiedzy specjalnie skonstruowanymi biatkami hybrydowymi obej-
mujacymi MICU1 i MICU2 oraz ich polaczenia z bialkami fluorescencyjnymi GFP
i mCherry (1.26, panel B). Trawienie proteolityczne (Ryc. 1.26, panel C) wykazalo,
ze monomer MICU1 ma mase molowa 50 kDa, z kolei w kompleksie z MICU2 tworza,
prazek na wysokosci 95 kDa [213].

Kolejne mechanizmy kontroli aktywnosci obejmuja wplyw nukleotydow adenino-
wychna kanal uniportera. Giéwnym czynnikiem aktywujacym mitochondrialny uni-
porter wapniowy jest podwyzszone stezenie Ca?™ w cytozolu. Po akumulacji Ca?"
w macierzy mitochondrialnej i powrocie do fizjologicznego stezenia Ca?™ w cytozolu,

aktywnosé uniportera obniza sie. Allosteryczne oddzialywaniem jonéow wapniowych
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Rycina 1.25: Proponowany model kontroli aktywnosci uniportera mitochondrialnego
[213].

reguluje aktywnos¢ MICU. Dla prawidlowego funkcjonowania uniportera wapniowego
niezbedny jest réwniez wysoki potencjal w poprzek blony mitochondrialnej. Waznymi
fizjologicznymi modulatorami aktywnosci uniportera wapniowego sa nukleotydy adeni-
nowe. Biatko hamowane jest przez wysokie stezenie ATP, natomiast ADP stymuluje
pobieranie wapnia do mitochondriow.

Prawdopodobnie oddzialywanie nukleotydéw adeninowych z uniporterem wapnio-
wym odbywa si¢ za posrednictwem mitochondrialnych receptorow purynergicznych:
mP2y1, ktorego stymulacja prowadzi do zwigkszenia aktywnosci uniportera i mP2y2,
ktérego pobudzeniu towarzyszy hamowanie MCU. ADP moze aktywowaé¢ obydwa re-
ceptory, natomiast ATP jedynie mP2y2. W ten sposob szybkosé pobierania wapnia do
mitochondriéw jest uzalezniona od stosunku stezeri ATP/ADP w cytoplazmie. Endo-
gennymi aktywatorami mitochondrialnego uniportera Ca?* sa takze poliaminy, a przede
wszystkim spermina. Zwiazki te obnizaja stezenie Ca?T wymagane do aktywacji uni-
portera. Réwniez flawonoidy (kwercetyna, kempferol, genisteina i genistyna) aktywuja
MCU prawdopodobnie bezposrednio oddzialujac z uniporterem wapniowym.

W latach 90-tych zidentyfikowano kolejny mechanizm pobierania jonéw wapniowych
przez uniporter mitochondrialny. Mechanizm ten aktywny jest podczas krétkotrwatlej
ekspozycji mitochondriéw na submikromolowe stezenie Ca?*, ktére stanowia tzw. fi-

zjologiczny puls wapniowy, zwiazany z oscylacjami wapnia w komérce. Doswiadczenia
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Rycina 1.26: Oddzialywania MICU1 i MICU2 w przestrzeni perymitochondrialne;.
(A): Komoérki HeLa transfekowane byly dwoma réznymi plazmidami, zawierajacymi
hybrydowe biatka MICU-HA i/lub MICU2-Flag. Po 24. godzinach komérki byty
utrwalane i przeprowadzano barwienie histochemiczne z uzyciem przeciwciat przeciwko
fragmentom: aHA, alphaFlag oraz przeciwko markerowi mitochondrialnemu a'Tom20.
(B): Analiza tranferu energii FRET dla bialek: MCU,MICU1, MICU2 transfekowa-
nych GFP oraz mCherry. Ponizej zdjecia z mikroskopu konfokalnego histogram od-
dzialywania miedzy soba poszczegdlnych par bialek. (C) Delikatna proteoliza bialek
mitoplastéw pozyskanych z watroby myszy proteinaza K, znakowanych na obecnosé
MICU1 (prazek 50 kDa) i MCU (prazek 37 kDa) [213].

przeprowadzone przez Gunter i wspotpracownikéw oraz Vinogradow i Sparagna suge-
ruja, ze w tych warunkach mitochondria pobieraja Ca** znacznie wydajniej. Mecha-
nizm zostal zdefiniowany jako tzw. szybki mechanizm pobierania jonéw wapniowych
RaM (ang. rapid mode of Ca*" uptake) [33, 117, 260, 285]. Obecnie wiadomo juz
jest, ze RaM realizowany jest przez uniporter, ktéry moze wystepowaé w kilku konfor-
macjach charakteryzujacych sie réznym powinowactwem i przewodnictwem dla jonéw

wapnia.
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1.6. Homeostaza wapniowa w komorce

Mitochondrialny wymiennik Na*/Ca’" (mNCX)

Dzialanie mitochondrialnych transporteréw drugiego rzedu, czyli mitochondrialnego
wymiennika sodowo-wapniowego nie rézni sie od funkcjonowaniem od swojego cytopla-

zmatycznego odpowiednika (por. Rozdz. 1.6.2).

Megakanat (PTP)

Pod wplywem substancji osmotycznie czynnych, np. Ca?", mitochondria zwigk-
szaja objetos¢. Proces ten nazywany jest ,,pecznieniem mitochondriéw” i moze pro-
wadzi¢ do mechanicznego rozerwania blony wewnetrznej. Poniewaz wewnetrzna blona
mitochondrialna posiada szereg wpuklen (tzw. grzebieni mitochondrialnych), jej po-
wierzchnia jest kilkakrotnie wieksza od powierzchni blony zewnetrznej B. Uwaza sie,
ze za pecznienie mitochondriéw odpowiedzialny jest nieselektywny megakanat PTP
(ang. permeability transition pore) o srednicy 2.8 nm, ktérego aktywacja powoduje, ze
wewnetrzna blona mitochondriow staje si¢ przepuszczalna dla molekul o masie czastecz-
kowej ponizej 1500 Da. to do pecznienia mitochondriéw, a nawet do mechanicznego
rozerwania ich btony wewnetrzne;j.

Jedna z pierwszych zmian w mitochondriach jest powstanie i otwieranie sie spe-
cyficznych poréw mitochondrilnych okreslanych mianem PTP (por. Podrodz. 1.6.4).
Powstaja na styku zewnetrznej i wewnetrznej blony mitochondrialnej, a w ich skiad
wchodza biatka bedace skladnikami obu bton mitochondrialnych. Naleza do nich m.in.
nalezaca do IMM m.in. translokaza nukleotydéw adeninowych — ANT (ang. adenine
nucleotide translocator), ktéra tworzy kompleks z biatkiem VDAC i obwodowym re-
ceptorem benzodiazepiny - BPR, bedacych skladnikami btony zewnetrznej. Model me-
gakanalu PTP przedstawiono schematycznie na Ryc. 1.27. W strukturze poru ziden-
tyfikowano réowniez szereg enzyméw, np. kinaza kreatynowa. Jony wapniowe stano-
wia istotny czynnik aktywujacy megakanal w uktadach doswiadczalnych, natomiast
w komoéree, oprécz Ca?T na modulacje aktywnosci megakanalu moga wplywaé réw-
niez biatka z rodziny Bcl-2/Bax oraz obecnos$é zwiazkéw zwiazanych z metabolizmem

lipidow takich jak ceramid i kwas arachidonowy.

51



1. BIOLOGIA JONOW WAPNIA

Water, solutes

Outer
membrane
Intermembrane
space

Atractyloside /\

Ca?*, Bax,
ROS Cyclosporin A

Inner
membrane Bongkrekic acid, ATP

Matrix

Rycina 1.27: Strukturalne przedstawienie megakanatu PTP. Przy otwarciu kanatu woda
i rozpuszczone w niej substancje wnikaja do macierzy, powodujac zwiekszenie jej ob-
jetosci. ANT - translokaza nukleotydéw adeninowych, BPR - obwodowy receptor
benzodiazepiny; CK - kinaza kreatyninowa; CL-S - syntaza kardiolipiny; HSD/T -
dehydrogenaza/izomeraza 3/5=hydroksysteroidéw; GK - kinaza glicerolowa; - perok-
sydaza glutationowa; HK - heksokinaza; VDAC - poryna; Na schemacie uwzgledniono
réwniez miejsca dzialania niektérych aktywatoréw (atraktylozyd, Bax, Ca*", ROS) i in-
hibitoréw (cyklosporyna A, kwas bongkrekowy (BA), ATP) otwarcia kanatu [165].

1.7 Kompleksy blonowe

Komorka jest struktura dynamiczna. Tysiace procesow biochemicznych zachodza-
cych w bardzo malej przestrzeni mozliwe jest dzigki kompartmentalizacji. Cytozol
podzielony jest na mniejsze przedzialy, dzieki czemu blisko siebie moga zachodzi¢
wykluczajace sie procesy biochemiczne lub skladowane sa produkty tych przemian.
Kompartmenty réznych rodzajéw moga sie ze soba laczyé w odpowiedzi na stan fi-
zjologiczny komorki lub w wyniku aktywacji szlaku sygnalowego. Sytuacja taka ma
miejsce np. w przypadku sygnalizacji wapniowej. Wiekszo$¢ duzych organelli jest
w stanie magazynowaé wapni: retikulum, mitochondria, aparat Golgiego [193], jadro
komérkowe[4], czy drobne pecherzyki - mikrosomy[200]. Wiekszosé tych struktur moze
oddziatywaé¢ ze soba w sposob bezposredni, tworzac kompleksy blonowe. Pozwala
to na szybkie i efektywne przekazywanie sygnaléw i integracje réznych szlakéw sygna-

lowych [163, 220]. Miejsca kontaktu okreslane sa rowniez jako mikrodomeny [21, 234].
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1.7.  Kompleksy blonowe

Sa to wyizolowane przestrzenie, gdzie stezenie wapnia moze zwiekszy¢ sie kilkunasto-
krotnie w bardzo krétkim czasie. W zaleznosci od organelli wchodzacych ze soba w
interakcje wyrédznia sie szereg mikrodomen. Niektore tworzone ,ad hoc” w wyniku ak-
tywacji szlaku sygnatowego, inne z kolei bedace stalym elementem szlaku, tworzone
konstytutywnie.

Potaczenie blony retikulum z blonag komoérkows pozwala na szybkie uzupeienie
jonéw wapnia w ER z puli zewnatrzkomérkowej. Podobnie mitochondria moga taczy¢
sie zaréwno z ER, jak i blona komdrkowa, ksztaltujac dynamike sygnatu wapniowego
w koméree [125]. Najwazniejszymi przedziatlami, ktére uczestnicza w sygnalizacji wap-
niowej sa mitochondria i siateczka srédplazmatyczna (Ryc. 1.23). Struktury te $cisle
wspolpracuja ze soba, tworzac fizyczne potaczenia przypominajace synapsy, umozli-
wiajace bezposrednie przekazywanie sygnatu z jednego kompartmentu do drugiego.
Struktury takie nazywane sa kompleksami btonowymi. Kompleks powstajacy na styku
mitochonmdria-ER okreslany jest jako kompleksy blon zwigzanych z mitochon-
driami - MAM (ang. mitochondria associated membranes). Szacuje sie, ze wiekszosé
jonéw wapniowych uwolnionych z ER buforowana jest w mitochondriach [183]. Akty-
wacja kanalow IP3R moze spowodowaé wzrost stezenia jondw wapnia w przestrzeni
mitochondrialnej, przekraczajacego nawet ~20 krotnie globalne wzrosty jonéw wapnia
wywotanych aktywacja tych receptoréw [53]. Zaobserwowano tez, ze wzrost stezenia
jonow wapnia w cytozolu indukowany aktywacja receptoréw IP3R, powoduje odpo-
wiadajacy mu wzrost stezenia jonéw wapnia w matriks [234]. Dodatkowo badania
mikroskopowe potwierdzaja, ze wiekszo$¢ mitochondriéw (80%) jest polaczona z reti-
kulum endoplazmatycznym [182]. Ostateczne Csordds i wspdlpracownicy wykazali, ze
miejsca uwalniania jonéw wapniowych z retikulum (obecnosé receptora IP3R) powia-
zane sa z obszarami wystepowania uniportera mitochondrialnego, odpowiedzialnego za

transport jonw6 wapniowych do matriks. [53]

1.7.1 MAM

Istnienie kompleksow btonowych, ktére wyrdznialy sie obecnoscia enzymdéw charak-
terystycznych dla frakcji retikularnej i mitochondrialnej zostalo odkryte juz w latach
70-tych. W swoje pracy Dennis i Kennedy wyizolowali ze szczurzych hepatocytéw
specyficzny rodzaj frakcji blonowej, ktéra okredlili jako ,frakcja x” [66]. Intensywne
badania tej frakcji rozpoczely sie dopiero 20 lat pdzniej, kiedy to powiazano frakcje
x z intensyfikacja metabolizmu lipidow [238]. ,Frakcja x” to kompleks blon siateczki
srédplazmatycznej i mitochondrium, ktore tacza sie w przypominajacy synapsa interfejs
spajajacy te dwa organella (schemat przedstawiony zostal na Ryc. 1.28).

Odlegtosé miedzy blonami kompleksu waha sie od 9 nm dla gladkiej siateczki $rod-
plazmatycznej, do 30 nm w przypadku szorstkiej [52]. Interfejs mitochondrialno-

retikularny stabilizowany jest przez szereg protein, ktére w wiekszos$ci powiazane sa
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Rycina 1.28: Kompleks mitochondrialno retikularny (MAM), ER - siateczka $réd-
plazmatyczna, Cyt - cytozol, IP3R/RyR - kanaly wapniowe na powierzchni ER,
VDAC-1/uniporter - kanaly wapniowe mitochondrium; bialtka stabilizujace polacze-
nie: erpd4/erp57 - bialka siateczki srédplazmatycznej 44/57, o1R - sigma-1 receptor
oraz chaperon grp7h [77, 267].

z glownymi elementami przewodzacymi sygnal wapniowy w tych kompartmentach, tj.
receptorem IP3, pompa wapniowa SERCA oraz kanalem VDAC (Tab. 1.9, Ryc. 1.28).
Jak juz wspomniano, struktury te moga powstawaé ,,de novo” w trakcie aktywacji
szlaku sygnalizacji wapniowej [54].

Blony biatkowo-lipidowe pozostaja ze soba polaczone nawet podczas ekstrakcji opar-
tej na frakcjonowaniu komorek za pomoca wirowania [297]. Struktury te widoczne sa
na mikrografii z mikroskopu elektronowego - Ryc. 1.29 [216] oraz Ryc. 1.30 [164, 244],
jak i mikrografiach uzyskanych za pomoca tomografii elektronowej - Ryc. 1.31 [236].
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1.7. Kompleksy blonowe

£ 4

Rycina 1.29: Mikrografia wykonana transmisyjnym mikroskopem elektronowym z bla-
stomeru (czterokomérkowy embrion in vitro). Strzalki wskazuja miejsca bliskiego kon-
taktu mitochondrium z wypukleniami pochodzacymi z otoczki jadrowej, ktore nastep-
nie przechodza w struktury retikularne (powiekszenie x40000) [216].
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1.

Rycina 1.30: Miejsca kontaktu mito-ER w komoérce. Prawy panel - mikrografia z mikroskopu elektronowego autorstwa R. Wieckowskiego
-powiekszenie x26000 [164]. Lewy panel - mikrografia przedstawiajaca ulozenie mitochondrium i szorstkiej siateczki srédplazmatycznej (RER)
na podstawie [244]. Strzalki wskazuja grzebienie mitochondrialne (C).
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1.7.  Kompleksy blonowe

Biatko Funkcja Referencje
Siateczka srédplazmatyczna

IP;R1-3/RyR kanaly wapniowe w ER [125]
BiP chaperon ER [98]
Sigmal-R reguluje funkcjonowanie IP3R1 [126, 266]
FKBP12 reguluje funkcjonowanie kanaléw RyR [43]
ERp44 reguluje funkcjonowanie IP3R3 [266]
ERp57 biatko zwiazane z Ca?t-ATP-aza [266]
SERCA pompa wapniowa membrany ER

kalretikulina bufor wapniowy [266]
kalneksyna bufor wapniowy [266]

Cytozol
PACS-2 kontroluje potaczenia ER-Mit i apoptoze wywo- [252]
tana biatkiem Bid
AMF-R (i.e gp78) pomaga w stabilizacji MAM - rekrutuje p97 [288]
S100A1 reguluje naplyw Ca** do ER [286]
S100B biatko spinajace membrany, bierze udzial w trans- [294]
porcie lipidow
grp7b biatko powiazane z VDAC [61, 266]
hsp60 biatko szoku cieplnego, stabilizator potaczenia [266]
Mitofuzyna-2 spina ER z mitochondrium [60, 191]
Mitochondria
VDAC-1 kanat Ca>™ na OMM [125, 126]
Uniporter kanat dla Ca?™ na IMM [126, 125]

Tablica 1.9: Najwazniejsze bialka tworzace kompleksy MAM.
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Wedlug [236], polaczenia pomiedzy retikulum endoplazmatycznym, a mitochon-
driami obserwowane sa w wielu typach komoérek nalezacych do réznych gromad orga-
nizméw zywych: w komorkach drozdzy, linii komérkowej DT40 kurzych limfocytéw,
hepatocytach szura (Ryc. 1.31, A-C) i zdefiniowane sa tam jako obszary, w ktérych
btony obu organelli zblizone sa do siebie, ale nie zlewaja si¢,a odleglo$¢ miedzy nimi
wynosi 10-30nm. Niewielka odleglo$¢ pomiedzy btonami posrednio sugeruje, ze moga
by¢ one spinane ze soba za pomoca bialek zlokalizowanych na powierzchni przeciwle-
gltych bton (1.31, C). Ponadto z tego powodu w miejscach kontaktu problematyczna
wydaje sie lokalizacja rybosoméw w przypadku RER. Z obserwacji dokonanych przy
uzyciu tomografii elektronowej wynika, ze miejsca kontaktu moga przybiera¢ bardzo
roznorodne formy, od niewielkich ,tat”, po pierécienie ER otaczajacych podtuzne mi-
tochondria. Wydaje sie tez, ze potaczenia MAM sa stosunkowo stabilne i nawet gdy
jedno z organelli porusza sie, drugie podaza wraz z nim, nie zrywajac kontaktu. (1.31,
Ea-Eb). Jak wynika z obserwacji zywych komoérek, potaczenia mitochondriéw i ER nie
wplywaja na rozmieszczenie tych organelli w komoérce (1.31, D).

Szczegdlna role w procesie ustawienia kanatow jonowych w apozycji odgrywaja spe-
cjalne biatka spinajace, wzmacniajace polaczenia mitochondrium-ER (w dalszej czesci
akapitu nazywane polaczeniami Mit-ER) i odgrywajace olbrzymia role w przeptywie
wapnia miedzy tymi organellami. W jednym z do$wiadczen Csordas i wspolpracow-
nicy wykazali, ze kontrola przeptywu jonéw wapniowych z ER do mitochondrium moze
odbywac sie nie tylko poprzez regulacje pracy kanaléw biatkowych, ale takze poprzez
odpowiednia kontrole odleglodci 1 stabilizacje polaczenia w interfejsie MAM [52]. Aby
zbadaé wplyw stabilnosci polaczen na transmisje Ca?* autorzy zaczeli od wykorzysta-
nia tomografii elektronowej do obserwacji izolatéw mitochondriéw z watroby szczura
i szczegdtowego uwidocznienia polaczen Mit—ER z bardzo duza rozdzielczos$cia. W sek-
cji A Ryec. 1.32 widaé cienkie struktury taczace pecherzyki ER z OMM (powiekszone na
panelach 1, 2 i 3). Widoczne struktury spinajace wystepuja w klastrach po 6 i wiecej,
rozciagajac sie na dtugosci 13-22 nm. Odleglos¢ pomiedzy powierzchniami bton wynosi
6-15 nm. Autorzy obserwowali rowniez podobne struktury w nieuszkodzonych hepa-
tocytach szczura i linii komoérkowej DT40 uzyskanej z kurzych limfocytéw B, zaréwno
w przypadku gladkiej, jak i szorstkiej siateczki srédplazmatycznej, jednak z powodu
wiekszego ,,zageszczenia” osrodkéw w nieuszkodzonych komorkach byly one o wiele sta-
biej widoczne (Ryc. 1.30, B). Obserwacje wskazuja, ze struktury spinajace w przypadku
gladkiej siateczki srodplazmatycznej maja srednia dlugosé 9-16 nm, natomiast w przy-
padku szorstkiej siateczki §rodplazmatycznej minimum 19-30 nm. Dlatego tez w pracy
tej autorzy sugeruja, iz zréznicowanie odleglosci miedzy organellami moze by¢ jednym
z mechanizmow kontroli propagacji sygnatu wapniowego z ER do mitochondrium.

W celu ostabienia potaczenn Mit—-ER, Csordés i wspdlpracownicy [52] zastosowali
ograniczona proteolize. Badanie uwalniania jonéw wapnia z kanatow IP3R w komor-

kach poddanych wczesniej ograniczonej proteolizie, wykazaly ze proteoliza wplywa na
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Rycina 1.31: A) Tréjwymiarowe obrazy polaczen mitochondriéow z ER, uzyskane za
pomoca tomografii elektronowej, ukazane w powiekszeniu na panelach Aa oraz Ab.
ER kolor zielony, mitochondrium kolor fioletowy w komérkach drozdzy. B) Mikro-
grafia polaczen mitochondrium (kolor czerwony) oraz ER (kolor zélty) z tomografii
cryo-EM (Ba) i zbudowany na jej podstawie model 3-D (Bb) w komorkach kurzych
z linii DT40 z dezaktywowanym genem ip3r. C) Tomografia elektronowa hepatocytow
szczura, ukazujacych w powiekszeniu elementy spinajace (theters) ER i mitochondria.
D) Barwienie przyzyciowe za pomoca bialek fluorescencyjnych: dsRED (znakuje mito-
chondria na czerwono) oraz GFP (pokazuje retikulum endoplazmatyczne, a doktadnie
kompleks transportujacy Sec613, na zielono). E) powiekszone miejsce kontaktu z pa-
nelu D, w dwéch krokach czasowych (0 i 30 sekund) wskazuja, ze ER porusza sie wraz
z mitochondrium. Znacznik odlegtosci dla A wynosi 200nm, B wynosi 250nm, C wy-
nosi 50nm, D wynosi 10um oraz E wynosi 1 pm [236].

poziom akumulacji jonéw wapniowych w mitochondriach. W grupie kontrolnej podanie
8 uM TIP3 powodowal wyrzut jonéw wapnia z ER do cytozolu, co skutkowalo wzrostem
stezenia tych jonéw w mitochondriach. Po zastosowaniu enzymu proteolitycznego - pro-
teinazy K - wyrzut jonéw wapnia z ER nie powodowal wzrostu stezenia jonéw wapnia
w mitochondriach [52].

Dodatkowo w [54] Csordas i wspdlpracownicy zsyntetyzowali indukowane rapamy-
cyna sztuczne miejsca potaczen ER-mitochondrium (Ryc. 1.33). Doswiadczenie pole-
galo na uzyskaniu mutantéow linii komoérek RBL-2H3, z genami bialek hybrydowych,
ktore symulowaly obecnos¢ protein spinajacych na powierzchni ER i mitochondrium
- tzw. linkery ER-OMM. Jedno z biatek fuzyjnych skladalo sie z fragmentu biatka
AKAP1 (ang. A-kinase anchor protein 1), ktéry stanowila jego sekwencja sygnatowa
(reszty od 34-63), kierujaca biatko do OMM i biatka wiazacego rapamycyne (FKBP12)
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Rycina 1.32: A) Mikrografie cry-ET izolatéw mitochondriéw z hepatocytéw szczura,
ukazujacych szereg polaczonych pecherzykéw z mitochondriami (znacznik odleglosci
100 nm), pokazanych w powiekszeniu na dolnych panelach A (znacznik odlegtosci 50
nm). B,C) mikrografie kurzych komdérek DT40, pokazujacych polaczenie Mito-ER.
D) tréjwymiarowy model potaczenia, gdzie ER oznaczono kolorem z6ttym, natomiast
mitochondria kolorem czerwonym. E) skany obszaru kontaktu o srednicy 130 nm z za-
znaczonymi strukturami spinajacymi (kolorem czarnym wyrdzniono struktury spina-
jace koriczace sie na rybosomach). F) modele regionéw prezentowanych na panelach
w sekcji E. OMM kolorowane na czerwono, ER na zétto, struktury spinajace na szaro.
Rybosomy oznaczono kolorem niebieskim. [52].

z czerwonym biatkiem fluorescencyjnym (mRFP1 - ang. mitochondrial red fluorescent
protein 1). Drugie biatko fuzyjne skierowane bylo z kolei do ER i skladalo sie z: sekwen-
cji kierunkowej do ER (wzietej z biatka SAC1), bialka wiazacego rapamycyne (FRB)
oraz niebieskiego biatka fluorescencyjnego (CFP - ang. cyan fluorescent protein) [54].
Podanie rapamycyny powodowalo dimeryzacje bialek FKBP12 i FRB, co ,,zszywalo” ze
sobg blony ER i OMM, zblizajac je znacznie do siebie. W publikacji autorzy nie ogra-
niczyli sie jedynie do wizualizacji potaczen miedzy ER i mitochondriami. Konstruujac
kolejne biatka, ktore taczyly linkery ER-OMM z | ratiometric-pericam” uzyskali biatko
pomostowe, wrazliwe na obecnos¢ jonow wapnia, czyli most OMM-pericam-FKBP-

FRB-ER, ktory pozwalal na pomiar stezenia jonow wapnia w interfejsie ER-OMM.
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Rycina 1.33: Schemat opisujacy eksperyment ukazujacy polaczenia powstajace pomie-
dzy zewnetrzna blona mitochondrialna (OMM) oraz btona ER. (A) Zdjecie ilustru-
jacy indukowane rapamycyna mostki biatkowe. (B) Zdjecia wykonane pod mikrosko-
pem konfokalnym, ukazujace pojedyncze komorki RBL-2H3 ze wzbudzona nadekspresja
mostkéw OMM-ER, ukazujace rozmieszczenie powiazanych z nimi barwnikéw 1, 3 oraz
15 minut po potraktowaniu 100 nM roztworem rapamycyny. (C) Zdjecia spod mikro-
skopu konfokalnego komorek H9¢2 z wywotana nadekspresja mostkéw OMM-ER, przed
i po 10 minutach ekspozycji na rapamycyne (100nM) [54]

1.7.2 PAM

Uwalnianie jonow wapnia z ER do cytoplazmy prowadzi do czeSciowego oprdznie-
nia magazynéw wapniowych w $wietle siateczki srodplazmatycznej. Spadek stezenia
jonéw wapnia w ER aktywuje naptyw Ca?" ze $rodowiska zewnatrzkomoérkowego do
cytoplazmy poprzez zlokalizowane w blonie komérkowej kanalty wapniowe typu SOCEC
(ang. store operated calcium channel), zapewniajace przeptyw jonéw okreslany mia-
nem CRAC (ang. Ca®" Release Activated Ca*" Current). Wprowadzone w ten spo-
sob do komérki jony wapnia moga zosta¢ wykorzystane do uzupelnienia magazynéw
wapniowych w $wietle ER, na drodze aktywnos$ci ATPazy SERCA. Zjawisko to okre-
sla sie mianem pojemnosciowego naptywu jonéw wapniowych lub napltywu regulowa-
nego przez magazyny wapniowe (CCE/SOCE, ang. capacitative calcium entry /store
operated calcium entry). Sposéb, w jaki funkcjonalnie powiazane sa ze soba magazyny
wapniowe w ER z kanatami SOC w blonie komérkowej jest w ostatnich latach przed-

miotem intensywnych badan. Momentem przetomowym owych studiow bylo niedawne
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Ex

ER

EFh SAM

Rycina 1.34: PAM - kompleks biatkowy, przez ktory odbywa si¢ pojemnosciowy na-
plyw wapnia. Ex - srodowisko zewnatrzkomorkowe; Cyt - cytozol; ER - retikulum
endoplazmatyczne. EFh - domeny EF-hand.

odkrycie, ze biatka STIM1 i Orail /CRACM1 sa niezbedne dla przebiegu SOCE, co
wykazano stosujac m.in. technike interferencji RNA. Co wigcej, naturalnie wystepujaca
w biatku Orail mutacja R91W prowadzi do zniesienia CCE w limfocytach T, co kli-
nicznie manifestuje sie ciezkim, zlozonym niedoborem odpornosci (SCID, ang. severe
combined immunodeficiency). Wykazano réwniez, ze réwnoczesna nadekspresja biatek
STIM1 i Orail prowadzi do znacznego nasilenia pojemnosciowego napltywu wapnia.

Orail to zlokalizowane w blonie komodrkowej biatko zawierajace cztery segmenty
blonowe, ktérego zaréwno N- jak i C-koniec znajduja sie w cytoplazmie. Cho¢ biatko
to przez dlugi czas nie bylo uznawane za kanal SOC, to jednak niedawne badania
wykazaly, ze Orail nie tylko posiada wszystkie cechy takich kanaléw, ale rzeczywiscie
stanowi droge pojemnosciowego napltywu wapnia do komorki. Oproécz biatka Orail
w komorkach kregowcéw stwierdzono obecnosé bialek Orai2 i Orai3. Wszystkie trzy
biatka wykazuja wysoki stopien podobienistwa i nie wyklucza sie mozliwosci, ze moga
tworzy¢ w blonie komoérkowej funkcjonalne heterooligomery.

Biatko STIM1 zostalo odkryte jako czasteczka zaangazowana w proliferacje komoérek
prekursorowych dla limfocytéw B w szpiku kostnym. Manji i wsp. [181], stosujac
metody immunofluorescencyjne oraz biotynylacje biatek powierzchniowych, wykazali
obecnos¢ STIM1 w blonie komérkowej. Badacze okreslili réwniez mase czasteczkowa,

tego biatka na ok. 90 kDa na podstawie jego migracji w zelu poliakryloamidowym.
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Stwierdzili takze, ze STIM1 ulega fosforylacji na resztach serynowych i treoninowych
oraz wykazali, ze biatko to jest N-glikozylowane.

Wkrotce odkryto biatko STIM2, wykazujace bardzo duze podobienstwo do biatka
STIM1, ktore w zaleznosci od stopnia glikozylacji migruje w zelu poliakryloamido-
wym w postaci podwéjnego prazka na wysokosci 100 i 115 kDa. Zaréwno STIM1, jak
i STIM2 sa biatkami blonowymi typu I, zawierajacymi pojedyncza domene SAM (ang.
Sterile Alpha-Motif) oraz wiazacymi wapn poprzez motyw dloni (EF-hand), zlokalizo-
wany w N-koncowej czesci czasteczki. W czesci C-koricowej obydwu biatek znajduja
sie domeny CC (ang. Coiled-Coil) oraz regiony bogate w proline. Dodatkowo, w prze-
ciwienstwie do STIM1, biatko STIM2 zawiera sygnal zatrzymujacy je w blonie ER
(KKXX), ktéry sprawia, ze podczas gdy STIM1 wystepuje zaréwno w blonie komér-
kowej, jak i w blonie ER, to STIM2 lokuje sie jedynie w siateczce srédplazmatyczne;j
[78].
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Rozdzial a

Modelowanie deterministyczne

2.1 Modelowanie przeplywoéw przez pompy

Pompy wapniowe dziataja podobnie jak enzymy, hydrolizujac ATP wykonuja prace
uzyteczna komorce - mianowicie przenosza okreslone czasteczki w poprzek blony ko-
morkowej. Podobnie jak enzymy, pompy podlegaja wielopoziomowej kontroli z miej-
scami inhibitorowymi i aktywatorowymi, ktére tworza skomplikowana sieé¢ sprzezen
zwrotnych dodatnich i ujemnych. Podobnie jak w przypadku reakcji enzymatycznych,
transport z udzialem pompy wapniowej odbiega od prawa dzialania mas. Dokladniej,
predkos$é przeptywu jonéow wapnia V' w poprzek blony biologicznej opisuje sie najcze-

sciej wzorem Michaelisa-Menten:

[Ca®]
K, + [Ca?t]

gdzie [C'a**] jest stezeniem jonéw wapnia w odpowiednim kompartmencie, a K, stala

V=V - (2.1)

charakteryzujaca pompe, nazywana rowniez stala Michaelisa.

Przypadek 1: [Ca®"| < K,,
Jezeli jony wapnia wystepuja w niewielkim stezeniu, duzo mniejszym od K,,, to tempo
transportu wapnia opisane wzorem (2.1) jest w przyblizeniu liniowo proporcjonalne do

[Ca?*]. Doktadniej:

Vo2 27— ke [Ca®t] (2.2)

gdzie k = —‘?g”.

m

Przypadek 2: [Ca*t] = K,

Gdy stezenie substratu rowne jest stalej Michelisa, predkosé¢ przeptywu wynosi do-
kladnie polowe predkosci maksymalne;j:
Vmax : OCL2+ Vma:c . Ca2+ Vmax
[Ca?t] + [Ca?t] 2 [Ca*t] 2
Zalezno$é te wykorzystuje sie do wyznaczania stalej K,,, ktora jest réwniez miara

powinowactwa biatka transportujacego do wapnia - im mniejsza, tym powinowactwo

jest wigksze, natomiast duza wartos¢ tej stalej méwi o malym powinowactwie.
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Przypadek 3: [Ca*'] > K,

Vinaz - [Ca*T]

oy

= Vinan (2.4)

2.2 Modelowanie przeplywéw przez kanatly
i wymienniki

Modelowanie transportu przez kanaly i wymienniki réwniez odbiega od klasycz-
nej kinetyki Michaelisa-Menten stosowanej do opisu dynamiki reakcji enzymatycznych.
Modelowanie tych przeptywéw oparte jest na funkcji Hilla, ktora bierze pod uwage moz-
liwo$¢ wiazania czasteczek substratu (wapnia) i czasteczek regulatorowych (regulacja
allosteryczna) i opisuje posrednio oddziatywanie pomiedzy nimi [149, 197]. Funkcja ta
ma nastepujaca postac:

n

i
H) = Ve g
d

n >0 (2.5)
gdzie stala n nazywana jest wspétczynnikiem Hilla i moze by¢ dowolna liczba, rzeczywi-
sta, natomiast wspotczynniki V,,.. 1 Ky okreslaja odpowiednio: warto$¢ maksymalna
i stala pot-aktywacji. Mimo, iz wykladnik funkcji Hilla moze przyja¢ dowolna war-
tos¢, jest on z reguly wyznaczany empirycznie, a jego wartosé¢ zalezy od ilosci miejsc
wiazacych substrat/ligand oraz typu interakcji miedzy nimi. Dla n = 1 miejsca wia-
zania substratu i ligandu dzialaja niezaleznie, jezeli n > 1 miejsca sa ,kooperatywne”,
to znaczy, ze zwiazanie ligandu w powoduje zwiekszenie prawdopodobienstwa przyta-
czenia sie substratu w pozostalych. W ten sposéb funkcja Hilla specyficznie opisuje
reakcje biologiczne oparte na mechanizmie ON/OFF. Wyktadnik Hilla decyduje o tym
jaki ksztalt przyjmie krzywa. Im wieksze n (i dostatecznie duze), tym szybsze zmiany
w punkcie z, = Ky (Z—:L})l/n przegiecia funkcji, w ktérym pochodna przyjmuje war-
tos¢ maksymalna. 7 tego wzgledu funkcja Hilla o duzym n nazywana jest réwniez
funkcja przetaczeniowa [117]. Uwagi odnoszace sie do Przypadkéw 1-3 poprzedniego
podrozdzialu pozostaja w mocy rowniez dla funkeji Hilla opisanej wzorem (2.5).

Prostymi przykladami kanaléow zwiazanych z transportem wapnia, czesto opisy-
wanych funkcja Hilla (2.5) sa receptory: rianodynowy (RyR) i receptor 1Pz (IP3R),
znajdujace si¢ w blonach siateczki srédplazmatyczne;j.

Bardziej skomplikowanymi kanatami wapniowymi sa transportery przenoszace jed-
noczesnie dwa substraty. Przyktadem takiego biatka jest wymiennik sodowo-wapniowy
(NCX), znajdujacy sie na wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Biatko to przenosi jon
wapnia do przestrzeni miedzyblonowej i trzy jony sodu do wnetrza mitochondrium.

Transport tego typu modelowany jest poprzez iloczyn dwdéch funkeji Hilla:
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Cagyt Nacy,
Kt,+Caty,, Kno+ Nacy

gdzie Clacy: to stezenie wolnego wapnia w cytozolu, K¢, okresla staly pél-aktywacji

Inex = Vnex (2.6)

dla jonéw wapnia, natomiast Ky, okresla stata pot-aktywacji dla jonow sodu.

Uwaga: We wzorze (2.6) oznaczenie stezenia jonéw wapnia w cytozolu [Ca**|cy; zo-
stato uproszczone do Cacy:. Podobna konwencja stosowana bedzie réwniez w dal-
szym ciagu pracy do stezenia jonow wapnia w pozostalych kompartmentach, to znaczy

[Ca?T) i bedzie oznaczane symbolem Cayyyy, natomiast [Ca?t]gg symbolem Cagg.

Modelowanie uniportera jest jeszcze bardziej zlozone, poniewaz istotna role w jego
funkcji odgrywa potencjal transbtonowy AW, wprowadzony w Rozdz. 1.6.4.
Juz w 1990 roku Gunter i Pfeifer [117] wykorzystali réwnanie Nernsta do odtworzenia
potencjatu btonowego w mitochondriach, ktéry jest sila napedowa dziatania MICU.

Pobieranie wapnia przez mitochondria z uwzglednieniem AW,, opisuje sie réwnaniem:

ZFEAY  ypnypr . (ZFAY Caz,
et h 2.
uni = Vami =5 € SU\TRT ) K2, + 0 (27)

cyt
(por. formuta (33) w [84]), gdzie A jest efektywnym potencjalem transblonowym,

R - stala gazowa, Z stechiometria tadunkéw, F' - stalag Faradaya, natomiast T to
temperatura mierzona w skali Kelvina. Efektywny potencjat transbtonowy okresla sie

poprzez potencjal transblonowy AW,, za pomoca réwnania:

Ay = b(AT,, — AT,

gdzie AV, oraz b sa parametrami empirycznymi. Parametry te odzwierciedlaja fakt,
ze potencjal AW, nie jest stalty wzdtuz btony mitichondrialne;j.

Rownoczesnie Magnus i Keizer stworzyli catosciowy model aktywnosci elektrycznej
mitochondriéw [179]. Model ten zadany jest przez réwnania rézniczkowe zwyczajne
opisujace m.in. ewolucje czasowa Jy s (Wyptyw H indukowany przez taiicuch odde-
chowy); Jg 1 (naptyw jonéw HT poprzez synteze ATP); Ju,: (wymiennik nukleotydéw
adeninowych - Adenin Nucleotide Translocator - wymieniajacy ATP na ADP), J,.;
(przepltyw jonéw wapnia do macierzy w wyniku dzialania uniportera mitochondrial-
nego) oraz efektywny potencjat transblonowy At [84] zmieniajacy sie zgodnie z réw-

naniem:

dAY
dt
Przepltyw przez uniporter mitochondrialny J,,; w powyzszej pracy ma postac:

Cmit - - (_JH,res + JH,Fl + Jcmt + JHleak + 2Junz) (28)

3
Cacyt (1 + Cacyt) (ZF(A¢p—91mV))
Iy Kitrans Ktrans _ RT (2.9)
uni — Vuni (1 N Cltey: )4 n L 1— 6_(ZF(A¢—91mV))/(RT) .
Ktrans <1+CIY::CZI:)”I¢1

67



2. MODELOWANIE DETERMINISTYCZNE

gdzie Ca.y; okresla stezenie wolnych jonéw wapnia w cytozolu, n = 2.8, natomiast stale
Kirans 1 Kqe to state dysocjacji jonow wapnia dla miejsca transportujacego i miejsca
aktywujacego. Przedstawione powyzej modele byty bardzo pomocne w pomiarach mak-
symalnej predkosci transportu jonéw wapnia do mitochondrium, oznaczanej jako V,;.

Wyplyw wapnia z mitochondrium poprzez wymiennik mNCX (Rozdz. 1.6.2) opisane

zostalo w pracy [179] wyrazeniem:

o(BF(A¢—91mV)/RT)

Jvex = Vvex N\ -
Na Ca
<1 + [Na]) <1 + C’aMit>

(2.10)

gdzie Vyex to maksymalna predkos$é transportu jonow wapnia, Cayyyr to stezenie wol-
nych jonéw wapnia w mitochondrium. Stale n i b okreslaja charakter wymiany jonow
Na* na jony Ca?t. Tak wiec n = 2 i b = 0, jezeli wymieniane sa 2 jony sodu na
jeden jon wapnia, to znaczy, ze jest ona neutralna elektrycznie. Jesli natomiast trzy
jony Na™ wymieniane sa na jeden jon Ca?t (n = 3)ib > 0. Z pracy [224] wynika, ze
proporcje wymiany jonéw dla mNCX to 3:1 dla par jonéw séd:wapn [224].

2.3 Szczegdélowy model uniportera

mitochondrialnego

Innym interesujacym zjawiskiem, badanym in silico byt tzw. mechanizm RaM (ang.
calcium rapid uptake mode), ktéry zostat zaproponowany w pracy [260] w roku 1995.
Praca ta sugeruje, ze w warunkach ekspozycji na stezenie mniejsze niz 0.5-0.8 uM wap-
nia aktywny jest tzw. szybki mechanizm pobierania jonow wapniowych RaM. W tych
warunkach mitochondria pobieraja wapn znacznie wydajniej, jednak przez stosunkowo
krotki okres czasu. Przeplyw do mitochondriow sklada sie zatem z dwdch czesci. Pierw-
sza z nich uwzglednia wspomniany powyzej szybki mod RaMowy, druga opisuje prace
uniportera mitochondrialnego w trybie standardowym. Istnienie szybkiego mechani-
zmu typu RaM zostato potwierdzone dzieki badaniom Buntinasa i wspélpracownikow,
ktorzy badali mitochondria wyizolowane z kardiomiocytow szczura. W eksperymen-
tach tych mechanizmm RaM zostal zidentyfikowany jako rézny od regularnej dzialalnosci
uniportera. Zachodzi na poczatku pulsu wapniowego i wytacza sie gdy stezenie wapnia
na zewnatrz mitochondriéw przekracza pewna warto$¢ progowa (co do rzedu wielkosci
réwna 0.5-0.8uM). W obu rodzajach mitochondriéw (wyizolowanych z hepatocytéw
i kardiomiocytéw) dezaktywacja RaM zachodzita w czasie krétszym niz 0.75 s [33].
Przez ponad dekade RaM postrzegany byt jako nowy mechanizm poboru wapnia przez
mitochondria, nie zwiazany z biatkiem uniportera mitochondrialnego. Dopiero badania
przeprowadzone przez Guntera i wspolpracownikéw wykazaly, ze moze on mie¢ zwia-

zek z tym uniporterem i stanowi dodatkowy sposob transportu jonéw wapnia przez to
biatko [118].
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Matematyczny model mechanizmu RaM zaproponowali Dash i Basil [17, 57]. Za-
tozyli oni, ze uniporter moze znajdowa¢ sie¢ w 5 réznych dyskretnych stanach, ktére
opisuja zmiany zachodzace w bialku uniportera o zwiazaniu jonéw wapnia. Te stany
to: R, O, I; oraz Iy i dodatkowo S, ktorym odpowiadaja kolejno nastepujace stany
mitochondrialnego uniportera: stan spoczynkowy (resting), otwarty (open), stany ob-
nizonej aktywnosei 11 2 (inhibited 1,2), powolny powrét do stanu wyjsciowego (S - slow
recovery state). Eksperymenty numeryczne Basil i Dash przeprowadzali na zreduko-
wanym modelu, ktéry obejmowat dwa rézne stany: R-O oraz 11, ktére odpowiadaty
stanom: spoczynkowo - otwartym i sumie stanéw o obnizonej aktywnosci. Podczas
symulacji stwierdzono, ze podczas cyklu pobierania wapnia okoto 1/4 bialek bardzo
szybko przechodzilo ze stanu RaM do stanu spoczynkowego, dla pozostalych uniporte-
row przejscie zajmowalo okoto 90 s. Dane te interpretowano jako przejscie wiekszosci
uniporterow w stan wolnego pobierania jonéw wapnia.

Stosunek bialek znajdujacych sie w stanie spoczynkowym, do bialek znajdujacych
sie w stanie otwartym opisywalo wyrazenie:

[l (211)
= 0 + Ko |

Stosunek pomiedzy pierwszym i drugim stanem [ wyliczana jest podobnie:

— [Ca2+]n (2 12)
oo = [Ca%}n + K" '

Tempo wymiany jonéw wapniowych poprzez RaM dane jest nastepujacym wyrazeniem:

ez(;aAde/QRT [OCLH] /KCa
1+ [C’a2+] /Kca

W powyzszych rownaniach n jest wspétczynnikiem funkeji Hilla charakteryzujacy dyna-

Jravt = Xram O

(2.13)

mike wymiany; [Ca®"| oznacza stezenie wolnych jonéw wapnia; K, - stezenie progowe
wapnia, ktére jest w stanie uruchomi¢ mechanizm wymiany; K; - stezenie progowe
stabilizujace mechanizm wymiany w stanie inhibitorowym, K¢, - powinowactwo kom-
pleksu RaM do jonéw Ca?t; Xp.ar aktywnosé RaM.

Wykorzystujac dane uzyskane z eksperymentéw, Basil and Dash byli w stanie od-
tworzy¢ gléwne cechy transportu RaM. Symulacje wierne odtwarzaly profile poboru
jonéw Ca?t dla stymulacji ciaglych i odtwarzaly wzrost efektywnosci poboru w przy-
padku zastosowania wielokrotnych stymulacji w stosunku do pojedynczego, przedtuzo-

nego pulsu.

2.4 Bufory wapniowe

Okolo 99 % jonéw wapnia w komoérce zwiazana jest z biatkami buforowymi (Tab. 1.5)

lub buforami nieorganicznymi (cytryniany, fosforany). Do buforéw cytoplazmatycznych
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naleza m.in. kalbindyna, kalretynina i parvalbumina, w retikulum endoplazmatycznym
do biatek buforujacych naleza np. kalsekwestryna i kalretikulina. Stezenie biatek bufo-
rowych jest gléwnym, ale nie jedynym czynnikiem ksztaltujacym zdolnosé buforowania
wapnia w komoérce. Do innych réwnie istotnych naleza kinetyka wiazania i dysocjacji
Ca?", czy tez mobilno$¢ samych buforéw.

Reakcja chemiczna wiazania jonéw wapnia przez bufor biatkowy Pr:

Pr 4 Ca®* k:Jr PrCa (2.14)
ke

gdzie Pr to biatka buforujace, natomiast PrCa oznacza zbuforowany wapn.
Powyzsza reakcja pozwala na utworzenie prostego modelu buforowania wapnia.

Czasoprzestrzenne zmiany stezenia wolnych jonéw wapnia w cytozolu, przy uwzgled-

nieniu zjawisk buforowania opisuje sie czesto w sposéb przyblizony za pomoca naste-

pujacego uktadu réwnan typu reakcji-dyfuzji:

oC

% = DCacytvzcaCyt + f(C) + Z(kji_PriCa — ki+Cacyt(Pritot — PT}‘C(I)) (2.15)
Pr;

0 gtca — DpriCaV2P7”iCa — Z(ki,PTiCa + ki Cacyt(Pritor — PriCa)) (2.16)
Prioe = Pri+ PriCa (2.17)

w ktérym Pr;Ca oznacza stezenie buforu z przylaczonymi jonami wapnia, Cacy: wolne
jony wapnia w cytozolu, f(c) to wszystkie reakcje, ktore okreslaja przeptywy jonéw wap-
nia (np. uwolnienie jonéw poprzez receptory IP3R, transport przez pompy wapniowe

iinne). Pry, oznacza catkowite stezenie buforéw. Wielkosci:

[kit]
ki

nazywane sa stalymi rownowagi reakcji buforowania lub tez statymi dysocjacji. War-

Ky = (2.18)

tosci statych dysocjacji dla niektérych buforow podano w Tab. 1.5.

2.4.1 Modelowanie komplekséw blonowych

Kompleksy blonowe zyskaly na znaczeniu w ciagu ostatniej dekady, kiedy moz-
liwe bylo wykorzystanie nowo-otrzymanych wskaznikéw jonéw wapnia w postaci bialek
transgenicznych [6, 32, 47, 62, 142, 291]. Metody te pozwolity na pomiar stezen jonéw
wapnia w stosunkowo niewielkich przestrzeniach ograniczonych kompleksami btono-
wymi. Powstaly specjalne konstrukty sensorow aequorynowych i bialek strukturalnych
wschodzacych w sktad danego kompleksu btonowego, ktére pozwolily na oszacowanie
zjawiska.

Niewielka ilos¢ danych eksperymentalnych na temat mechanizmu powstawania kom-

pleksow blonowych i ich roli w procesach fizjologicznych komorki spowodowaly, ze jest
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to temat malo popularny dla naukowcéw zwiazanych z biologia obliczeniowa. Jedyny
model, ktéry dotyczyl aspektu bliskiej apozycji réznego rodzaju struktur komoérko-
wych w kontekscie sygnalizacji wapniowej byt model troj-kompartmentowy Marhla
[183]. Inne podejscie zaprezentowal Mazel [188], ktory stworzyl stochastyczny mo-
del przestrzenny w geometrii tréjwymiarowej, uzyskanej ze zdje¢ komérek RBL-2H3
wykonanych mikroskopem konfokalnym. Mazel zwrécil szczegdlng uwage na odleglosci
pomiedzy poszczegdlnymi strukturami komorkowymi, jednak w przedstawionym przez

niego modelu nie uzyskano oscylacji stezenia jonéw wapnia.

2.5 Oscylacje wapniowe

Zmiany stezenia jonéw wapnia w poszczegdlnych kompartmentach komorki, wy-
stepuja w sposéb naturalny w wielu rodzajach komérek. Pojawiaja sie spontanicznie
w kardiomiocytach, hepatocytach, komoérkach wydzielniczych trzustki lub neuronach.
Oscylacje wapniowe pojawiaja sie rowniez w odpowiedzi na réznego rodzaju bodzce,
np. oscylacje w komérkach nabtonka plaskiego wyscietajacego (komérkach endotelial-
nych), w odpowiedzi na infekcje bakteryjna lub zmiany stezenia Ca®™ w komoérkach
czuciowych skéry (w ciatkach Pacciniego oraz w ciatkach Ruffiniego) w odpowiedzi na
bodziec mechaniczny [176, 283].

Zastosowanie metod pozwalajacych badanie zmian stezenia wapnia w pojedynczych
komorkach lub nawet kompartmentach, pozwolilo odkry¢ réznego rodzaju oscylacje
wapniowe o bardzo zlozonym charakterze. W zaleznosci od komérki okres tych oscy-
lacji moze wynosi¢ od 1 sekundy do 10 minut. Przebiegi czasowe tych oscylacji moga
przyjmowaé rézne ksztalty od ostrych pikéw z gwaltownym wzrostem (,bursting”), do
tagodnych o prawie sinusoidalnym przebiegu, z duza gama form posrednich Ryc. 2.1.

Wzbudzenie oscylacji wapniowych w komérce oparte jest na mechanizmie ,, wszystko
albo nic”, tzn. pojawiaja sie dopiero po osiagnieciu pewnego progu pobudzenia. Dalszy
wzrost stymulacji moze prowadzi¢ do zwigkszenia czestotliwosci oscylacji, ale nie ma
wplywu na amplitude [149].

W ciagu ostatnich 30 lat powstalo wiele modeli matematycznych, ktore wyjasnialy
powstawanie i charakter oscylacji wapniowych. Modele te réznity si¢ pod wzgledem
precyzji opisu i zalezne byly od szeregu zalozen, ktore lezaly u podstaw konstrukcji
danego modelu. Opisywaly oscylacje wapniowe z réznej perspektywy. Uproszczona
klasyfikacja modeli przestawiona zostata wraz z przykltadami w Tablicy 2.1 [76].

Schemat przeptywéw jonéw wapnia w modelu dwu-kompartmentowym (two-pool),
ograniczajacy sie do przeptywow pomiedzy retikulum endoplazmatycznym a cytozolem
oraz wymiane ze srodowiskiem zewnatrzkomérkowym przedstawiony zostat na Ryc. 2.2.
Przyjmujac, ze ilo$¢ jonow wapnia jest stala w ukladzie, schemat ten mozna przedstawic

za pomoca rownan:
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Rycina 2.1: Rozne rodzaje oscylacji jonéw wapnia w wielu typach komorek eukario-
tycznych. A: hepatocyty stymulowane wazopresyna; B: komorki slinianek aktywowane
karbacholem (CCh); C: komérki gonadotropowe tylnego plata przysadki mézgowej sty-
mulowane gonadoliberyna (GnRH); D: oocyty chomika tuz po zaplodnieniu; E, F: ko-
morki nowotworowe wywodzace sie z limfocytow typu B, stymulowane dwoma réznymi
stezeniami karbacholu [149], str. 277.
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2.5. Oscylacje wapniowe

dc
% = Jch - qump + Jm - JPMCA (219)
dc
diR = Y(Jpump — Jen) (2.20)

W réwnaniach tych ¢ oznacza stezenie jonéw wapnia w cytozolu usrednione po jego
objetosci. cgpr oznacza natomiast stezenie jonéw wapnia w retikulum endoplazmatycz-

nym. vy to stosunek objetosci cytozolu do objetosci kompartmentu:

_ VCyt
VEr
Jen, to wyplyw jondéw wapnia przez kanaty wapniowe z ER do cytozolu, Jpmpy naptyw

(2.21)

jonéw wapnia do ER z cytozolu, oraz analogiczne prady wapniowe realizowane przez
kanaly i pompy wapniowe na powierzchni btony komérkowej (J;, wplyw jonéw Ca®* do
cytozolu, Jpyca usuwanie jonéw Ca?T z cytozolu do przestrzeni zewnatrzkomoérkowe;).
Takie modele nazywane sa modelami otwartymi, gdyz wapn moze przeptywaé¢ po-
miedzy przestrzenia zewnatrzkomérkowa, a cytozolem [149, 258]. Oscylacje wynikajace
z powyzszego modelu widoczne sa na Ryc. 2.3.

W niektérych modelach zaklada sie,

ze wzgledu na niewielka wymiane jo- cell membrane
né6w Ca’t ze $rodowiskiem zewnetrz- cytoplasm ()
nym, ze ilo$¢ jonéw wapnia w komorce ’
pozostaje stala: Z

vc + cgr = constans (2.22)

Takie modele nazywaja si¢ modelami

zamknietymi [149].

Zauwazmy, ze przedstawiony powy- Rycina 2.2: Diagram przedstawiajacy ty-
zej model dwu-kompartmentowy jest powe przeplywy jonéw wapnia w prostym
czesto redukowany do modelu jedno- modelu CICR w neuronach zaby ryczacej
kompartmentowego, w ktérym rozwaza [149].

sie jedynie stezenie wolnych jonéw wapnia w cytozolu, a przepltywy jonéw wapnia po-
miedzy cytozolem a retikulum realizowany jest poprzez dodanie odpowiedniej funkcji
zrodlowej. 7 drugiej strony mozliwe jest rozszerzenie modelu na dodatkowe kompart-
menty (np. mitochondria [183], jadro komdrkowe [4] oraz uwzglednienie dodatkowych
zjawisk np. przemian zachodzacych na powierzchni blony komérkowej [131]). Mozna
rowniez uwzglednié¢ obecnosé bialek buforujacych w kazdym z kompartmentéw poprzez
wprowadzenie odpowiedniej stalej skalujacej przed przeptywami z danego kompart-
mentu [183]. W przypadku modeli przestrzennych obecnosé buforéw uwzglednia sie
poprzez modyfikacje funkcji zrodlowych, jak réwniez poprzez wprowadzenie efektyw-

nego wspotezynnika dyfuzji wapnia (istotnie mniejszego od srednicy komérki).
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Rycina 2.3: Typowe oscylacje reproduko-
wane w modelu prostych oscylacji jonow
wapnia. Dla ¢y = 1000 pM [149].

W wielu przypadkach oscylacje
wapniowe nie sa zjawiskiem regular-
nym, lecz pojawiaja si¢ w sposob cha-
otyczny i posiadaja stochastyczny cha-
rakter [84]. Spowodowane to jest sto-
chastyczna natura zjawiska otwiera-
nia i zamykania sie kanaléw wapnio-
wych (np.IPsR/RyR). Moze sie zda-
rzy¢, ze w wiele obserwowanych oscy-
lacji, mimo swojej regularnosci po-
wstala w wyniku procesow stocha-
styczny, a nie deterministycznych me-

chanizméw oscylacyjnych.

Tablica 2.1: Uproszczona klasyfikacja modeli oscylacji wapniowych - przekrd;.

Autor Rok Opis Referencje
Deterministyczne

Mayer 1988 Model oscylacji indukowanych receptorem na [192]
powierzchni komérki

Goldbeter 1990 Zamkniety, mechanizm CICR [105]

Semogyi 1990 Otwarty, oscylacje wapnia w hepatocytach, [259]
uwzglednial regulator biatkowy - kalmoduline

DeYong 1992  Osmiostanowy model receptora IP3 [63]

Atri 1993  Jednokompartmentowy, opisuje oscylacje Ca?* [13]
w cytozolu oocytu

Tang 1994 Model oscylacji w miocytach [270]

Keizer 1996 Model kanalu RyR [151]

Borghans 1997 Otwarty, 2kompartmenty [29]

Marhl 2000 Trzy kompartmenty: Ca, ER, Mit [183]

Bindschadler 2001 Miedzykomdérkowy, 2 kompartmenty [26]

Sneyd 2002 Model kanatu IP3R [256]

Fridlyand 2003 Zamkniety 2 kompartmenty, oscylacje wapnia [91]
w komérkach trzustki

Oxhamre 2005 Zamkniety, 2 kompartmenty, oscylacje indukowane [207]
infekcja bakteryjna,

Wang 2007 Oscylacje wapniowe wzbudzone ATP [289]

Dash 2008 Model wymiennikéw mitochondrialnych [56]

Dash 2009 ,,Mechanistyczny” model uniportera [57]

mitochondrialnego, ktéry uwzglednia role potencjatu

transblonowego i zmiany konformacji uniportera
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2.5. Oscylacje wapniowe

Tablica 2.1 — Uproszczona klasyfikacja modeli oscylacji wapniowych - kontynuacja. . .

Autor Rok Opis Referencje

Zeng 2009 Spontanicznie indukowane oscylacje wapniowe [307]
w astrocytach

Dyzma 2012 Tréj-kompartmentowy model uwzgledniajacy [77]
mikrodomeny ER-Mit

Stochastyczne

Magnus 1998 Model oscylacji Ca?* w komérkach trzustki (3) [178, 179]
z uwzglednieniem wlasciwosci elektrycznych komorek
(transport pozostatych jonéw)

Coombes 2004 Model "iskier”powstajacych podczas otwierania sie [50]
kanatéw wapniowych w magazynach komérkowych

Kummer 2005 Poréwnanie modelu stochastycznego w stosunku do [157]
modeli deterministycznych

Keener 2006 [150]

Dupont 2008 Model oscylacji wapniowych w hepatocytach [74]

Mieszane
Bazil 2011 Model mechanizmu RaM [17]
Przestrzenne

Wagner 1994 Rola szybkich buforéw w modelach dyfuzji i oscylacji [287]
jonéw wpania

Dawson 1999 Model fal wapniowych w postaci serii pulséw [58]
wapniowych wzdtuz ER

Falcke 2000 Fale spiralne w oocycie [85]

Fink 2000 Fale wapniowe wywotane bradykininag w komérkach [87]
neuroblastomy, geometria bazujaca na zdjeciach
mikroskopowych komorek

Falcke 2003 Stochastyczny, przestrzenny [83]

Falcke 2003 Model dyfuzji buforéw wapniowych [82]

Higgins 2007 Model mikrodomen pomiedzy sarkomerami [133]
w kardiomiocycie

Thul 2008 Model dyfuzji seryjnych wytadowan jonéw wapnia [273]
z magazynéw ER w postaci fal

KazZmierczak 2010 Fale biegnace w komoérkach o zréznicowanej geometrii [147]
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Rozdzial e

Modelowanie przestrzenne

3.1 Rownania reakcji-dyfuzji w modelach ciaglych

Najprostszy przestrzenny model dynamiki wapnia w komorce zadany jest przez

jedno réwnanie typu reakcji-dyfuzji na stezenie jonéw wapniowych w cytozolu:

Oc(x,t)
ot

W réwnaniu powyzszym ¢ = c(x,t) oznacza stezenie niezwiazanych jonéw wapnia

= DAc(z,t) + f(c(z,t)) (3.1)

w punkcie z € Qi czasie t > 0. Q jest tutaj otwartym (i prezwartym) obszarem mo-
delujgcym rozpatrywany obszar komdrki, f(c) jest funkcja charakteryzujaca przepltyw
wapnia miedzy cytozolem a zewnetrzem komorki oraz wewnatrzkomorkowymi maga-

zynami wapniowymi.

W modelu zadanym réwnaniem (3.1) zaniedbujemy réwniez procesy przylaczania
wapnia przez molekuly buforujace. Uwzglednienie tego zjawiska prowadzi do ukladu
rownan na ewolucje stezenia wapnia w cytozolu ¢, stezenie molekut buforujacych, ktére
przytaczyty wapn b; = [Ca®' B;] oraz stezenie samych molekut buforujacych B;, ktére

nie przytaczyly jonéw wapnia. Uklad ten ma nastepujaca postac:

dc SN n
o = Defe+ Z[k b; — kB + f(c)
o, o

B

Stale k; > 0,k > 0 oznaczaja tutaj wspélezynniki kinetyczne odlaczania i przy-
laczania jonow wapnia, D, jest wspélczynnikiem dyfuzji dla wolnych jonéw wapnia,
D; wspoétezynnikiem dyfuzji dla ,,uwapniowanych” buforéw i-tego rodzaju a Dp, wspot-

czynnikiem dyfuzji dla molekut buforujacych i-tego rodzaju.

Naturalnym, powszechnie czynionym zalozeniem, jest zalozenie o réwnosci wspot-
czynnikéw dyfuzji Di oraz Dp;. W tym przypadku latwo dowie$é¢ (poprzez dodanie
réwnan na b; oraz B;), ze jesli w chwili poczatkowej ¢t = 0 stezenie calkowite molekut
buforujacych i-tego rodzaju b;(z,0) + B;(x,0) jest jednorodne przestrzennie, to pozo-

stanie takie réwniez dla wszystkich czaséw t > 0. Tak wiec b;(z,t) + B;(z,t) = b =
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const, b} oznacza tutaj catkowite stezenie i-tego rodzaju molekut buforujacych, tzn.
by = [B;] + [Cat™ B;]. W tym przypadku B;(x,t) = by — b;(x,t) i mozemy ograniczy¢

sie do uktadu postaci:

aC—DAc+Z kb — kFe(8? — b)) + f(c)

ob;
ot

(3.3)

Uwaga

W istocie rzeczy, wskaznik i w réwnaniach (3.3) powinien numerowaé raczej miejsca
wiazania wapnia, np. miejsca typu EF-hand, a nie poszczegdlne rodzaje molekut bu-
forujacych. Tak wiec, jednemu rodzajowi molekut buforujacych powinna odpowiadac
liczba wskaznikow réwna liczbie miejsc typu EF-hand w molekule. Jesli jednak przy-
laczanie kolejnych jonéw wapnia nie zmienia istotnie fizycznych witasno$ci molekuty,
w szczegdlnosei jej wspéltezynnika dyfuzji, to opis dany uktadem (3.3) jest wystarcza-

jacy. O

Bardziej ztozonym i dokladnym opisem jest model, w ktéorym podobnie do ,,cyto-
zolicznego” rozwaza sie trzy kompartmenty komoérkowe: cytozol, retikulum oraz kom-

partment mitochondrialny.

Niech Qcyt, Qper oraz ar oznaczaja podobszary komoérki odpowiadajace powyz-

szym kompartmentom. Tak wiec

Qcye, Qrets Qarie C §2

Zakladamy réwniez, ze zbiory Qg oraz Qe sa rozlaczne - Qpe N Qo = 0 oraz, ze
O N (00 ges UOUi) = 0, tzn. ze organelle retikularne i mitochondrialne sa odseparo-
wane od membrany komérkowej. (Ostatnie zalozenie jest nie do korica stuszne z uwagi
na istnienie obszaréw bezposredniej bliskosci obszaréw retikularnych i membrany ko-
morkowej). Oczywiscie, z racji swojej struktury geometrycznej, zbiory Qge, Qi moga
by¢ w ogélnosci zbiorami niejednospdjnymi.

Przyjmujemy, ze w kompartmencie 2., v € {Cyt, Ret, Mit}, dynamika wapnia

dana jest poprzez réwnania analogiczne do uktadu (3.3), tj

807
ot

Oby
8t

W powyzszym ukladzie ¢(c) oznacza mozliwe strumienie jonéw wapniowych miedzy

= DcAcy + ¢(c)dycyp + Z iyDiy — bo — biy)] (3.4)

= Dy Abyy — [k by — kit e(b), —biy)], i=1,...,ny > 1 (3.5)

wnetrzem komorki a przestrzenia miedzykomoérkowa, gdzie 4.0y 0znacza delte Kro-
neckera (réwna 1 dla v = Cyt oraz 0 w przeciwnym przypadku). Uklad powyzszy

uzupeliony jest wyrazeniami na dyfuzyjne prady miedzykompartmentalne, doktadniej
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®pet—cye pomiedzy retikulum a cytozolem oraz ®psi—cy: pomiedzy mitochondriami
a cytozolem. Tak wiec, uklad (3.4)-(3.5) uzupelmiamy na granicach cytozolicznych

warunkami typu Robina postaci:

Dn(z)-Ve(x,t) = Cre—cye(x,t) na Tre—cype (3.6)
oraz
D.n(x) - Ve(x,t) = Priv—cye(x,t) na Tae—cpe (3.7)
oraz warunkami wyrazajacymi fakt, ze molekuly buforujace (z przytaczonymi jonami
wapnia) nie przechodza przez blony rozgraniczajace, tzn. dlai=1,..., ney
DiRetn(l') . VbiCyt (.ZC, t) =0 na FRethyt (38)
oraz dlai=1,... nyu
DzMZtn(x) . VblMlt(l',t) = O na FMithyt (39)

gdzie I' get—cyr 0znacza zbidr granic cytozoliczno-retikularnych a I'yzi—cye 0znacza zbior
granic cytozoliczno-mitochondrialnych. n(x) jest tutaj wektorem normalnym do gra-
nicy w punkcie x skierowanym w strone zewnetrzna, tzn. ,,od cytozolu”, V jest opera-
torem gradientu. Tak wiec n(x) - V jest pochodna wzdtuz wektora prostopadlego do
granicy skierowanego od kompartmentu cytozolicznego. Przy tej konwencji

Q pet—cye(x,t) > 0 oznacza, ze przeplyw jonéw wapniowych nastepuje od retikulum do
cytozolu a ®ppir_cye(z,t) > 0 oznacza, ze przeplyw jonéw wapniowych nastepuje od
mitochondrium do cytozolu w punkcie x rozpatrywanej granicy oraz czasie t. Faktycz-
nie, zaklada sie, ze ®gre—cyp(2,t) zalezy (w sposéb algebraiczny) od wartosci stezei

coyt(x,t) oraz cre(x,t) po obu stronach granicy I ger—cye:

(DRet—Cyt(x; t) = q)Ret—Cyt (CC’yt (JZ, t)? CRet (-Z'a t))

a Curir—cyt(z,t) od wartodci stezen coyi(,t) oraz cpi(x,t) po obu stronach granicy

U atit—cye:

Dnrit—cyt (2, 1) = Porit—cyt (Coye (2, 1), carin(x, 1)) -

Za prawdziwoscia takiego zalozenia przemawia fakt, ze przeptywy pomiedzy kom-
partmentami zaleza gtéwnie od stanu od receptorow znajdujacych sie na powierzchniach
granicznych bton miedzykompartmentalnych (receptoréw IP3R na blonie retikularnej
oraz uniporteréw mitochondrialnych na IMM). Nalezy jednak pamietaé, ze przeka-
zywanie jonow wapniowych miedzy kompartmentami moze mie¢ charakter nielokalny
(w czasie i przestrzeni) i zaleze¢ od wielu dodatkowych, czesto trudnych do uwzglednie-

nia czynnikéw. Konkretne postaci tych przeplywéw zaleza od rozpatrywanego modelu,
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ktory powinien uwzglednia¢ rodzaj komorek, ich aktualny stan, jak réwniez zewnetrzne

warunki, w jakich sie znajduja.

Mimo, iz uklad (3.4)-(3.5) wraz z warunkami (3.6)-(3.7) ma stosunkowo prosta
strukture, jednak jego analiza jest trudna, nawet z numerycznego punktu widzenia.
Jesli nie jesteSmy zainteresowani szczegélowym rozkladem przestrzennym jonéw wap-
niowych i ,uwapniowanych” buforéw, a tylko ich stezeniami usrednionymi po odpowied-
nich kompartmentach, to mozemy rozpatrywa¢ odpowiadajacy uktad réwnan réznicz-
kowych zwyczajnych. Przy pewnych dodatkowych warunkach tego typu dopasowanie

moze by¢ czeSciowo usprawiedliwione.

Dla ustalenia uwagi, zalézmy, ze przepltywy wapnia miedzy wnetrzem a zewnetrzem
komorki sa zerowe oraz, ze aktywnos$¢ wszystkich czasteczek buforujacych moze by¢
zastapiona poprzez jeden reprezentatywny dla danego kompartmentu bufor. W kon-
tekscie ukladu (3.4)-(3.5) oznacza to, ze ¢(c) = 0 oraz, ze n, = 1 dla wszystkich

kompartmentow ~.

Roéwnania na ewolucje stezenia wapnia wewnatrz kompartmentu retikularnego oraz

mitochondrialnego (7 = Ret, v = Mit) moga by¢ zapisane w postaci:

dc

a—Lj = D.V?c, — E,(c,,b,) (3.10)
9b, 2

o DypV7by + Ey(cy,by) (3.11)

gdzie E,(cy,by) = =k by + ke, (09 — by).

Calkujac po rozwazanym kompartmencie (v = Ret, Mit) otrzymujemy po zastosowaniu

prawa Gaussa-Ostrogradskiego i warunkéw brzegowych (3.6),(3.7)

0 [o. c,dV,
b—t — _/F (I)W—Cyt(CCyb CW)dS’%Cyt - / E7(677 bﬂf)d‘/?/ (312)
~—Cuyt

~

0, bydV.
%:/ E, (cy, by)dV,, (3.13)
Qy

Dodajac powyzsze réwnania otrzymujemy ogdlne prawo zachowania na catkowita za-

warto$¢ wapnia w kompartmencie :

afvy(cv +by)dV, _/
r

ot = CI)’Y—Cyt(CCytv CW) (314)

~y—Cyt

Jedli zalozy¢, ze wspoleczynniki dyfuzji wolnych jonéw wapnia sa dostatecznie duze
w stosunku do wymiaréw kompartmentu (a raczej kazdej z jego spéjnych sktadowych,

np. pojedynczych mitochondriéw), to mozemy zalozy¢, ze przestrzenny rozktad stezen
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3.1. Roéwnania reakcji-dyfuzji w modelach ciagtych

¢, oraz b, jest jednorodny w kompartmencie v. W konsekwencji ¢, = ¢,(t), b, = b, (1),
tzn. zaleza jedynie od czasu a nie zaleza od zmiennej przestrzennej z. Rdéwnania

(3.12),(3.13) staja sie rownaniami rézniczkowymi zwyczajnymi postaci

dey

ot = _S%Cytvv_lq)v—oyt(c(?yta cy) — E,(cy, by) (3.15)
0b
5_157 = E,(cy,by) (3.16)

gdzie S, ¢y jest powierzchnia granicy rozdzielajacej cytozol od kompartmentu . Do-
datkowe zalozenia odnosnie wspoélczynnikéw kinetycznych wewnatrz kompartmentu

implikuja kolejne istotne uproszczenia. Przyjmijmy zatem, ze:
1. k oraz kj sa dostatecznie duze

2. stezenie bg jest duzo wigksze od catkowitego stezenia jonéw wapniowych (zwiazanych

i niezwiazanych), w szczegdlnosci b >> b,
Z zalozenia 1. wynika, ze:

E,(cy,b,) =0

a z zalozenia 2.

—k by ke, (00— by) & kS by + ke, bl

Y

W konsekwencji

by =kt (ky) e, b0

N
oraz
Cy 1
=~ = 1
cy + b, kf; By (3.17)
1+ b
k’; v

Zatem, przy powyzszych zalozeniach, stosunek stezen jonéw wolnych wapniowych w kom-
partmencie v do catkowitego stezenia jonéw wapniowych (wolnych i zwiazanych) jest
w przyblizeniu staly. Z réwnania (3.14) otrzymujemy zatem

ey _ By | Sucw

— LEV G, , 3.18
5= | e ) (3.18)

gdzie

ay = {Ret, Mit}.
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3. MODELOWANIE PRZESTRZENNE

Tego rodzaju zalozenia leza u podstaw calokomoérkowych, w szczegdlnosci wykorzy-
stywanego przez nas w pracy tréj-kompartmentowego modelu Marhla [183], stanowiac
o jego wzglednej prostocie. O ile jednak zalozenie jednorodnosci rozktadu stezenia wol-
nych jonéw wapniowych i uwapniowanych komplekséw moze by¢ czesciowo usprawie-
dliwione matymi wymiarami pojedynczych sktadowych kompartmentéw niecytozolicz-
nych, o tyle zalozenia jednorodnosci rozkladéw w kompartmencie cytozolicznym sa juz
bardziej problematyczne ze wzgledu na jego jednospdjnosé (brak podzialu na mniejsze

podkompartmenty, jak w przypadku skltadowej mitochondrialnej i retikularnej).

Calkujac po kompartmencie cytozolicznym, po zastosowaniu prawa Gaussa - Ostro-

gradskiego 1 warunkéw brzegowych (3.6),(3.7) otrzymujemy, jak poprzednio

(3 fQCyt CCythCyt
) = / q)'y—Cyt(CC’yta C’y)ds'y,c’yt_/ ECyt(cCyt> bCyt)dVCyt
t —Ret, Mit ¥ Tv—Cuyt Qeyt
y=Ret, M1

(3.19)

0 [ beydVey
vt a = / ECyt<cCyt; bCyt)dVCyt (320)

t QCyt

Dodajac powyzsze réwnania, otrzymujemy prawo zachowania dla skltadowej cytozolicz-

nej, analogiczne do (3.18):

’Y Cyt Ccyt,CV)dS,y Cyt (321)

0 chyt(CCyt + boye)dVey: Z /
ot y=Ret, Mit Ty—cyt

Dodajac stronami réwnania (3.18) dla v = Ret, v = Mit i réwnanie (3.18) otrzymu-

jemy globalne prawo zachowania ilosci jonéw wapniowych:

0 [, (cy+b,)dV.

Z y 8t7 7:0

y=Cuyt,Ret,Mit

Przy zatozeniach prowadzacych do relacji (3.17) réwnanie to przeksztalca sie do postaci:

0 fQM CretBreydVRet O fQM“ CMitﬁj\}lithMit 0 fgcyt@Cyt + boy)dVey:
ot * ot * ot

Zakladajac dalej przestrzenna jednorodnosé ¢, oraz b, v € {Cyt, Ret, Mit}, otrzymu-

jemy:

PRet PMit
CRet 5 6 +c Chiit - 5
Ret Mt

gdzie C, jest calkowita iloscia jondéw wapniowych w ukladzie. Co wiecej, wielkosé

+ (coye + boy) = CV, (3.22)

mozemy interpretowac jako stezenie ,catkowite” odniesione do objetosci cytozolu V..
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3.2. Fale biegnace stezenia wapnia. Sprzezenia mechanochemiczne

Zalozenie jednorodnodci przestrzennej we wszystkich kompartmentach prowadzi, na

podstawie (3.19) oraz (3.18) do ukladu réwnan zwyczajnych postaci:

8@0 S ,C ~
Wyt = Z ‘;—W(I)v—Cyt(CCyt» ¢y) = Ecy(cop, bOC'yt) (3.23)
y=Ret, Mit Cyt
Ocpe et | Ske
et = ot [P0 )| 2
e y

et o _5Mit |:SMit,Cyt P
ot Pt

o Ve vout(Coyt, CMit)} (3.25)
y

gdzie

ECyt(CCyt> bOCyt) =FE (CCyt7 cht)

oraz, na podstawie (3.22),

= -1 PRet PMit
bCyt = Cc‘/c — CRet — CMit — Coyt
5Ret BMit

3.2 Fale biegnace stezenia wapnia. Sprzezenia
mechanochemiczne zwigzane z obecnoscia

jonow wapniowych w cytozolu

W wielu sytuacjach skonczona dyfuzyjna predkos¢ wyréwnywania stezenn wapnia
wewnatrz danego kompartmentu moze by¢ zZrodlem dodatkowych efektéw. Do efektéw
takich moze nalezeé¢ rozchodzenie sie sygnalu wapniowego (w postaci zmieniajacego
sie stezenia) miedzy poszczegélnymi punktami komorki, np. miedzy membrana a po-
szczegolnymi organellami, czy tez miedzy jednym a drugim koncem dlugiej komérki,
np. komorki migéniowej. W tym ostatnim przypadku mozemy, oczywiscie z pewnym
przyblizeniem, traktowaé propagacje sygnatu wapniowego jak fale biegnaca. Taka ma-
tematyczna idealizacja upraszcza znacznie analize zjawiska i jest w wielu sytuacjach
do$¢ dobrze usprawiedliwiona. W pierwszym przyblizeniu fale biegnace mozna opisa¢
pojedynczym réwnaniem typu reakcji dyfuzji postaci (3.1). Czlon zrédlowy f(c) w tym

rownaniu jest najczesciej modelowany w postaci funkcji bistabilnej 3.1.

fle)=Ac(c—a)(1—c¢)
gdzie A > 0.

Oprocz kluczowego wplywu na inicjacje wielu $ciezek sygnatowych wewnatrz ko-

morki, podwyzszone stezenie wolnych jonéw wapniowych moze generowaé naprezenia
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C

Rycina 3.1: Wykres autokatalitycznej funkcji zrédlowej w réwnaniu (3.1). Po przekroczeniu
pewnej wartosci progowej [Ca?T] nastepuje autokatalityczny wyplyw jonéw wapnia z maga-
zynéw retikularnych. Takie zachowanie zwiazane jest z wlasnosciami kanalow retikularnych,
ktérych przewodnictwo zadane jest stanem receptoréow IPs/RyR.

mechaniczne [196]. Co wiecej, zgodnie z klasycznymi prawami termodynamiki, zjawi-
sko powyzsze ma swoje lustrzane odbicie: mechaniczne naprezenia wewnatrz komorki
lub na membranie komérkowej moga by¢ zrédiem lokalnych zmian stezenia wolnych

jonéw wapniowych.

W najprostszym modelu [196] réwnania opisujace ewolucje stezenia jonéw wapnio-
wych oraz towarzyszace jej zjawiska mechaniczne w o$rodkach biologicznych (komor-
kach lub tkankach) maja nastepujaca postac:

dc

Fri D.; Ve + f(c) + 76, (3.26)

V.o=0, (3.27)

gdzie § = V - u jest tzw. dylatacja a u jest wektorem przemieszczenia w punkcie.

Tensor cisnien o= 0;;, gdzie

0ij = OX0i; + 2Geij + 110 1045 + vagijy + Ty (3.28)

vy 1 19 sa tutaj odpowiednimi wspolczynnikami lepkosci ,materiatu” komérki rozpa-
trywanej jako osrodek mechaniczny. Jak poprzednio, w réwnaniu (3.26) ¢ oznacza
stezenie wolnych jonéw wapnia w cytozolu, D.ss dla jondw wapnia jest ich efektyw-
nym wspoélezynnikiem dyfuzji, f(c) funkcja opisujaca transport jonéw wapniowych do-
oraz z- cytozolu (tzn. ich przeplyw miedzy cytozolem a pozostalymi kompartmentami
oraz ewentualnie przestrzenia miedzykomoérkowa). W réwnaniu (3.28) ¢;; sa sklado-
wymi tensora deformacji € = 1/2(Vu + Vul), X oraz G oznaczaja wspélezynniki
Lame’a v i 15 sa wspélczynnikami lepkosci. 7;; sa sktadowymi tzw. aktywnego tensora

sit trakecji 7. Sily te zwiazane sa z oddzialywaniami aktyno-miozynowymi, doktadniej
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3.2. Fale biegnace stezenia wapnia. Sprzezenia mechanochemiczne

z tworzeniem sie¢ mostkow miozynowych pomiedzy wiléknami aktynowymi prowadza-
cymi do kontrakcji osrodka. Czestym zalozeniem nakladanym na tensor trakcji, ktore

bedzie przyjete ponizej, jest jego diagonalnosé:

T = diag(ﬁl, 7292, ’7'33).

W réwnaniu (3.27), zostaly pominiete czlony inercjalne, tj. ag—;“ + 1V (p w@w),gdzie
p jest (usredniona) gestoscia osrodka a w jego lokalna predkoscia, poniewaz towarzy-
szace dynamice wapniowe]j zjawiska mechaniczne indukuja przemieszczenia punktow
osrodka odbywajace sie ze stosunkowo niewielkimi predkosciami. Ponizej, zalozymy
rowniez, ze dywergencja tensora napie¢ jest réwna zeru. Jest to réwnowazne zalozeniu,
ze nie ma zadnych zewnetrznych wiezéw na ekspansje lub tez kontrakcje poszczegol-
nych elementéw osrodka. (Z zalozenia tego zrezygnujemy w ostatnim rozwazanym
przez nas przypadku.) Liniowa forma czlonu mechanochemicznego (76) w réwnaniu

zostala zapostulowana w ksiazce [196], tom 2, réwnanie 6.72.

Dynamika lokalnego stezenia wapnia wewnatrz komorki lub grupy komorek koordy-
nuje szereg procesow fizjologicznych. Odgrywa kluczowa role w przekazywaniu bodz-
coOw do wnetrza komoérki oraz uczestniczy w procesie tworzenia sie mostkéw miozy-
nowych pomiedzy widknami aktyno-miozynowymi. Proces ten jest szczegdlnie wazny
w diugich komoérkach mieéniowych, gdyz prowadzi do ich kontrakcji. Z drugiej strony,
lokalne deformacje komorki, wplywaja na dynamike wapnia poprzez ich mechaniczne
oddzialywanie na wewnatrzkomérkowe magazyny wapniowe (gléwnie retikulum). Jak

wspomnielismy, oddzialywanie to opisuje sie za pomoca wyrazenia 6.

W pracy [147] byliémy zainteresowani dokladnymi rozwiazaniami w postaci fali
biegnacej dla ukladu réwnan (3.26)-(3.28). Tak wiec, poszukiwali$my dokladnych (t;.
zadanych jawnie) funkcji c(z,y, z,t) oraz 0(x,y, z,t), x,y,z € R, t € R spehiajacych

warunek w postaci:

clx,y,z,t) =clr —vt,y,2), O(z,y,2,t)=0(x—vt,y,2) (3.29)

gdzie v jest tutaj predkoscia przesuwania sie frontu falowego. Zakladamy zatem, ze
front ten propaguje sie wzdluz ustalonego kierunku, ktéry dla uproszczenia utozsa-
miamy z osiag x-6w. Zakladamy tez, ze asymptotycznie w = (tzn. dla ustalonego
tiz — do0) wartosci ¢(x, t) daza do jednego ze stabilnych stanéw réwnowagi (pierwsze
i trzecie miejsce zerowe na Ryc. 3.1). Ze wzgledu na mozliwosé liniowego przeskalowa-
nia, bez straty ogdlnosci, mozemy zalozy¢, ze stany te odpowiadaja wartosciom ¢ = 0
lub ¢ = 1.

Rozwiazania takie opisuja sytuacje, w ktorej obszar podwyzszonego stezenia wapnia
rozszerza sie z pewna stala predkoscia. Jednoczes$nie, stan naprezen mechanicznych
osrodka réwniez zmienia sie w czasie i przestrzeni, podazajac za zmieniajacym sie

stezeniem wapnia.
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Dla bistabilnej funkcji Zrédlowej f w postaci wielomianu trzeciego stopnia Ac(c —
a)(1 — ¢) dokladna postaé¢ dla czysto chemicznych fal biegnacych stezenia wapnia (tzn.
dla v = 0) jest dobrze znana. Natomiast, dokladne rozwiazania w postaci fal biegna-
cych ¢(z — vt), 6O(x — vt), przy uwzglednieniu oddzialywania mechano-chemicznego
i niezerowych (cho¢ dostatecznie matych wspdlezynnikéw lepkosci vy i 1), nie zostaty

dotychczas znalezione.

Uwaga

e Zakladajac, ze rozwiazanie ma postac fali biegnacej, dokonalismy matematycznej
idealizacji problemu. Idealizacja taka jest usprawiedliwiona, jesli rozpatrywane
komorki mozemy w istocie przybliza¢ poprzez bardzo diugie i cienkie struktury
cylindryczne z dobrze okreslona ustalong osia. Okresdlenie 'bardzo diugie’ na-
klada zaréwno warunek na stosunek dlugosci do liniowych wymiaréw przekroju
poprzecznego, jak i na stosunek szerokosci frontu falowego do drogi jaka przebywa

on w jednostkowym czasie.

e Przyjmujac postaé¢ funkeji zrédtowej w postaci Ac(c — a)(1 — ¢), zalozylismy, ze
stezenie wapnia ¢ zostalo liniowo przeskalowane tak, ze poziom nieobudzony (stan
spoczynkowy komoérki) odpowiada wartosci ¢ = 0, a poziom pobudzony wartosci
¢ = 1 (aktywacja komérki). Powyzsza bistabilna posta¢ funkcji f opisuje auto-
katalityczny wyplyw jonoéw wapniowych z magazynéw retikularnych. Zakladamy
zatem, ze lokalne podwyzszenie stezenia jonéw wapniowych w cytozolu powo-
duje wyplyw wapnia z retikulum, jesli przekracza ono pewien poziom krytyczny
i ustaje, gdy osiaga pewna dostatecznie duza warto$¢ [149] - Rozdz. 7.4.1, tom
2,[196] - Rozdz. 6, tom 2. 0

W pracy [147] znalezione zostaly jawne rozwiazania w postaci fal biegnacych dla
uktadu (3.26)-(3.27). Rozwiazania takie moga da¢ nam pewien wglad w makroskopowy
charakter oddzialywan chemiczno-mechanicznych. Rozwazania nasze przeprowadzili-
Smy w trzech przypadkach geometrycznych, pokazanych na Ryc. 3.2. Tak wiec, rozwa-
zylidmy fale wapniowe w calej przestrzeni, cienkiej nieskonczenie rozciaglej warstwie,
ktora w swojej niezdeformowanej mechanicznie postaci jest plaszczyzna oraz nieskon-
czenie dlugie struktury cylindryczne o dostatecznie malej $rednicy modelujace diugie
komérki. Przypadki te zostaly przeanalizowane réwniez przy uwzglednieniu réwnan

opisujacych dynamike bialek buforujacych w pracach [143] oraz [148].

Jak zauwazyliSmy dynamika wapnia w komorce jest bardzo skomplikowanym zjawi-
skiem. Jony wapnia moga by¢ magazynowane nie tylko w ER, ale i innych organellach
komérkowych (Tab. 1.4), w ktérych zwiazane sa z wieloma $ciezkami sygnalowymi.

W poszukiwaniu $cistych postaci mechanochemicznych fal biegnacych ograniczylismy
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N

Rycina 3.2: Struktury geometryczne rozwazane w pracy [147]. Od lewej do prawej:
a. cala przestrzen b. nieskonczona plaska warstwa o dostatecznie malej grubosci 2d.

c. nieskonczony cylinder o dostatecznie matym promieniu

K\ G) | K(E,v) i T
CALA PRZESTRZEN | \ 4+ 2G % vy + vy 1
CIENKA WARSTWA | 2\ + 2G WEP%) 2w + vy | T+ Ta3
WLOKNO 3\ +2G 12[} 3v1+1ve | 11+ 27’33

Tablica 3.1: Wspétezynniki K, p, 7 w réwnaniu (3.30) dla rozpatrywanych geometrii

sie jedynie do proceséw uwalniania wapnia z wewnatrzkomérkowych magazynow re-
tikularnych do cytozolu. Zakladamy przy tym, ze mozemy zaniedba¢ niejednorod-
nos¢ przestrzenna rozmieszcezenia struktur retikularnych oraz mozliwy wplyw wiezéw
mechanicznych wpltywajacych na polozenie komoérki w przestrzeni, czy tez elementow

cytoszkieletu, utrzymujacych swoisty typ ksztalttu komorki.

Analiza ré6wnania mechanicznego

Poszukujac rozwiazani w postaci fal biegnacych (3.29), uprosciliémy ukltad réwnan
rézniczkowych czastkowych (3.27)-(3.28) opisujacy efekty mechaniczne do jednego réw-
nania rézniczkowego zwyczajnego postaci [147, 143, 148]:

K9+/L07t+7':0

K, 7 = const. (3.30)

Wspodlczynniki K, 4 oraz 7 zaleza od rozpatrywanego przypadku geometrycznego i sa

podane w Tab. 3.1. 7 jest odpowiednia funkcja skladowych tensora .

W trzeciej kolumnie tabeli znajduja sie wyrazenia wyrazajace stala K poprzez cze-
sciej uzywane wspoétezynniki mechaniczne, modut Younga E oraz wspdlczynnik Pois-

sona v. Zalezno$ci miedzy F i v oraz A\ i GG sa nastepujace:
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Ev E
A:(Lwou—2m’G:2u+w)
oraz
G(2G + 3)) A

ArG U T 2001 G)

Fale biegnace

Opréez zatozenia (3.29), przyjmiemy réwniez, ze lokalne przemieszezenie punktéw
o$rodka wywotane przez zmiany stezenia wapnia ma réwniez postac fali biegnacej w kie-

runku z

u(z,y,z,t) = u(zr — vt y, 2). (3.31)

Dla rozwiazan w postaci fal biegnacych uklad (3.26)-(3.30) przechodzi w uklad zwy-

czajnych réwnan rézniczkowych postaci:

D"+ vd + f(e) +~40 = 0. (3.32)

—oubd + KO+ 71 =0. (3.33)

" oznacza tutaj pochodna wzgledem zmiennej falowej & = x — vt. Poszukujemy za-

tem rozwiazan heteroklinicznych uktadu (3.32)-(3.33), tzn. funkcji ¢ oraz 6 klasy C?
speliajacych warunki brzegowe w £oo: lime, o c(§) = ¢, lime oo c(§) = c3 oraz
limyg| 00 0(§) = 0, gdzie ¢; 1 cg > ¢; oznaczaja stabilne stezenia jondéw wapniowych

w cytozolu. Rozwazajac uklad (3.26)-(3.27), zakladamy réwniez, ze

7(c1) =7(c3) =0, oraz 7(c)>0. (3.34)

Jak sugerowaliémy w punkcie drugim Uwag, poprzez zastosowanie liniowej transforma-

¢ji zmiennej do ¢, mozemy przyjac¢ bez straty ogolnosci, ze

C1 = O, C3 = 1
Warunki brzegowe przyjmuja wtedy postac
lim ¢(§) =0, lim¢(§) =1, lim 0(£) =0
E——00 £—o0 [€]—o00

Dla ustalenia uwagi ograniczymy sie rowniez do rozpatrywania sytuacji, w ktérych
obszar zajmowany przez wyzsze stezenie rozszerza sie z czasem. Tak wiec, rozpatrujemy
fale, ktérych profil ma postaé pokazana na Ryc. 3.3.

Z postaci (3.29) wynika, ze pociaga to za soba warunek v < 0. Jesli przyjaé, ze
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¢

Rycina 3.3: Przykladowy profil fali biegnacej stezenia wapnia c¢. Fala porusza sie w lewo
z predkoscia v, przy czym profil zachowuje swéj ksztalt w czasie. £ jest tutaj zmienng falowa:
& =x —wvt. v <0, tak wiec fala porusza sie w lewo.

fle)=Ac(c—a)(1—c¢)

to dla dostatecznie matych wartosci funkeji opisujacych sprzezenie mechano-chemiczne

sytuacja taka bedzie zagwarantowana warunkami:

Zalozenie 1. (1 —2a) > 0.

Rozwazania dotyczace 'fizycznych’ wartosci A oraz efektywnych wartosci wspétezynnika
D mozna znalezé np. w [148] oraz [149] - Rozdz. 7.4.1, tom 2.

Zalozenie 2. Wspotczynniki v, X\, G, vy, vs sq stalymi, podczas gdy 7 = 7(c).

Zalozenie 3. Wartosci wspotczynnikow lepkosci vy, v, a wiec 1 wspotczynnika p sq

dostatecznie male.

Uwaga dotyczaca postaci funkcji 7(c)

Poniewaz nie jesteSmy w stanie znalez¢ jawnych rozwiazan w przypadku ogdlnym, po-
sta¢ 7 = 7(c) bedzie dostosowana do postaci funkcji 6. W zasadzie zalezy ona od
rodzaju komérek. 7 = 7(c¢) powinno by¢ jednak dodatnie dla wszystkich niezerowych
wartosci c. W naszym rozwazaniach przyjelismy, ze T = 7(c¢) zachowuje sie w przyblize-
niu jak c¢(1—c), a zatem ze znika dla niskiego stezenia réwnowagowego przeskalowanego

do wartosci ¢ = 0 (lewy panel na Ryc. 3.4). Rozwazylismy réwniez przypadek pokazany
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3. MODELOWANIE PRZESTRZENNE

Rycina 3.4: Postaci funkeji 7(c¢) dla ¢ € [0, 1].

na prawym panelu Ryc. 3.4, w ktérym 7(0) > 0. Takie postaci zgodne sa z jakosciowa
charakteryzacja funkcji trakeji np. w ksiazce [196] - Rozdz. 6, tom 2.

Wiadomo, ze dla § = 0, réwnanie (3.32) ma rozwiazanie heterokliniczne laczace

jego stany state ¢ =01 ¢ =1 dla doktadnie jednej wartosci parametru v réwnej:
v=—(AD/2)"*(1 — 2a).
Rozwiazanie réwnania (3.32) ma postac:

1
L+ exp(—(55)"7%)

Udowodnimy, ze funkcja o podobnej strukturze, jest réwniez rozwiazaniem uktadu

c(€)

(3.32)-(3.33) uwzgledniajacego sprzezenie mechano-chemiczne. Zatézmy:

1

e — 3.35
¢ 1+ exp(—s§)’ (3.35)
s > 0. Powyzsza funkcja spelia tozsamosé:
d =sc(l—c) (3.36)
oraz ¢(0) = 1/2. Zalézmy réwniez, ze
0(¢) = —qc(§)(1 — c(€)) (3.37)
dla pewnego ¢ € IR'. Tak wicc
0" = —sqc(l — ¢)(1 — 2¢) (3.38)

Wstawiajac (3.37) do réwnania (3.32) okreslajacego profil fali, otrzymujemy:

D" +vd + Ac(c —a)(1 —¢) —yqe(l —¢) =0
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i w konsekwencji

D" +vd + Acle — a+yqgA M) (1 —¢) = 0.

Powyzsze rownanie posiada rozwiazanie heterokliniczne

1
c(&) = (3.39)
1+ exp(—(55)"/%)
speliajace warunek ¢(0) = 1/2 wtedy i tylko wtedy, gdy
v=—(AD/2)"? (1 —2(a+yqA™"). (3.40)
s | A .
W szczegdlnoded, s = 2D Zatem, zgodnie z (3.35), (3.39) oraz (3.40),
A -1
vs=—2 (1-2(a+~gA™h). (3.41)

Zalozenie 4. Zaldimy,ze dla T i p zdefiniowanych w Tabeli 1, T = 7(c) spetniona jest

tozsamosé

qe(1 —¢) | K + é (1-2(a+~gA™") p(l —2¢)| = 7(c) (3.42)

Zauwazmy, ze tozsamosé (3.42) moze by¢ speliona, z uwagi na fakt, ze, zgodnie z Za-
tozeniem 4, wartos¢ wspolczynnika p jest mala.

Zgodnie z (3.41), lewa strona wyrazenia (3.42) moze by¢ zapisana w postaci
qe(1 —¢) [K —wsu(l — 2¢)], tak wiec Eq.(3.33) jest spetnione.

W rezultacie naszych rozwazai udowodnilismy, ze dokonujac Zatozenia 4 (zgodnego
jakosciowo z lewym panelem Ryc. 3.4 fala biegnaca (c¢(£),0(€)) o profilu ¢ danym przez
(3.39) oraz profilu 6 danym przez (3.37), poruszajaca sie z predkoscia (3.40) spelnia
uktad (3.32)-(3.33).

Lokalne przemieszczenia osrodka

Dla uproszczenia ograniczymy sie do ostatecznych wzoréw na przemieszczenia
ui(z,y, z,t) oraz uz(z,y, z,t) w przypadkach calej przestrzeni i nieskoniczonej cienkiej
warstwy. Ich wyprowadzenie mozna znalezé w pracy [148]. W przypadku nieskori-
czonego cylindra zamiast wzoréw analitycznych przedstawimy przemieszczenia uq i ug

(Ryc. 3.5 oraz Ryc. 3.6).

Cata przestrzen

ur(z,y, 2, t) = —qc(z,y, z,t)\/ — uz =0
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Nieskoriczona cienka warstwa

ul(a:,y,z,t) - —qc(f) % |:1 — A

Vo

22 (1= 2(a+7gA™) (1~ e(©))]

gy t) = =qe(©)(1 = ) |5 + 5501 = 2a+20) 201 - 20(6) |

Nieskonczony cylinder

Jakosciowe zachowanie si¢ przemieszczen u; i uz od wspolrzednych & oraz z, dla

ustalonej chwili czasu ¢, przedstawione jest na Ryc.(3.5) oraz Ryc.(3.6).

0

u, =u1(x,t)

X

Rycina 3.5: Przemieszczenia w kierunku z. Wektory przemieszczenia uy(x,t) sa skie-
rowane w lewo. uq(z,t) — 0 jesli z — —oo oraz uy(x,t) = uyg < 0 jesli x — oo.
Podalismy zatem szkic nastepujacego twierdzenia:

Twierdzenie 1. Niech spelnione bedq zalozenia (1), (2), (3). Wtedy dla wszystkich
q > 0, uktad (3.32),(3.33) ma rozwiazanie heterokliniczne (v,c,0), gdzie v okreslone
jest rownaniem (3.40), c(§) rownaniem (3.39) a 6(§) zaleznoscia (3.37). Rozwigzanie

jest jednoznacznie okreslone z doktadnosciq do translacyi funkcji ¢ w kierunku osi &. O

Szczegdly dowodu mozna znalezé w pracy [147].
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v
(32}
S
N
A
X

Rycina 3.6: Przemieszczenia w kierunku z. Gérny panel: cienka warstwa. Dolny panel:
dhugi cylinder.

Mechanochemiczne fale biegnace z wiezami mechanicznymi

W pracy [148] rozwazono réwniez istnienie i wlasnosci fal biegnacych dla uktadu
rownan:
Jc

o7 = D%+ f(e) + 6, (3.43)

V.o = ku, (3.44)

gdzie k = const > 0. Tak wiec w podejsciu tym uwzgledniamy mozliwos$¢ istnie-
nia wiezéw mechanicznych przeciwdziatajacych ruchowi punktéw osrodka. Specyficzna
forma takich wiezéw, dana prawa strona réwnania (3.44), implikowana jest tzw. mo-
delem Winklera. Dla ustalenia uwagi i prostoty rozwazan skoncentrowaliSmy sie na
przypadku calej przestrzeni. Wykorzystujac jawna postaé rozwiazania w formie (3.35),
poszukiwali$my rozwiagzania rozpatrywanego uktadu poprzez odpowiedni dobor funkcji
7(c). Analiza skladowych tensora ¢;; w tym przypadku doprowadza nas do nastepuja-

cych relacji:

0=¢e11, u=(u1,0,0)=:(u,0,0)

skad wynika, ze
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gdzie ' oznacza rozniczkowanie wzgledem zmiennej £ = x — vt. W przeciwienistwie

jednak do analizowanego powyzej przypadku, w ktérym V - o = 0, zakladamy, ze
u(€) — 0 dla £ — +oo zadajac, aby

u(€) = —¢(8),
gdzie ¢ = const. Wynika stad, ze 6(§) = u/(§) = —(c”(€). Na podstawie (3.35) wynika,
ze
0 = —sCc(l —c)(1 —2c). (3.45)

Tak wiec na podstawie réwnania (3.36) ' jest wielomianem czwartego stopnia wzgle-
dem ¢ znikajacym dla ¢ = 0 1 ¢ = 1. Réwnanie (3.44) moze byé¢ zatem zapisane

w postaci

opd + KsCe(1 —¢)(1 —2¢) — kCc+n = 7(c). (3.46)

gdzie 7 jest stala catkowania.
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Rozdzial e

Modele

W rozdziale tym przedstawione zostaly calokomérkowe modele uwzgledniajace obec-
no$¢ mitochondrialnych magazynéw wapniowych ze szczegélnym uwzglednieniem ob-
szar6w ich bliskiego sasiedztwa z retikulum endoplazmatycznym (Mitochondria As-
sociated Membrane Complexes - Rozdz. 1.7). Modele te stanowia rozwiniecie prac
[183, 245] wprowadzajac dodatkowe przeptywy retikulkarno-mitochondrialne oraz zmo-

dyfikowane przeplywy cytozoliczno-mitochondrialne.

4.1 Opis modeli calokomdérkowych

W niniejszym rozdziale przedstawione zostana dwa modele ewolucji usrednionego
stezenia jondw wapnia w tréj-kompartmentowym opisie komorki eukariotycznej (cytozol,
siateczka Srédplazmatyczna i mitochondria). Jak juz wspominali$my, celem oby-
dwu modeli jest uwzglednienie polaczen miedzy siateczka srodplazmatyczna a mito-
chondriami, ktérych istnienie pozwala na prawie bezposredni przeplyw jonéw wapnia
pomiedzy tymi organellami [77, 267]. W drugim modelu [267] zostaly wziete dodatkowo
pod uwage dwa tryby pracy bialka transportujacego wapn do wnetrza mitochondriow:
tryb RaMowy (RaM - Rapid Uptake Mode) oraz tryb normalny (Rozdz. 1.6.4).

Ze wzgledu na wspomniana powyzej bezposrednia bliskos$¢ retikulum endoplazma-
tycznego i mitochondriow, kompleksy MAM spetniaja niezwykle wazna role w home-
ostazie i dynamice wapnia w komérce (Rozdz. 1.7.1). Ulatwiony przeptyw wapnia
pomiedzy powyzszymi kompartmentami komorkowymi moze wplywaé istotnie np. na
stany rownowagowe wapnia oraz na oscylacje stezen wolnych jonow wapnia w poszcze-
gblnych czesciach komorki. Oscylacje takie sa niezbedne do prawidlowego funkcjo-
nowania komorki. Moga by¢ m.in. odpowiedzialne za szereg istotnych procesow fi-
zjologicznych, takich jak kontrola cyklu komoérkowego, skurcz miesni szkieletowych,
wzmocnienie synaptyczne. Stabilne oscylacje wapniowe stanowia rowniez istotny czyn-
nik bedacy czescia sieci sygnatowej, sprawdzajacy, czy komérka jest w dobrej kondycji
i utrzymujacy ja przy zyciu. Cykliczne wahanie poziomu wapnia w mitochondriach
(w modelach matematycznych odpowiada im stabilny cykl graniczny) powoduje ak-
tywacje dehydrogenaz poprzez allosteryczne zwiazanie jonéw Ca?t i wzrost produkeji

ATP. Zatem z jednej strony lokalne w czasie i przestrzeni zmiany stezenia wolnego
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wapnia cytozolicznego sa jednym ze sposobow przenoszenia informacji w komérce i ini-
cjacji szeregu Sciezek sygnatowych bedacych odpowiedzig na zmieniajace si¢ warunki
zewnetrzne, z drugiej zas zbyt wysoka koncentracja wolnych jonéw wapnia w cyto-
zolu jest bardzo szkodliwa i moze doprowadzi¢ do $mierci komérki. (Wiadomo np.,
ze wapn jest jednym z kilku czynnikéw zapoczatkowujacych apoptoze — kontrolowana
$mier¢ komérki [101]). Zasadniczo badanie wpltywu komplekséw MAM na dynamike
wapnia w komorce nalezaloby przeprowadzi¢ na gruncie modelu przestrzennego opi-
sywanego ukladem réownan rézniczkowych czastkowych przy uwzglednieniu informacji
dotyczacych rozmieszczenia i rozmiaréw zbiornikéw retikularnych i mitochondrialnych
w komorce. Zadanie takie jest jednak bardzo skomplikowane, zaréwno z teoretycznego,
jak i numerycznego punktu widzenia. Co wiecej, dla tego typu ukltadéw, ze skompli-
kowana geometria, olbrzymia iloscia podobszaréow i nieliniowymi przepltywami miedzy
nimi, niezwykle trudno znalez¢é (numerycznie) rozwiazanie opisujace oscylacje w czasie
(i przestrzeni).

W naszych rozwazaniach zdecydowaliSmy sie zatem na pozostanie w ramach tzw.
modeli calokomérkowych (,whole cell models” [149]), ktére abstrahuja od przestrzen-
nego rozkladu retikulum i mitochondriéw wewnatrz komorki i analizuja jedynie za-
leznosé¢ od czasu stezen wolnego wapnia usrednionych przestrzennie po odpowiedniej
sktadowej kompartmentalnej (cytozolicznej, retikularnej i mitochondrialnej) przy zato-
zeniu dostatecznie szybkiej dyfuzji wapnia. W tym podejsciu opis zmiennosci czasowej
wapnia opisuje si¢ uktadem nieliniowych réwnan rézniczkowych zwyczajnych. Ponie-
waz dokonujemy przestrzennego usrednienia stezenia (a nawet zaktadamy przestrzenna
jednorodnosé stezen), istnienie komplekséw MAM uwzgledniamy poprzez wprowadze-
nie dodatkowego bezposredniego przeplywu wapnia pomiedzy retikulum a mitochon-
driami. (W modelach calokomérkowych nie bioracych pod uwage istnienia obszaréw
MAM, przeptyw pomiedzy tymi kompartmentami odbywa sie posrednio przez cyto-
zol.) Kompleksy MAM stanowia jedynie okoto 6-7 procent powierzchni zewnetrznej
btony mitochondrialnej. Mimo tego, ich obecnos¢ moze istotnie wpltywaé¢ na szybkosé
wymiany wolnych jonow wapnia pomiedzy powyzszymi organellami, gdyz przewaza-
jaca czesé receptoréw 1P3 oraz kanalow VDAC, odpowiedzialnych za przeptyw wapnia

z retikulum endoplazmatycznego do mitochondrium znajduje sie w ich rejonie [115].

Podsumowujac, zgodnie z konwencja modeli calokomérkowych rozwazamy sytuacje,
w ktérej rozmieszczenie jonéw Ca?* jest przestrzennie jednorodne w kazdym z rozpatry-
wanych przedzialéw, moze natomiast zmienia¢ sie¢ w czasie. Jony wapnia moga przeply-
waé pomiedzy trzema kompartmentami: siateczka srédplazmatyczna, mitochondriami
i cytozolem. Wiazane sa réwniez przez biatka buforujace obecne w kazdym z wymie-
nionych kompartmentéw. Istnienie mikrodomen uwzgledniamy poprzez wprowadzenie

dodatkowego przepltywu jonéw wapnia pomiedzy ER i mitochondriami (Ryc. 4.1).
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Przedstawione modele zadane sa uktadami réwnan rézniczkowych zwyczajnych, opi-
sujacych zmiany stezenia wolnego i zbuforowanego wapnia w poszczegdlnych kompart-
mentach komorki. Modele te sa modelami zamknigtymi - zaktadamy, ze wymiana
wapnia cytozolicznego z macierza pozakomoérkows odbywa sie na tyle wolno, ze mozna
ja zaniedba¢ w rozpatrywanej przez nas skali czasu. Zalozenie to jest uzasadnione,
poniewaz w normalnych warunkach wymiana jonow wapnia miedzy komoérka a prze-
strzenia miedzykomdrkows jest o wiele wolniejsza, niz procesy przepltywu wapnia po-
miedzy kompartmentami wewnatrzkomérkowymi [258]. Dodatkowo, zgodnie z [258],
mozliwe sa ,,prawidlowe” oscylacje wapniowe nawet w przypadku catkowitego zabloko-
wania transportu wapnia przez btone komérkowa,.

Jak zwykle, w przypadku stosowania modeli calokomérkowych, pojawia sie pyta-
nie o zasadno$¢ pominiecia efektéw przestrzennych. Dla stosunkowo matych komoérek
(o $rednicy nieprzekraczajacej 6 um) dyfuzyjne wyréwnywanie stezen zachodzi na tyle
szybko, iz mozna sie spodziewaé, ze niejednorodnosci przestrzenne stezenia wapnia nie
wplywaja zaréwno na istnienie, jak i na okres oscylacji. Szybkosé¢ dyfuzyjnego wyrdw-
nywania si¢ stezenia wapnia mozna oszacowa¢ w przyblizeniu korzystajac z klasycznego
wzoru na zaleznos¢ sredniego kwadratu odleglodci, jaka czastka Brownowska pokonuje

w czasie At:

R? = Dy At, (4.1)

gdzie Dy oznacza efektywny wspélczynnik dyfuzji dla wapnia w obecnosci buforéw
(tj. bioracy pod uwage procesy odlaczania i przylaczania jonéw wapnia do molekut bu-
forujacych). Wspdlezynnik ten trudno oszacowaé analitycznie, gléwnie ze wzgledu na
duza réznorodnos$é molekul buforujacych o nieznanych parametrach k_, k, oraz wspdt-
czynnikach dyfuzji. Jesli jednak ograniczy¢ sie do jednego reprezentatywnego rodzaju
buforéw oraz zalozy¢, ze k_, k. sa relatywnie duze, to mozna podaé przyblizony wzor
na D.g. Wielkos¢ D.g nie jest stala, zalezy od stezent wolnego wapnia, jak i stezenia
wapnia zbuforowanego (por. réwnania (7.76) oraz (7.77) w ksiazce [149]). Dla cha-
rakterystycznych buforé6w endogennych mozna oszacowaé Doy = 20 — 30 um?/s, co
jest wielko$cia o rzad mniejsza niz wspdtezynnik dyfuzji wapnia w cytozolu wynoszacy
okoto 300um?/s. Przyjmujac zatem Dy = 20um?/s wnioskujemy, ze jony wapniowe
przesuna sie srednio na odleglo$¢ rowna 6um po czasie At = 1.68 s, co stanowi okolo
1/10 okresu znalezionych oscylacji. Dla stosunkowo matych komérek zatozenie jedno-
rodnosci przestrzennej stezen jonéw wapnia w cytozolu (i innych kompartmentach) jest
zatem dos$¢ dobrze usprawiedliwione. Dla wiekszych komoérek zalozenie to moze by¢
poddane w watpliwos¢, jest jednak bardzo czesto stosowane. Nalezy bowiem wziaé¢
pod uwage fakt, ze oscylacje wapniowe moga mie¢ charakter quasi-lokalny, tzn. moga

odbywac sie prawie niezaleznie w pewnych dostatecznie matych podobszarach komorki.
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Innym problemem pojawiajacym sie przy probach stosowania modeli opartych na
deterministycznych rownaniach rézniczkowych zwyczajnych jest stochastyczna natura
aktywnosci pojedynczych kanaléw wapniowych, ktéra przybiera forme nieregularnych
w czasie wydarzen polegajacych na ich otwieraniu i zamykaniu. (Otwarcie kanalu
polaczone z wyplywem wapnia na zewnatrz zbiornika w jezyku angielskim nosi nazwe
,blip”.) Takie pojedyncze otwarcie moze generowaé stochastyczne pobudzenie calego
pojedynczego klastra kanatéw [254]. (Wyplyw wapnia z klastra kanaléw w jezyku
angielskim okreslany jest mianem ,puff”.) Opis deterministyczny nieprzestrzenny moze
by¢ jednak usprawiedliwiony z uwagi na fakt, ze wyplywy wapnia z poszczegdlnych
klastrow moga zachodzi¢ w sposob zsynchronizowany, jesli sa wynikiem dostatecznie
silnej stymulacji zewnetrznej. Taka sytuacja ma miejsce nawet w duzych komorkach,
takich jak hepatocyty [75].

4.1.1 Model #1

Punktem wyjscia do budowy pierwszego modelu (zwanego dalej Modelem #1)
byt model zaproponowany przez Marhla i wspétpracownikéw z roku 2000 [183] oraz
[245].  Jest to jeden z nielicznych modeli, ktéry uwzglednia aktywny wplyw mito-
chondriéw na dynamike sygnatu wapniowego w komérce i nie traktuje ich jedynie jak
olbrzymich czasteczek buforujacych. W Modelu #1, wymiana wapnia pomiedzy ER
a mitochondrium odbywa si¢ poprzez cytozol oraz bezposrednio z magazynéw retiku-
larnych do mitochondriow w miejscach ich bliskiego kontaktu, tzn. wewnatrz obszaréw
MAM. Predko$¢ przeptywu jondéw wapnia w tych obszarach oznaczana symbolem Jys4ns
(Ryc. 4.1), zalezy od stezenia jonéw wapnia w miejscach uwalniania ich ze $wiatta re-
tikulum endoplazmatycznego. Stezenie to jest porownywalne ze stezeniem tych jonéw
wewnatrz retikulum ([Ca**]gg) i érednio rzecz biorac wyzsze niz stezenie jonéw wapnia
w cytozolu ([Ca*T]cy) [77].

Jak wspomniano w Rozdz. 1.7 koncepcja istnienia wyizolowanych przestrzeni we-
wnatrz cytozolu, w ktorych stezenie jonéw wapniowych przewyzsza znacznie stezenie
jonéw wapniowych w innych obszarach cytozolu, pojawila sie juz w latach 80. XX-go
wieku [234] 1 byla naturalnym wnioskiem z prac eksperymentalnych [12, 25, 219, 223].
Nie zostala ona jednak uwzgledniona explicite w zadnym z dotychczasowych catokomor-
kowych modeli opisujacych ewolucje wapnia w komérce eukariotycznej. Uwzglednienie
tego typu obszaréw jest wlasnie przedmiotem modyfikacji modelu Marhla, ktorych efek-
tem sa zapropoponowane przez nas modele: Model #1 oraz Model #2. Wprowadzenie
bezposredniego przeplywu jonéw wapnia Jy;4p nie wynika jedynie z faktu niemoznosci
odzwierciedlenia bliskosci struktur retikularnych i mitochondrialnych w modelu nie-
przestrzennym, ale ma rowniez istotne usprawiedliwienie biologiczne wynikajace z ist-

nienia mikrodomen typu MAM. Ten specyficzny interfejs, ktéry tworzy sie pomiedzy
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Rycina 4.1: Schematyczna reprezentacja przeptywow rozpatrzonych w modelach: ER
— siateczka srodplazmatyczna, Mit — mitochondrium, Cyt — cytozol; CaPr — wapn
zbuforowany; J,ump — przeplyw wapnia przez pompe w blonie retikulum; Jyrans —
bezposredni przeptyw z retikulum do mitochondrium; J;, — pobieranie wapnia prze
mitochondrium poprzez VDAC-MCU; J,,; — wyplyw jonéw wapnia z mitochondrium
przez wymiennik NCX; J;, - wyplyw jonéw wapnia z ER; Jj.qr — niespecyficzny wyplyw
z ER przez blony biatkowo-lipidowe.

retikulum i mitochondriami jest w znacznej mierze przestrzenia odizolowana od pozo-
stalej czesci cytozolu. Specyficzne biatka stabilizujace apozycje blon mitochondrium-
ER (np. mitofuzyna-2, lub grp75) ograniczaja przestrzen pomiedzy btonami formu-
jac swoisty ,,tunel” dla jonéw wapnia. We wczesniejszych pracach autorzy sugerowali
wprawdzie istnienie mikrodomen, ale jedynie poprzez zmniejszanie stalej potaktywacji
dla uniportera mitochondrialnego [183, 184]. Zaproponowane przez nas modele pozwa-
laja réwniez na rozroznienie dwoéch populacji bialek transportujacych wapn do mito-
chondrium. Jedna - zwigzana z ,,obszarem MAM” eksponowana jest na stezenie Ca?*

obecne w retikulum endoplazmatycznym, druga na stezenie jonéw wapnia w cytozolu.

Uklad réwnan rézniczkowych zwyczajnych opisujacy Model #1

Stezenie wolnych jonéw wapnia w cytozolu (Cacy,), retikulum endoplazmatycznym
(Caggr) i mitochondriach (Cayyy), stezenie ,uwapniowanych” miejsc wiazania CaPr
w cytozolu oraz stezenie miejsc wiazania cytozolicznych biatek buforujacych (Pr) w cza-

sie opisuja rownania:
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4. MODELE

d
Cc(i];fcyt = Jen + Jiear — qump + Jout — Jin + k_CaPr — kJrcacytPr’ (42)
d
Caggr _ BEr (T — o — Jieat — Jarane) (4.3)
dt PER
dCapy; i
ANt _ /BMt (Jln ‘I‘ JMAM _ Jo’u,t); (44)
dt PMit
dCaP
; - kiCacyPr — k_CaPr, (4.5)
dP
d_tr =~k CacyPr +k_CaPr. (4.6)

W powyzszych réwnaniach p; oznacza objetosciowy wspdlczynnik skalujacy dla i-tego
kompartmentu, i € {ER, Mit}. Tak wiec

v
VCyt

gdzie V; oznacza objetos¢ i-tego kompartmentu. [; oznacza stosunek stezen wolnych

Pi (4.7)

jonéw wapnia do stezenia catkowitego wapnia w i-tym kompartmencie, i € { ER, Mit}.

Tak wiec

Ca;
- Ca; + Ca;Pr
gdzie C'a; Pr - stezenie uwapniowanych miejsc wigzania buforéw w i-tym kompartmen-
cie (por. Rozdz. 2.4).

Bi (4.8)

Dodajac réwnania (4.2)-(4.6) otrzymujemy zaleznosc:

Cacy(t) + 2B Capp(t) + LM
5ER 6Mit

Réwnanie to wyraza prawo zachowania catkowitej ilosci wapnia w ukladzie. Mozemy

Caprit(t) + CaPr(t) = const := Cayy (4.9)

sic o tym przekona¢ mnozac je przez objeto$¢ cytozolu Vi, Otrzymujemy bowiem

wtedy rownanie:

VCytO(let(t) + chtC'aPT(t)—i—
(4.10)
VER@C’CLER@) + Vigit = ~Canit(t) = VoyeCawor = const,

ﬁ]\lz
w ktorym lewa strona w sposéb oczywisty przedstawia sume calkowitej ilosci jonow

wapniowych w poszczegdlnych kompartmentach.

d
Dodajac réwnania (4.5) i (4.6) otrzymujemy a(C’aPr + Pr) = 0, co pozostaje
w zgodzie z faktem, ze calkowite stezenie miejsc wiazania jonéw wapnia przez bufory
(tj. miejsc ze zwiazanymi jonami wapnia oraz miejsc niezwiazanych) Pry, jest stale

w czasie:
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4.1. Opis modeli calokomoérkowych

Prig(t) := Pr(t) + CaPr(t) = Pr(0) + CaPr(0) =: Priy. (4.11)
Tak wiec, dzieki prawom zachowania (4.9) i (4.11) uktad réwnan (4.2)—(4.6) moze zostac

zredukowany do ukladu trzech réwnan rézniczkowych zwyczajnych:

ac
% = Jch + Jleak - qump + Jout - Jz
+k_CaPr — ki Cacy(Prio — CaPr), (4.12)
dCa
bR = @ (qump - Jch - Jleak - JMAM) ) (413)
dt PER
dCapy; i
Ot Ot o). (4.14)
dt PMit

gdzie ilos¢é wapnia zwiazanego przez bufory mozemy wyliczy¢ ze wzoru (4.9):

CaPr = Cayo — Cacy — 'OE—RC'aER _ P Canit. (4.15)
BER Barit

Poszczegodlne przepltywy realizowane przez pompy, kanaly wapniowe i wymienniki

opisane sa poprzez prady wapniowe J). Aktywny transport jonéw Ca®t do $wiatla
retikulum endoplazmatycznego Jpm, realizowany jest przez biatka SERCA, natomiast
wypltyw jonéw wapnia z ER realizowany jest przez kanaly wapniowe IP3R/RyR (prze-

plyw J.;) oraz niespecyficzny wypltyw Jieq,. Przeplywy te opisywane sa wyrazeniami:

qump - kpumpcaCyty (416)
Ca?,
ch — kc ——— - 4.1
Jon = Ken gy Oty (Comm — Ctcw), (4.17)
Jicak = Kicar (Capr — Cacyt) - (4.18)

Jpumyp zalezy bezposrednio od stezenia Ca*™ w cytozolu. Stala Ky, okresla tempo
przepltywu. Wyplyw jonéw wapnia z ER zalezy od gradientu jonéw wapnia pomie-
dzy cytozolem, a §wiatlem ER (Cagr — Cacy). Stala k., okre$la maksymalng prze-
puszczalnosé kanatu wapniowego, natomiast K jest stala polaktywacji. Funkcja Hilla
w wyrazeniu Jg, (4.17) opisje mechanizm CICR. Niespecyficzny wyplyw jonéw wapnia
(Jiear) zalezy od réznicy stezen jonéw wapnia w poprzek blony retikulum, kjeqr okresla
tempo wyplywu jonéw wapnia z ER.

Dynamika wapnia w mitochondrium zadana jest nastepujacymi przeptywami:

J g O ER (4.19)
MAM = KMAM , )
K%+ Ca%p
C’a% :
Jzn = kin2 N s (420)
K$ Ca%yt
C'a%
Jowt = | kot——2— + ko | Cangin. 4.21
t ( tK§+Ca2cyt+ ) e 421)

101



4. MODELE

Jaram opisuje bezposredni przeplyw jonéw wapnia z ER do mitochondriow, impli-
kowany faktem istnienia mikrodomen MAM. Stata kj; 4y, okresla maksymalna przepu-
stowos¢ interfejsu MAM, a K, stala pétaktywacji. Z drugiej strony, J;, opisuje napltyw
jonéw wapnia do mitochondrium przez biatka transportowe potozone poza obszarami
MAM. Powolny wyplyw jonéw wapnia z mitochondrium odbywa sie poprzez wymien-
niki Na™/Ca?* (NCX) i HT /Ca?" (HCX). Ze wzgledu na to, ze przepltyw ten ma jedynie
nieznaczny wpltyw na potencjal transblonowy mitochondrium AW,, ([14], Rozdz. 3.4
w [84]), zmiany AW¥,, w powyzszym modelu zostaly pominiete. Catkowity przeptyw
jonéw wapnia z mitochondrium do cytozolu okresla zatem wyrazenie J,,;, w ktorym
k., jest stala okreslajaca wyplyw niespecyficzny, a k,,; oznacza maksymalny przeptyw

jonéw wapnia przez wymienniki NCX/HCX. K3 jest stala pdétaktywacii.

4.1.2 Model #2

Uktad réwnan rézniczkowych zwyczajnych opisujacy zmiany stezenia wolnych jonéw
wapnia w Modelu #2, jest tozsamy z ukladem (4.2)-(4.6). Roznice dotycza jedynie
konkretnych postaci funkcji Jyan (wyrazenia (4.19) i (4.33)), Ji, (wyrazenia (4.20)
i(4.34)) oraz J,,: (wyrazenia (4.21) i (4.35)). Rozpatrywany uklad ma zatem postaé:

dC’acyt

dt = dJen + Jleak - qump + Jout - Jzn + k_CaPr — k+CacytPr’ (422)
dCa
BR = 6ER (qump - Jch - Jleak - JMAM) ) (423)
dt PER
dCapy; i
ANt _ ﬁMt (Jln + JMAM _ Jout) , (424)
dt PMit
P
dogt T kiCacyPr — k_CaPr, (4.25)
P
% =~k CacyPr +k_CaPr. (4.26)

Jak w przypadku Modelu #1 stuszne sa prawa zachowania (4.9) oraz (4.11). W kon-
sekwencji uktad (4.22)-(4.26) mozna zredukowaé do trzech réwnani postaci (4.12)-(4.14):

d
C;cm = Jon + Jieak — Jpump + Jout — Jin + k_CaPr — ki CacyPr, (4.27)
dCa
thR = ﬁi}}: (qump - Jch - Jleak - JMAM) ) <428)
dCapy; i
;LtMt = iﬂj\j t (Jzn + JMAM - Jout) . (429)
it

Przeplywy retikularno-cytozoliczne: Jpum, (aktywnosé pompy retikularnej), Jo, (wy-
ptyw poprzez kanaly wapniowe IP3R/RyR) oraz Ji.q, (niespecyficzny przeptyw Ca®*
przez blony biologiczne) dane sa jak w przypadku Modelu #1 nastepujacymi wyraze-

niami:

102



4.1. Opis modeli calokomoérkowych

qump = kpumpOaCyty (430)
Ca,

ch — kc I — - 4.31

Jeh hK12 T Ca%’yt (Cagr — Cacy) (4.31)

Jicak = Kicar (Capr — Cacyt) - (4.32)

Réznice pomiedzy Modelem #2 i Modelem #1

W Modelu #2 uwzgledniono nie tylko aktywny udzial mitochondriow, ale réwniez
wlasciwosci biatka transportujacego wapn do wnetrza mitochondrium — uniportera mi-
tochondrialnego (MICU). Uniporter w warunkach ekspozycji na nanomolowe (do 200
nM) stezenia wapnia aktywuje tzw. szybki mechanizm pobierania jonéw wapniowych
RaM (ang. rapid uptake mode). Doswiadczenia przeprowadzone przez Vinogradova
[285] oraz Guntera i wspdlpracownikéw [116, 260] sugeruja, ze w tych warunkach mito-
chondria pobieraja wapn znacznie wydajniej. Przeplyw do mitochondrium sktada sie
zatem z dwéch czesci. Pierwsza z nich uwzglednia wspomniany powyzej szybki tryb
RaM-owy, druga opisuje prace uniportera mitochondrialnego w trybie standardowym.
Rozréznienie takie odzwierciedla sie w wyrazeniach na prady Jy;ay oraz J;, opisu-
jace odpowiednio wplyw jonéw wapnia do mitochondriéw w obszarze interfejsu MAM
oraz na pozostatej wewnetrznej powierzchni mitochondriéw. Tak wiec w Modelu #2

wyrazenia na Jysan i Ji, maja postac:

Taranr = Iniane + Jaranrs = k Cabn .y, Clpr (4.33)
mAM = Jvanve + Inams = Earane K, 1 Cd, MAMS KE, 1 Cap :
Ca? Ca
Jin = Jin2 + JinS = k i + k Cyt (434)

in2 in8 -« ~ ]
K22,2 + Ca%‘yt KQS,S + Oa%yt
W przeciwienstwie do Modelu #1, w Modelu #2 nie uwzgledniono wplywu stezenia

jonéw wapnia w cytozolu na jego wyplyw z mitochondriéw poprzez czynnik

kout— . CaMit
K3 + Cag,,
Z drugiej strony zamiast liniowej proporcjonalnosci wyptywu do Caypy przepltyw
ten modelowany jest za pomoca funkcji Hilla pierwszego rzedu. Zatem:
Caprit

Jout = kost ——————— 4.35
! tKg + CCLMit ( )

gdzie pominelismy dodatkowo niespecyficzny wyplyw wapnia z mitochondrium
ko, - Capgit.

Zmiana wyrazenia na J,,; w stosunku do Modelu #1 implikuje znaczace réznice
w jako$ciowym zachowaniu sie ukladu. Najwazniejszym przejawem roznic jest niewy-
stepowanie rozwiazan chaotycznych, wystepujacych dla odpowiedniego zestawu para-

metréw w Modelu #1.
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4. MODELE

4.2 Parametry i skalowanie

W przypadku obu modeli przyjeliSmy warto$¢ parametru Cayy = 90 pM. Jak widaé

z postaci rownan na ewolucje stezen jonéw wapnia w kompartmentach retikularnym

i mitochondrialnym, zaleza one jedynie od stosunkow fj’;—g oraz 'ﬁ i a nie od kon-

k3

kretnych wartosci wspétezynnikéw 51 p. Z tego tez powodu w pracach [77] oraz [267]
wartosci tych wspdlezynnikéw maja przypisane wartosci zgodne z praca [183], poniewaz
istotny jest jedynie stosunek obu wartosci. Wspétczynniki Sgr oraz By sa okreslone
jedynie w przyblizeniu, chociaz uwaza sie, ze ich fizjologiczne warto$ci powinny by¢
mniejsze niz ok. 0.05. Z drugiej strony wartosci wspolczynnikow p sa stosunkowo
dobrze okreslone, chociaz zaleza od rodzaju komérek. Dla wiekszosci komérek pgpr
oraz pari; sa rzedu okoto 0.1 (chociaz w pracy Marhla [183] wspétezynniki te zostaly
wybrane jako 0.01). Ustalajac wartosci stosunkéw gg—g = 1/4 oraz % = 1/4 zapew-
niajace wystepowanie oscylacji w rozpatrywanym uktadzie, otrzymujemy przyblizone

wartosci wspétczynnikow S réwne w przyblizeniu 0.025.

Parametry kinetyczne okreslaja maksymalne przepltywy jondw wapnia przez dany
transporter. Nazwy stalych pochodza od nazw wtasnych poszczegdlnych przeptywow.
Wartosci te (przedstawione matymi literami) oparte sa na danych eksperymentalnych
[183]. Duzymi literami przedstawione zostaly z kolei stale pélaktywacji poszczegélnych
bialek transportujacych wapn. Wszystkie parametry zgromadzone zostaty w Tab. 4.1
oraz Tab. 4.2.

Parametr Wartosé Parametr Wartosé
Stezenia Parametry kinetyczne
Cayor 90 uM ke, 4100 st
Pr; 120 JT0\Y Iy — 20 s~!
Kieak 0.05 g1
State objetosciowe kin, 300 uMs™!
PER 0.01 kout 125 st
PMit 0.01 karanm 1200 ,l}Jl\/[Si1
kv 0.00625 st
State buforujgce k. 0.1 puM~1s1
Ber 0.0025 k_ 0.01 571
Burit 0.0025 K, 5 uM
Kg 5) ,MM

Tablica 4.1: Parametry uzyte w Modelu #1.

Dla wiekszosci symulacji wykonanych w ramach prac [77] (Model #1) oraz [267]

(Model #2) wykorzystywano zestawy parametréw przedstawione w tabelach 4.1 oraz
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Parametr Wartosé Parametr Wartosé
Stezenia Wartosci 'B/p’

Cagor 90 uM BER(PER)_1 0.25
Prio 120 uM Barit(pari) 0.25
Parametry kinetyczne State potaktywacyi

ken, 4200 st K 5 puM
kpump 20 Si1 ngg 20 [LM
Kieak 0.05 st Kgyg 0.8 MM
Kino 20 puMs™! K; 3.1 uM
kﬂmg 80 ,uMs_l K472 20 /LM
k’MAMQ 50 /LMSil K478 1.8 [LM
karams 200 ,uMsfl

k. 0.1 pM-1is7t

k_ 0.01 s7!

Eout 1.9 uMs™!

Tablica 4.2: Parametry uzyte w Modelu #2.

4.2. Jesli ktorys z parametréow ulegat zmianie lub stawal sie parametrem bifurkacyjnym

bylto to wyraznie zaznaczone.
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Rozdzial e

Wyniki i ich analiza

5.1 Istnienie rozwigzan

Podstawowym pytaniem matematycznym, na jakie nalezy odpowiedzie¢ przy roz-
patrywaniu ukladu (4.2)-(4.6) jest pytanie o istnienie rozwiazan. Poniewaz zaintere-
sowani jestesmy rozwiazaniami periodycznymi w czasie, istnienie rozwiazan musi miec¢
charakter globalny w czasie. Ze wzgledu na interpretacje biologiczna musimy réwniez
pokazaé, ze sktadowe rozwiazania sa funkcjami nieujemnymi. Zagadnienie nieujemnosci

rozwiazan moze by¢ rozwazone w oparciu o nastepujace twierdzenie.

Twierdzenie 2. (Propozycja 1.1 z [{5]) Podzbior RN (zbiér punktéw o nieujemnych
sktadowych przestrzeni RN ) jest niezmienniczy wzgledem przeplywu opisanego réwna-

niem

du
dt
wtedy 1 tylko wtedy, gdy dla kazdego i =1,..., N funkcja F(u) : RY — RY, N > 1,

u = (uy,...,uyn), spelnia warunek:

F(u),

E(ul,...,O,...,uN)ZO, (51)
gdzie O przypisane jest sktadowej u; a u; > 0 dla j # 1.

Uzywajac powyzszego twierdzenia oraz prawa zachowania danego réwnaniem (4.9) udo-
wodnimy istnienie nieujemnych rozwiazan dla uktadéw niezredukowanych (4.2)—(4.6)
i(4.22)-(4.26), a co za tym idzie ukladéow zredukowanych (4.12)—(4.14) oraz (4.27)-
(4.29).

Twierdzenie 3. Zatdzimy, ze warunki poczatkowe Cacy:(0), Caggr(0), Cani(0), CaPr(0)
oraz Pr(0) sq nieujemne. Wtedy rozwigzania réwnarni (4.2)-(4.6) istnieja globalnie

w czasie, sq jednoznacznie okreslone i nieujemne.

Dowdd. Wykazemy najpierw, ze prawe strony ukladu (4.2)—(4.6) spehiaja warunki
(5.1). Mamy zatem:
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F(0,Cagg, Capt, CaPr,Pr) = kieatCagpr + knCapie + K_CaPr,

BEer Ca% t
Fy(Cacyt, 0, Cangie, CaPr, Pr) = —| kpumpCacyt + ken—5—ts— + kiearnCa
2( Cyt Mit ) OBR pump Cuyt hK12 + CCLQCyt leak Cyt
Barit Casc t CCLSER
Fy(Cacy, Capr, 0,CaPr, Pr) — Mt (g 90w g ZOBR )
s(Cacy, Cazr ) = PR Ol TR Gt

Fy(Cacyi, Cagr, Cani, 0, Pr) = kyCacyPr,
F5(Cacyi, Cagr, Capit, CaPr,0) = k_CaPr.

Prawe strony powyzszych réwnosci sa nieujemne dla Cacyt, Canrie, Cagr, CaPr oraz
Pr nieujemnych. Tak wiec, rozwiazania, o ile istnieja, sa nieujemne. Stad i z réwnania
(4.9) wynika, ze Cacyi, Capie, Cagr 1 CaPr ograniczone sa z géry przez catkowita
ilos¢ wapnia w ukladzie C'a;.;, natomiast Pr przez calkowita ilos¢ buforéw Pr;,;. Funk-
cje Fi,..., F5 sa funkcjami wymiernymi, w ktérych mianownik jest oddzielony od 0,
spelniaja wiec lokalnie warunek Lipschitza. Z tego wynika, ze rozwigzania dla ukladu

réwnan (4.2)—(4.6) sa globalne w czasie i jednoznaczne. O

Doktadnie w ten sam sposéb mozemy udowodnié istnienie globalnych rozwiazan
ukladu (4.22)—(4.26).

)

Twierdzenie 4. Zatozimy, ze warunki poczatkowe Cacy:(0), Caggr(0), Cani(0), CaPr(0)

oraz Pr(0) sq nieujemne. Wtedy rozwiazania réownan (4.22)-(4.26) istnieja globalnie

w czasie, sq jednoznacznie okreslone i nieujemne.

Poniewaz teoretyczna analiza rozpatrywanych ukladéw w kontekscie istnienia i wia-
snosci rozwiazan oscylacyjnych i quasi-oscylacyjnych jest praktycznie niemozliwa, skon-
centrowalismy sie gléwnie na ich analizie numerycznej. 7 uwagi na fakt, ze naszym
zasadniczym celem bylo uwzglednienie istnienia struktur typu MAM i ich wplyw na
czasoprzestrzenny rozklad stezenia wapnia w komorce interesowaly nas przede wszyst-

kim nastepujace zagadnienia:

e wplyw struktur typu MAM na profile czasowe rozwiazan periodycznych i quasi-

periodycznych
e wplyw struktur MAM na okres rozwigzan oscylacyjnych

e wplyw struktur MAM na Srednia zawarto$¢ wapnia w poszczegolnych kompart-

mentach

e istnienie i wlasnosci punktéw stacjonarnych uktadéw w zaleznosci od efektywnosci

transferu wapnia przez struktury typu MAM
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e mozliwe scenariusze apoptozy wywolane powstawaniem struktur MAM ,,de novo”

wywotanych czynnikami stresogennymi

Méwiac o wplywie struktur MAM, mamy oczywiscie na mysli zalezno$¢ rozwiazan od

wielkosci wspétezynnika kpyaps.

Jak juz stwierdziliSmy oscylacje wapniowe w komorkach spelniaja istotna, cho¢
w wielu przypadkach nie do kornica wyjasniona, role fizjologiczna. Ich jakosciowy i ilo-
sciowy charakter zwiazany jest zarowno z rodzajem komorek, ich stanem i historia,

warunkami zewnetrznymi, jak rowniez rodzajem bodzca, ktory je zapoczatkowal.

Wspomniana réznorodnos$é oscylacji wapniowych obserwowanych doswiadczalnie
znajduje swoje odpowiedniki w roznorodnosci rozwiazaniach oscylacyjnych otrzymy-
wanych w modelach matematycznych ewolucji stezen wapnia w poszczegolnych kom-
partmentach komorki. Istnieja modele, w ktorych w zaleznosci od parametréow, moga
wystepowaé rézne typy rozwiazan oscylacyjnych: od prostych (o stosunkowo regular-
nych profile czasowe), do bardziej ztozonych, okreslanych literaturze mianem , bursting

oscilations”. Mozliwe sa rowniez rozwiazania chaotyczne.

Wszystkie wyrdznione powyzej typy oscylacji zostaly zaobserwowane w zapropo-
nowanym przez nas Modelu #1 dla odpowiednio dobranych kombinacji parametrow.
Model #2 okazat sie pod tym wzgledem bardziej jednoznaczny, gdyz nie zaobserwowa-
liSmy zeby generowal on rozwiazania chaotyczne. Wilasnos¢ ta sugeruje, ze warunkiem
,Sine qua non” istnienia rozwiazan chaotycznych w analizowanych przez nas réwna-
niach jest zalezno$é¢ intensywnosci wpltywu jonéw wapniowych do mitochondriow od

ich stezenia w cytozolu.

Oczywiscie réznice w zachowaniu sie rozwigzan ukladow rownan w obydwu rozpa-
trywanych przez nas modelach nie ograniczaja sie jedynie jakosciowych (i ilo$ciowych)
charakterystyk rozwiazan periodycznych, ale uwidaczniajg sie rowniez w innych aspek-
tach. Dlatego tez ponizej, dla wiekszej jasnosci, opiszemy najpierw rezultaty uzyskane

dla Modelu #1, nastepnie zas rezultaty uzyskane dla Modelu #2 .

5.2 Analiza Modelu #1

Jak juz wspomniano powyzej w modelu tym, w zaleznosci od wybranych parame-
tréw pojawiaja sie wszystkie wspomniane rozwiazania oscylacyjne i quasioscylacyjne.
Stabilne rozwiazania oscylacyjne, odpowiadajace stabilnym cyklom granicznym, maja
dla wigkszosci rozpatrywanych kombinacji parametréw stosunkowo duzy basen przycia-
gania, jednak, wraz ze wzrostem wspotczynnika ky; a7, dla prawie wszystkich przypad-
kéw trajektorie analizowanego uktadu sa przyciagane przez stabilny punkt stacjonarny
ukladu réwnan, charakteryzujacy sie wysokim stezeniem jonéw wapnia w przedziale

mitochondrialnym. Przejécie uktadu biologicznego do stanu odpowiadajacego takiej
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sytuacji matematycznej moze by¢ utozsamiane z wejéciem komérki na Sciezke apopto-
tyczna, kiedy to dochodzi do sekwestracji duzych ilosci jonéw wapnia w mitochondrium
i uruchomienia wewnetrznego szlaku apoptozy [68, 96, 122]. Symulacje numeryczne,
ktorych wyniki zostaly przedstawione w Rozdz. 5.2 w wiekszosci przypadkéw zostaty
wykonane dla parametrow w Tab. 4.1. Jesli wartosci ktorego$ z parametréw byly inne

niz w Tab. 4.1, zostalo to explicite zaznaczone.

5.2.1 Analiza przebiegow czasowych
Oscylacje typu ,,bursting”

Oscylacje stezen wolnych jonéw wapnia w poszczegdlnych kompartmentach oraz
czasowy przebieg stezenia uwapniowanych buforéow w cytozolu (CaPr) zostaly przed-
stawione na Ryc. 5.1. Odpowiadajacy tym oscylacjom portret fazowy w przestrzeni

Cacyt, Camir, Cagr pokazany jest na Ryc. 5.2.

Ca Ca

Cyt ER
0.6 : : : ; 1.1
1_
0.4
09
0.2t : 0.8 :
0.71 ~ ~ L'
0 . H
0 10 20 30 40 S50 0 10 20 30 40 50
time (s) time (s)
C""Mit CaPr
855 ;
85¢
845
84+
83.5¢
H 83 .
0 10 20 30 40 350 0 10 20 30 40 350
time (s) time (s)

Rycina 5.1: Przebiegi czasowe stezen wolnych jonéw wapnia w poszczegdlnych kom-
partmentach dla parametréw tak jak w Tab. 4.1.

Jak wida¢ na Ryc. 5.1 oscylacje te maja nieregularny charakter. Dla tego typu
oscylacji charakterystyczna jest obecnosé dwéch sktadowych w ramach jednego okresu:
nagly skok stezenia jonéw wapnia (tzw. pik) oraz nastepujacy po nim szereg oscylacji

o wyzszej czestotliwoscei i znacznie mniejszej amplitudzie, niz poprzedzajacy je wyrzut
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ER CaCyt

Rycina 5.2: Portret fazowy oscylacji typu ,bursting”. Wszystkie parametry tak jak
w Tab. 4.1

jonéw wapnia. Catkowity okres powyzszych oscylacji wynosi T = 17.1 s. Stezenia jo-
néw wapnia (w uM) w poszczegdlnych kompartmentach zawieraja sie w przedziatach:
(0.057, 0.49) dla Cacy, (0.38, 0.78) dla C'apsy oraz (0.7, 1.05) dla Cagg. Stezenie wap-
nia zbuforowanego C'a Pr zawiera sie w przedziale (83.3, 85.3). Przebiegi czasowe stezen
wolnych jonéw wapnia w kompartmentach (pierwsze 3 panele na Ryc. 5.1) moga by¢
odzwierciedlone w zwarty sposob w postaci zamknietej krzywej w przestrzeni fazowe;j.
Krzywa ta sparametryzowana jest czasem i nosi nazwe stabilnego cyklu granicznego.
Cykl graniczny widoczny na Ryc. 5.2 posiada wyrazny element o helikalnym ksztalcie
obrazujacy, wspomniana powyzej, druga sktadowa oscylacji typu ,,bursting”. Sktadowa
ta (o wysokiej czestotliwosci i niskiej amplitudzie) jest wynikiem powolnego wyplywu
jonéw wapnia z przedzialu mitochondrialnego oraz szybkich proceséw wymiany jonoéw
wapnia pomiedzy cytozolem i ER wraz z reakcjami buforowania jonéw wapnia przez
bialka cytozoliczne i retikularne. Okazuje sie jednak, ze dla innych wartosci parame-
tréw (w szczegdlnosci dla innych wielkosci wspélezynnika kyy4as okreslajacego wielkosé
pradu przez interfejs MaM) oscylacje opisywane uktadem réwnan (4.12)—(4.14) moga

zmieni¢ swoj charakter.
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Oscylacje regularne

Na Rycinach 5.3 i 5.4 przedstawiono reqularne oscylacje stezenia jonow wapnia
w poszczegdlnych kompartmentach oraz obraz cyklu granicznego w przestrzeni fazowej
Cacyt, Canir, Cagg.

Rycina 5.3 przedstawia przebiegi czasowe stezenia jonow wapnia przy zmienionych
w stosunku do Tab. 4.1 wspdtczynnikach Ky = 1.37 oraz ky;ap = 1600. Oscylacje te
maja charakter regularny. Okres oscylacji 7" wynosi 10.9 s, natomiast stezenia jonéw
wapnia w poszczegélnych kompartmentach zawieraty sie w przedziatach: (0.056, 0.56)
dla Cacy, (0.4, 0.95) dla Cae, (0.7, 1.03) dla Cagg, natomiast ilos¢ wapnia zbufo-
rowanego C'aPr zawierala sie w przedziale (82, 85.25). Jak tatwo zauwazy¢ brak jest
tutaj komponenty o podwyzszonej ,,czestotliwosci”, ktora wystepuje w przypadku oscy-
lacji typu ,,bursting” (Ryc. 5.1). Zwiekszenie przeptywu Jyanr (poprzez podwyzszenie
wartosci wspotezynnika kprap od wartosci 1200, jak na Ryc. 5.1, do wartosci 1600)
spowodowalo regularyzacje oscylacji stezenia jonow wapnia. Doktadniej wplyw wspot-
czynnika kjp;4p; na charakter oscylacji stezen jonow wapnia oraz istnienie rozwiazan

chaotycznych opisany zostal w podrozdziale 5.2.2.

Ca Ca

Cyt ER
06;
04
02 \)
O i
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
t(s) t(s)

Cay, CaPr

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
K(s) {(s)
Rycina 5.3: Regularne oscylacje wapniowe dla ukladu réwnan (4.12)—(4.14). Parame-

try: kyan = 1600, Ky = 1.37 pozostale parametry jak w Tab. 4.1. Wartosci stezen
jonéw na osi pionowej wyrazone w M.
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0.8
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Cap(uM) 0 Ca,.. (uM)
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Rycina 5.4: Portret fazowy oscylacji regularnych oscylacji wapniowych dla uktadu réw-
nan (4.12)—(4.14) dla nastepujacego zestawu parametrow kpap = 1600, Ky = 1.37
pozostale parametry jak w Tab. 4.1.

Analiza pojedynczego cyklu oscylacji typu ,,bursting”

Pojedynczy okres oscylacji nieregularnych typu ,,bursting”, odpowiadajacy panelom
z Ryc. 5.1, dla zestawu parametréw jak w Tab. 4.1, widoczny jest na Ryc. 5.5. (Na
rycinie przedstawiajacej jeden okres druga skladowa o niskiej amplitudzie i wysokiej
czestotliwosei jest stabo widoczna, z uwagi na rozciagniecie osi czasu.) Kazdy cykl
moze by¢ podzielony na trzy fazy. Faza I - zaczyna sie gdy poziom wapnia w cytozolu
(Cacy) osiaga wartos¢ maksymalng (¢ = 7.6 s) i trwa do czasu az poziom wapnia
w mitochondriach (Cayy;) osiagnie wartosé maksymalna (f = 8.1 s). W tej fazie
wiodacymi procesami sa: uwalnianie wolnych jonéw wapnia z retikulum oraz znaczny
pobér Ca?* przez mitochondria i buforowanie poprzez biatka cytozolu.

W fazie drugiej aktywowany jest powolny strumien wapnia z mitochondriow do cy-
tozolu. Wigkszos¢ uwolnionych jonéw wapnia zwiazana jest z cytozolicznymi biatkami
buforujacymi. Waznym procesem, zachodzacym w tej fazie jest szybka wymiana wap-
nia pomiedzy cytozolem i ER, co prowadzi do malych, szybkich drgan stezenia wapnia
w tych kompartmentach (wspomniana powyzej druga sktadowa oscylacji). Ten etap
koniczy sie, gdy poziom wapnia buforowanego (CaPr) osiaga wartos¢ maksymalna, (t;.
dla t = 20.7 s).
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Rycina 5.5: Analiza pojedynczego okresu oscylacji stezenia jonéw wapnia. Ca; - ozna-

cza stezenie jonow wapnia w i-tym kompartmencie. CaCyt - pogrubiona, pelna linia;
CaMit - cienka, pelna linia; CaE'R - pogrubiona, przerywana linia; C'aPr - cienka,
przerywana linia. Stezenie buforéw wapniowych Pr do C'aPr wynika z réwnania 4.9

i nie zostalo ujete na powyzszym wykresie.

Enran = 87.

Parametry dla gérnego panelu tak jak

w Tab. 4.1; dolny lewy panel: k., = 2950, kyran = 3; dolny prawy panel: k., = 2950,

W fazie 111, wiodacym procesem jest dysocjacja komplekséw biatkowo-wapniowych.
Mitochondria i ER sa "tadowane”, podczas gdy poziom wapnia w cytozolu najpierw

III fazy (t = 24.7 s).

zmniejsza sie, a nastepnie wzrasta, aby osiagnac¢ maksymalna wartos¢, ktora jest koniec
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5.2.2 Wplyw kj4a na charakter oscylacji stezenia jonéw

wapnia

Na Ryc. 5.6 widoczne sa zmiany stezenia jonéw wapnia w cytozolu i w mitochon-
driach dla k., = 2950 1 kapran = 0, co odpowiada sytuacji, w ktorej przeplyw jondéw

wapnia przez te struktury zostat w tym przypadku catkowicie pominiety.

Cag,, (uM)

0.8 0.9 1 1.1 1.2 1.3 1.4 15
Cayy (kM)

Rycina 5.6: Portret fazowy oscylacji o charakterze chaotycznym dla parametréw k., =
2950 i kprans = 0.
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Rycina 5.7: Rzut trajektorii rozwiazania periodycznego (cyklu granicznego) na plasz-
czyzne Cacyr — Canie, Cagr dla kg, = 2950. Lewy panel kyrap = 3, prawy panel
knran = 87.
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Jak sugeruje Ryc. 5.7 wprowadzenie nawet niewielkiego przeplywu jonéw wapnio-
wych przez struktury MAM (przez zadanie niezerowej stalej kys4n) powoduje, Ze oscy-
lacje chaotyczne zanikaja. Wprowadzenie przepltywu przez struktury MAM nie tylko
regularyzuje przeptywy wapniowe w komorce, ma réwniez duzy wplyw na ksztalt profili
oscylacji wapniowych. W obu przypadkach, przedstawionych na Ryc. 5.7 (kyyap = 3
oraz kyrap = 87) mamy do czynienia z dobrze okreslonym cyklem granicznym. Dla
karane = 3 rzut cyklu na plaszezyzne Cacy — Canrir sktada sie z jednej petli, natomiast

dla wartosci kpsap = 87 rzut cyklu granicznego tworzy krzywa o 6semkowym ksztalcie.

Wzrost wspotezynnika ks 4 powoduje, ze pionowa czesé trajektorii z Ryc. 5.7 (od-
powiadajaca mechanizmowi szybkiego tadowania cyzolu pod koniec fazy III) przecho-
dzi do obszaru o wyzszym stezeniu jonéw wapnia w mitochondrium (= 1.3 — 1.6 uM).
Zmienia sie zatem mechanizm tadowania mitochondriéw. Dla kj;4ps = 3 mamy szyb-
kie tadowanie mitochondriéw wraz z szybkim tadowaniem cytozolu. Dla k4 = 87,
oprocz szybkiego mechanizmu tadowania cytozolu i mitochondriéw, wystepuje takze
wolne tadowanie kompartmentu mitochondrialnego, przy bardzo niskim, niemal sta-
tym, poziomie jonéw wapnia w cytozolu. Warto zauwazy¢, ze w tej fazie niemal cala
pula jonow wapnia, ktora jest sekwestrowana przez mitochondria i ER, pochodzi z dy-

socjacji komplekséw buforujacych wapn.

Jednak wplyw struktur MAM na oscylacje stezenia jonéw wapnia jest o wiele bar-
dziej zlozony, niz prosta regularyzacja trajektorii. Przeanalizowalismy wplyw wspol-
czynnika kyraps na trajektorie dla dwoch wartosdci ke,: 2950 oraz 4100, dla ktérych
asymptotyczne zachowanie systemu (ky 4y = 0) rozwiazan oscylacyjnych jest odpo-
wiednio chaotyczne lub odpowiada stabilnym rozwiazaniom periodycznym (znaleziono
stabilny cykl graniczny). Zaobserwowano szereg rozwiazan stabilnych dla szerokiego
zakresu wartodci parametru ks ap. Dla ko, rownego 2950 wartosci kpsaps byly brane
z przedziatu (0,101), natomiast dla k., réwnego 4100 wartosci kysaps byly brane z prze-
dziatu (0,1600). W zaleznosci od wartosci parametru kysaps uzyskalismy rézne rodzaje
rozwiazan periodycznych (cykli granicznych o réznej ,krotnosci” - Ryc. 5.9) oraz oscy-
lacyjne rozwiazania o charakterze chaotycznym. Rozwiazanie uznawaliSmy za stabilne
jesli najwyzszy wyktadnik Lapunowa wynosit 0, a pozostate dwa byty ujemne. Roz-
wiazanie uznawaliSmy za chaotyczne jesli jeden z wykladnikow przyjmowal wartosé
0, natomiast pozostate dwa byly niezerowe i mialy rézny znak. Np. dla k., = 2950
i kyan = 30 wykladniki Lapunowa wynosza odpowiednio: \; = 8.9 x 1076 (odpo-
wiadajaca wyktadnikowi zerowemu), Ay = —0.07 oraz A3 = —4.54. Zakres czasowy
dla analizowanych trajektorii wynosit 5000 s, z kolei krok czasowy dla ortonormali-
zacji Gramma-Schmidta wybrano na 2 s. Wyktadniki Lapunowa zostaly obliczone
za pomocy pakietu MATDS dla systemu MATLAB do badan systeméw dynamicznych
[109]. Numeryczne wyznaczenie wyktadnikéw Lapunowa obarczone jest czesto relatyw-
nie duzym btedem, ktory spowodowany jest trudnym doborem odpowiedniego kroku

czasowego ortonormalizacji Gramma-Schmidta. Dlatego tez dos¢ czesto mieliSmy do
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czynienia z sytuacja, w ktorej niezerowe wykladniki Lapunowa mialy rézny znak, lecz
bardzo mala wartos$é¢ (rzedu 107°), co uniemozliwialo prawidlowa klasyfikacje trajek-
torii. W takich przypadkach, aby zdecydowac, czy trajektoria jest chaotyczna, czy tez
jest cyklem granicznym (jedno- lub wielokrotnym), wyznaczane byly przekroje Poin-
carégo i szacowany wymiar korelacji Dy atraktora. Do obliczen uzywalismy pakietu
Tisean [128, 144]. Przekroje Poincarégo w plaszczyznie Capry = 1.2 (lewy panel)
i szacowany wymiar korelacji dla trajektorii chaotycznej dla parametrow k., = 2950,
kyan = 73 (prawy panel) sa przedstawione na Ryc. 5.8. Poniewaz punkty przeciecia
trajektorii z plaszczyzna przekroju tworza rozmyty tuk, sugeruje to, ze badana trajek-
toria jest chaotyczna [208]. W przypadku cyklu granicznego zbiér punktéw skupienia
w jego przekroju Poincarégo bylby jednym lub kilkoma punktami, w zaleznosci od
stopnia jego komplikacji. Przekrdj Poincarégo znacznie upraszcza analize skompliko-
wanych trajektorii okresowych lub quaziokresowych, zachowujac jednoczes$nie istotne
informacje na temat jego dynamiki.
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0.847

0.8465 - - - : B
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Rycina 5.8: Lewy panel: przekroje Poincarégo w plaszczyznie Cayg;r = 1.2. Parame-
try jak w Tab. 4.1 za wyjatkiem k., = 2950 oraz ky ap = 73. Prawy panel: lokalne
nachylenia sum korelacyjnych dla réznych wymiaréw wilozenia m (przyporzadkowa-
nych poszczegdlnym krzywym) w zaleznosci od wymiaru pudelek e - niebieskie linie.
Oszacowany wymiar korelacji Dy = 1.34 - czerwona linia (parametry jak w Tab. 4.1).

Szacunkowy wymiar korelacji Dy (w notacji stosowanej przez [128]) dla réznych

wartosci parametru ky 457 1 parametru k., = 2950 przedstawiono w Tab. 5.1.

Enran | O 41 42 | 43 | 46 | 68 | T2 73 1 89

D, 1.84 1 1.02 | 1.05 | 1.12 | 1.64 | 1.1 | 1.02 | 1.34 | 1.09

Tablica 5.1: Korelacja wymiaréow atraktorow dla k., = 2950.

Doktadniejsza analiza zachowan rozwiazan modelu wykonana dla parametru k., =

2950 oraz parametru kpap w przedziale 0-200, z krokiem rownym 1 wykazala, ze
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zmiana wartosci ks 4y W znacznym stopniu zmieniata rodzaj uzyskanych oscylacji ste-
zen jonéw wapnia (Ryc. 5.9). Dla kyan z powyzszego przedzialu zaobserwowali§my
1-, 2-, 3-, a nawet 7-krotne cykle graniczne oraz oscylacje o charakterze chaotycznym.
Pojedyncze cykle graniczne zostaly zaobserwowane dla kyrap; z zakreséow 1-39, 74-75
i 86-88. Podwdjne cykle graniczne istnieja dla kyrap z zakresow 47-67, 76-85, 90-94,
96-98, 100-101 oraz kjp;4p=40. Potréjne cykle graniczne wystepuja dla kyraps row-
nego 69 i 70. Ponadto zaobserwowano siedmiokrotny cykl graniczny dla kp;ap = 71.
Analiza wyktadnikéw Lapunowa i przecie¢ Poincarégo sugeruja istnienie wystepowania
chaosu deterministycznego dla ky;aps z przedzialow 41-46, 72-73 i dla kp;ap réwnego
0, 68, 89, 95, 99. Ryc. 5.9 przedstawia schematycznie uzyskane wyniki dla kp;ans
z przedzialu od 0-101. Co wiecej dla parametru ky 4y > 102 nie uzyskaliSmy sta-
bilnego cyklu granicznego. Dla tych wartosci wigkszos¢ trajektorii przyciagana byta
do stabilnego punktu stacjonarnego z wysokim poziomem jonéw wapnia w przedziale
mitochondrialnym (Capre > 18uM) - Ryc. 5.13 - co moze zostaé uznane za poczat-
kowa faze apoptozy, ktorej wewnetrzny szlak inicjuje proces akumulacji jonéw wapnia
w mitochondrium [122, 140, 237].

Dla parametru k.,=4100 dokonalismy podobnej analizy zmieniajac parametr kys4ns
od 0 do 1600 z krokiem réwnym 50. Stabilne pojedyncze cykle graniczne obecne byty
dla kpran z zakreséw 0-150, 550-850, 1050-1200, 1300-1400, 1500-1550. Stabilne
podwdjne cykle graniczne obecne byly dla ky;ap z zakresow 200-500, 900-1000 oraz
knran rownego 1250 i 1450. Zachowania chaotyczne obserwowano dla ky;4ps réwnego
1600 (Ryc. 5.9, prawy panel). Dla kyrap > 1650 trajektoria chaotyczna traci stabilnosé
1 wiekszo$¢ trajektorii z tego obszaru dazy do punku stacjonarnego, ktéry charaktery-
zuje sie¢ wysokim stezeniem jonéw wapnia w przedziale mitochondrialnym. Efekt ten
mozna interpretowac¢ jako wezesna faze procesu apoptozy. Ryc. 5.9 przedstawia sche-
matycznie uzyskane wyniki dla kp;aps z przedziatlu od 0 — 1600.

Na Ryc. 5.10 przedstawiona zostala mapa zaleznosci okresu oscylacji stezen jonéw
wapnia od dwéch parametrow K, oraz kyrap. Okres oscylacji wahat sie w przedziale
od 11 do 22 sekund. Dla parametru K, > 3.6 okres oscylacji praktycznie nie zmienial
sie i niezaleznie od wartosci parametru kj; 4y wynosit okoto 12 s. Natomiast dla usta-
lonej wartosci parametru K, z przedzialu (0-3.6) okres oscylacji zwiekszal sie wraz ze

wzrostem wartosci parametru Ky
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Rycina 5.10: Zalezno$é okresu oscylacji (w sekundach) od parametréw kpjapns 1 Ky -
Bialy obszar odpowiada zbiorowi parametréw, dla ktorych rozwiazania periodyczne nie
wystepowaly.

5.2.3 Wplyw k)4 na poziom stezen jondw wapnia

Wykresy przedstawiajace zmiany minimalnych i maksymalnych wartosci stezen jo-
néw wapnia w Cacy oraz Capgy W rezimie stabilnych cykli granicznych, w zaleznosci
od wspotczynnika kpsapr, znajduja sie na Ryc. 5.11. Dla lepszej wizualizacji punkty
maksimum i minimum dla wartosci ky;an 2z Ryc. 5.9 polaczone zostaly liniami ciaglymi.
Minimalne i maksymalne wartosci stezenl jonéw wapniowych w cytozolu (Cacyt) pozo-
staja niemal stale dla obu wartosci k., (2950 i 4100) (prawe panele Ryc. 5.11). Dla
ken, = 2950 maksymalne Cayyy; charakteryzuje sie tendencja wzrostowa (pomijajac nie-
wielkie perturbacje, wynikajace ze zmiany charakteru rozwiazan oscylacyjnych), a mi-
nimalna wartos¢ Capy;; zmniejsza sie. Podobnie dla k., = 4100 obserwujemy istotny
wzrost maksymalnych stezen jonéw wapnia w mitochondriach, natomiast minimalne
warto$ci pozostaja stabilne nieznacznie maleja. 7 tego powodu amplituda oscylacji

stezen jonow wapnia w mitochondrium rosnie wraz z kpsaps-
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Rycina 5.11: Minimalne i maksymalne wartosci Cayzye (lewy panel) oraz Cacy, (prawy
panel) dla rozwiazan periodycznych. Goérne panele - ko = 2950, dolne panele -
ke, = 4100. Dla lepszej wizualizacji punkty maksimum i minimum dla wartosci kasan
z Ryc. 5.9 polaczone zostaly liniami ciaglymi.

5.2.4 Punkty stacjonarne

Punkty stacjonarne wyznaczono za pomoca ,MATLAB - Optimisation Toolbox”,
dla zestawu parametréw takich jak przedstawione w Tab. 4.1. Na Ryc. 5.12 pokazano
zaleznos¢ standéw stacjonarnych od wartosci parametru kp 4y W przedziale 0-10000
(pozostale parametry tak jak w Tab. 4.1). Dla kyay = 0 (tak jak ma to miejsce
w przypadku modelu Marhla, opisanego w [183]) istnieje tylko jeden dodatni punkt

stacjonarny

Py = (Cacy, = 0.257, Cagr = 0.730, Capy = 0.102, CaPr = 86.41)

(oznaczony na rysunku na niebiesko), ktéry jest niestabilny. Wraz ze wzrostem kpyans
zachodzi bifurkacja typu siodlo-wezet juz dla wartodci kprap ~ 0.5 1 pojawiaja sie
dwa nowe stany stacjonarne: stabilny P; (oznaczony na zielono) oraz niestabilny P,
(oznaczony kolorem czerwonym). Charakterystycznym jest fakt, ze dwa pierwsze stany
P, i P, znaczaco zmieniaja sie wraz ze zmiang wartosci ks aar, podczas gdy koordynaty
punktu P; prawie wcale si¢ nie zmieniaja. Przykladowe punkty stacjonarne dla ky; 4y =
1200:
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P = (Cacy =9.18 x 1072, Cagr = 0.892, Cayry = 19.1,CaPr = 10.1)  (stabilny)
P, = (Cacy =0.107,Capr = 1.02, Capy = 5.94,CaPr = 62.0) (niestabilny)
Py = (Cacy =0.254,Cagr = 0.730, Capye = 0.173,CaPr = 86.1) (niestabilny)

20+

Rycina 5.12: Zachowanie punktéw stacjonarnych w kyans € [0,10000]: P; - zielony
(stabilny), P, - czerwony (niestabilny) oraz Pj - niebieski (niestabilny). P; i P, powstaja
w wyniku bifurkacji typu siodlo-wezel przy kyan = 0.5. Strzatki wskazuja wzrost
wartosci parametru kyrang.

Ze wzgledu na orientacje Ryc. 5.12 nie oddaje dobrze wartosci stezen jonéw wapnia
w stanach stacjonarnych, w szczegélnosci w kompartmencie mitochondrialnym. Punkty
te wraz z niektorymi trajektoriami do nich dazacymi oraz oraz stabilnym cyklem gra-
nicznym pokazane zostaly na Ryc. 5.13. Jak wida¢ na wykresie istnieje separatrysa
taczaca punkty P i Ps.

Dla szerokiego zakresu wartosci parametru kyan (np. kyan € (0.5,1649]) sys-
tem zachowuje sie jak uklad bistabilny, w ktéorym wspolistnieja dwa atraktory: sta-
bilny punkt stacjonarny Py oraz stabilny cykl graniczny /przyciagajaca trajektoria cha-
otyczna. jednoczesne istnienie powyzszych atraktorow, charakteryzujacych sie duzymi
basenami przyciagania ma istotne znaczenie biologiczne. Oscylacje wapniowe stano-

wia istotny czynnik bedacy czescia sieci sygnalowej, sprawdzajacy czy komorka jest
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w dobrej kondycji. Natomiast podwyzszony naptyw jonéw wapnia do mitochondriow
(realizujacy sie na trajektoriach przyciaganych do punktu P;) i ich sekwestracja w tym
kompartmencie moze skierowaé¢ komérke na szlak programowanej $mierci (scenariusz
apoptozy Rozdz. 5.4). Na Ryc. 5.14 przedstawiono rzut basenu przyciagania punktu
P, dla parametréw przedstawionych w Tab. 4.1 na plaszczyzny Cacy-Cagr, Cacye-
Capgye 1 Cagg-Capgy. Jak widaé wiekszosé trajektorii uktadu przyciagana jest przez
stabilny cykl graniczny, co oznacza, ze oscylacje sa odporne na zaburzenia (uktad ho-
meostatyczny). Jednakze dla duzych wartosci knyrans (np. kprap > 1649) to punkt
P, przyciaga znakomita wiekszosé¢ trajektorii. Takie zachowanie moze by¢ zinterpre-
towana jako akumulacja wapnia w mitochondriach (pecznienie mitochondriéw), ktéry

wystepuja w poczatkowej fazie apoptozy (podrozdziat 5.4).

Ca

ER Ca
cyt

Rycina 5.13: Stany stacjonarne Py, P, P3 systemu (4.2) - (4.4) i stabilny cykl graniczny
dla parametréw przedstawionych w Tab. 4.1. Punkt P3; pozostaje schowany pod wy-
kresem cyklu granicznego. W powiekszeniu widoczny jest zlozony charakter oscylacji
w poblizu punktu P;. Kolorami oznaczone sa trajektorie przyciagane przez punkty P,
Py, Ps.
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Rycina 5.14: Baseny przyciaggania punktu P;: rzutowanie na przestrzen Cacy —Cagg,
Cacyr — Caprie oraz Cagr — Cape. Czarny punkt odpowiada stabilnemu punktowi
stacjonarnemu P; = (9.18 x 1073,0.892,19.1), szare punkty odpowiadaja wartosciom
punktéw poczatkowych trajektorii przyciaganych przez punkt P;. Trajektorie startu-
jace z bialego obszaru przyciagane sa przez stabilny cykl graniczny.

5.2.5 Podsumowanie dotyczace Modelu #1

Zaproponowany przez nas model (oznaczony jako Model #1) oscylacji stezen jonéw
wapnia (Rozdz. 4.1.1) uwzglednia jawnie miejsca bliskiego kontaktu mitochondriéw
i ER - tzw. struktury MAM. Badania numeryczne wykazaly, ze powyzsze struktury
maja istotny wplyw na rodzaj i ksztalt profili przebiegéw czasowych oscylacji ste-
zen jonéw wapniowych. W modelu tym uzyskano szereg typow oscylacyjnych, od
prostych oscylacji stezen jonéw wapnia, przez zlozone oscylacje typu ,bursting”, po
quasi-periodyczne rozwiazania chaotyczne. Zmiany parametru ks ap (czyli maksymal-
nej przepustowosci interfejsu MAM) zmienia typ oscylacji. Wzrost kyan powoduje
zazwycza] regularyzacje trajektorii. Np. dla parametréw k., = 2950 1 kyanr = 0
istnieja rozwiazania chaotyczne, natomiast nawet dla bardzo malych wartosci kpyanr,
trajektorie startujace z tych samych warunkow poczatkowych tworza stabilny cykl gra-
niczny (Ryc. 5.9). Wplyw bezposredniego przeptywu wolnych jonéw wapnia przez
interfejs MAM nie ogranicza si¢ jedynie do regularyzacji trajektorii. Wraz ze wzrostem
przeplywu jonéw wapnia przez miejsca kontaktu widoczne sa bardziej ztozone wzorce
oscylacji - reprezentowane przez proste, zlozone cykle graniczne i quasi-periodyczne
rozwigzania chaotyczne. Ponadto, dla duzych wartosci ky; 45 basen przyciagania roz-
wiazan oscylacyjnych zmniejsza sie znaczaco i wiekszos$é trajektorii zbiega do stabilnego
punktu stacjonarnego P; (Ryc. 5.14, charakteryzujacego sie wysokim poziomem steze-
nia jonéw wapnia w mitochondriach. Np. dla kp;ap = 1200 stezenie jondéw wapnia w
mitochondriach w punkcie stacjonarnym P; wynosi Capy = 19.1uM. Z biologicznego
punktu widzenia tego typu sytuacja moze by¢ interpretowana jako poczatkowa faza
procesu apoptozy (tzw. ,puchniecie mitochondriéw”). Zaobserwowali$my réwniez, ze
wzrost wspolczynnika kj;aps wplywa na ksztalt profili przebiegéw czasowych, tak ze
dla wysokich warto$ci kyrans tadowanie mitochondriow wapniem zaczyna sie o wiele
szybciej, niz w przypadku niskich wartosci kj;45,. Ponadto, amplituda i okres oscyla-

cji oraz frednie stezenie jonéw wapnia w mitochondriach (Capy) ro$nie z wielkoscia
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parametru kyr4p. Zaproponowany powyzej poczatkowy etap scenariusza apoptozy jest

scisle zwiazany z kompleksami blonowymi MAM.

5.3 Analiza Modelu #2

Jak juz wspomnielismy w Rozdz. 4.1.2, w Modelu #2 uwzgledniono réwniez spe-
cyficzne wlasciwosci biatka transportujacego wapn do wnetrza mitochondrium — uni-
portera mitochondrialnego (MICU). Biatko to przy stosunkowo niskich stezeniach Ca*"
przenosi jony wapnia w tzw. szybkim modzie RaM-owym, ktory jest bardziej efektywny
niz mod standardowy. Przeptyw wapnia do mitochondriéw w tym modelu sklada sie
zatem z dwoch skladowych: pierwsza uwzglednia wspomniany powyzej szybki tryb
RaM-owy, druga opisuje prace uniportera mitochondrialnego w trybie standardowym.
7 tego powodu wyrazenia opisujace strumien jonéw wapnia wplywajacych do mito-
chondriéw w obszarze struktur MAM (Jaran) 1 poza nimi (J;,) skladaja sie z dwéch

czesci, odpowiadajacych powyzszym modom pracy uniportera. Zatem

2 8
Tnean = J Turanrs = karanry—m O CER _ Capr

MAM = JmAam2 + IMAMS = KMAM2 75 5
1<472 + CaE'R

Jin = Jinz + Jing = king 70— 45— t+ k
gdzie Jyrano 1 Jine opisuja mod RaMowy pracy uniportera, natomiast Jyrans 1 Jing
tryb standardowy.

Symulacje numeryczne, ktérych wyniki zostaly przedstawione w tym rozdziale w wiek-
szosci przypadkéw zostaly wykonane dla parametréw przedstawionych w Tab. 4.2
i jest to przypadek referencyjny. Jesli wartosci ktoérego$ z parametréw byly inne niz
w Tab. 4.2, zostalo to explicite zaznaczone.

W celu ulatwienia analizy wpltywu wspotczynnikow kyranso 1 karays na zachowanie

modelu zdefiniowano dodatkowy parametr kp;ap:

knram = karane + Enrams (5.2)

z ustalonym stosunkiem:

knrams/kaana = 4 (5.3)
W rozdziale tym skoncentrujemy sie na:
e istnieniu oscylacji stezen jonéw wapnia
e stanach stacjonarnych oraz wplywie ky;4ps na poziom jonéw wapniowych

e wplywie kj;4ps na okres oscylacji
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e mozliwym scenariuszu apoptozy wywoltanego akumulacja jonéw wapnia w mito-

chondriach

Punkty stacjonarne ukladu (4.22)—(4.26) okreslone zostaly za pomoca programu
~MATLAB Optimization Toolbox” dla zestawu parametréw przedstawionych w Tab. 4.2
i analizowane dalej w odniesieniu do parametru kj;4ps z uzyciem programu MatCont
(Matlab Continuation Toolbox) [69].

5.3.1 Analiza przebiegow czasowych

Przeprowadzone symulacje numeryczne wykazaly istnienie nieregularnych rozwia-
zan periodycznych dla szerokiego zakresu parametru kj4p (i innych parametréow jak
w Tab. 4.2). Zauwazmy, ze ze wzgledu na (5.2) i (5.3) zadajac wartosé¢ parametr
knaran jestesmy w stanie wyznaczy¢ wartodci parametréw kyrano 1 kayrams. Parametr
kyran w dalszych rozwazaniach bedzie parametrem bifurkacyjnym. Jak juz wspomi-
nalismy, w odroznieniu od Modelu #1, w Modelu #2 nie wystepuja quasi-periodyczne
rozwiazania chaotyczne. Wydaje sie, ze przyczyna tego stanu rzeczy jest inna postac
przeptywu J,,; danego przez (4.35), ktory w tym przypadku nie zalezy od stezenia
jonéow wapnia w cytozolu. Oscylacje nieregularne maja dla wiekszosci rozpatrywanych
zestawow parametréw stosunkowo duzy basen przyciagania, jednak, wraz ze wzrostem
wspotezynnika ks apr, wiekszos$é trajektorii uktadu (4.22)—(4.26) przyciagana jest przez
stabilny punkt stacjonarny P.

Oscylacje stezen jonéw wapnia

Oscylacje stezen wolnych jonéw wapnia typu ,,bursting” w poszczegdlnych kompart-
mentach oraz czasowy przebieg stezenia uwapniowanych buforéw w cytozolu (CaPr)
zostaly przedstawione na Ryc. 5.15. Odpowiadajacy tym oscylacjom portret fazowy
w przestrzeni Cacy:, Cayie, Cagr pokazany jest na Ryc. 5.16. Parametry, dla ktérych
istnieja tego typu rozwiazania oscylacyjne przedstawiono w Tab. 4.2. Oscylacje te cha-
rakteryzuja sie powolnym wyplywem jonéw wapnia z kompartmentu mitochondrialnego

oraz szybka wymiana jonéw wapnia pomiedzy cytozolem i ER.
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Rycina 5.15: Trajektorie oscylacji wapniowych, zmiany stezenia wapnia w poszczegol-
nych kompartmentach: gwaltowne oscylacje typu ,,bursting”

Rycina 5.16: Tréjwymiarowy portret fazowy oscylacji typu ,,bursting”. Wszystkie pa-
rametry tak jak w Tab. 4.2
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Analiza pojedynczego cyklu oscylacji typu ,,bursting”

Pojedynczy okres oscylacji nieregularnych typu ,,bursting”, dla zestawu parametrow
jak w Tab. 4.2, przedstawiono na Ryc. 5.17. Kazdy cykl moze by¢ podzielony na trzy
fazy. Faza I - zaczyna sie, gdy poziom wapnia w cytozolu (Cacy:) osiaga wartosé
maksymalng (t = 4.4 s) i trwa do czasu az poziom wapnia w mitochondriach (Capg)
osiagnie warto$¢ maksymalna (t = 4.8 s). W tej fazie wiodacymi procesami sa: uwal-
nianie wolnych jonéw wapnia z retikulum oraz znaczny pobér Ca?" przez mitochondria
i buforowanie poprzez biatka cytozolu.

W fazie drugiej aktywowany jest powolny strumien jonéw wapnia z mitochondriow
do cytozolu. Wiekszo$¢ uwolnionych jonéw wapnia zwiazana jest z cytozolicznymi bial-
kami buforujacymi. Waznym procesem, zachodzacym w tej fazie jest szybka wymiana
wapnia pomiedzy cytozolem i ER, co prowadzi do matych, szybkich drgan stezenia wap-
nia w tych kompartmentach. Ten etap konczy sie, gdy poziom wapnia buforowanego
(CaPr) osiaga warto$¢ maksymalna (tj. dla t = 18.1 s).

W fazie 111, wiodacym procesem jest dysocjacja komplekséw biatkowo-wapniowych.
Mitochondria i ER sa "tadowane”, podczas gdy poziom wapnia w cytozolu najpierw
zmniejsza si¢, a nastepnie wzrasta, aby osiagna¢ maksymalna warto$é, ktora wyznacza
koniec I1II fazy (¢t = 21.05 s).

Caly okres trwa 16.65 sekundy, a stezenia wolnych jonéw wapnia w poszczegdlnych
kompartmentach wahaja sie w przedziatach: (0.089, 0.44) dla Cacy, (0.69, 0.86) dla
Cagg, (0.38, 0.55) dla Cayy; oraz (84.4, 85.4) dla CaPr.

Powyzsze przebiegi czasowe czesciowo przypominaja wyniki pomiaréw opisanych
w [136] po aktywacji histamina, mimo ze w [136] autorzy brali pod uwage oscylacje,
ktore mialy tendencje zanikowe, w wyniku czego ustalal sie¢ nowy stan réwnowagi.
W eksperymentach przeprowadzonych przez [136] pik stezenia wapnia cytozolicznego
(Cacy:) poprzedzal pik stezenia wapnia mitochondrialnego (Capsy), oraz minimum
wapnia retikularnego (Cag,), tak jak w prezentowanym powyzej modelu. Podobne
byly tez minima i maksima przebiegéw czasowych stezen jonéw wapnia. Kolejnym po-
dobienstwem pomiedzy pomiarem eksperymentalnym, a oscylacjami przedstawionymi
na Ryc. 5.17, jest prosty, liniowy, spadek stezenia jonéw wapnia w mitochondriach
w odréznieniu od oscylacyjnego spadku jonéw wapnia w cytozolu (sktadowa o niskiej
amplitudzie i wysokiej czestotliwosci widoczna na Ryc. 5.17 miedzy ¢ = 6 i ¢t =2 18 se-
kunda). Dodatkowo profil przebiegdéw czasowych i poziom stezenl jonéw wapnia w cyto-
zolu na Ryc. 5.17 podobne sa do wykresu danych eksperymentalnych przedstawionego
na Ryc. 1 w pracy [29].

Przeplywy domitochondrialne

Przeptywy przez struktury MAM moga stanowié istotny czynnik wplywajacy na

dynamike przedstawionego w tym rozdziale modelu. W celu weryfikacji powyzszej
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Rycina 5.17: Przebiegi czasowe stezen jonow wapnia w cytozolu, retikulum i mitochon-
driach dla jednego okresu oscylacji. Cacy - gruba, ciagla linia, C'ayye - cienka, ciggla
linia, Cagg - gruba, przerywana linia, CaPr - cienka, przerywana linia.

hipotezy przeprowadziliémy poréwnanie przeplywéw mitochondrialnych Ji, 1 Jyranm
(Ryc. 5.15 - lewy panel).

Pomimo, ze przeptyw J;, charakteryzuje si¢ nieznacznie wyzsza wartoscia maksy-
malna, to calkowity przeplyw jonow wapniowych przez struktury MAM jest wiekszy.
Calkowity przepltyw przez struktury MAM wynosit

t+T
/ JMAM(S) ds = 3.55
t

w trakcie jednego okresu rownego T = 16.65 s i przewyzszal przeplyw przez uniportery

usytuowane poza MAM
t+T
/ Jin(8)ds = 0.37
t

. Prawy panel pokazuje dwie skladowe wplywu wapnia do mitochondrium wewnatrz
struktur MAM, ktére odpowiadaja dwém modutom pracy uniportera: trybowi normal-
nemu - Jysape oraz trybowai RaM - Jyrans, ktére zdefiniowane zostaly w réwnaniu
(4.33). Maksymalne wartosci przeptywu Jy anr2 sa mniejsze od maksymalnych wartosci

przepltywu Jyans, a catkowity przeptyw w trybie normalnym

t+T
/ JMAMQ(S) ds = 1.08
t

okazatl sie by¢ znacznie mniejszy od catkowitego przeptywu w trybie RaM
t+T
/ JMAM8<3) ds = 2.47
t
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Stuszna wydaje sie wiec konkluzja, ze przeptyw jonéw wapniowych przez struktury
MAM w trybie szybkiego poboru jest istotny w ksztaltowaniu oscylacji stezen jonow

Ca?t,

0.6 — Yin _JMAMB
' Jmam 0.5¢ ﬁ Juwame ﬂ
0.5t
0.4r
0.4¢
0.3t
0.3t
0.2t 1
0.2f — \)
01l ‘ | 01t L/\/\/\/\_
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time (s) time (s)

Rycina 5.18: Przebiegi czasowe mitochondrialnych przeptywow wapnia dla oscyla-
cji typu ,bursting” (parametry jak w Tab. 4.2). Lewy panel J;,, = Jio + Jins
1 JMAM = JMAM2 -+ JMAM8' PI‘&W_Y panel JMAMQ and JMAMS- Wynlkl catkowania PO
jednym okresie (7" ~ 16.65s) wynosza: ftHT Jin(s)ds = 0.37, ftHT Jrran(s) ds = 3.35,
fHT Jnana(s) ds = 1.08 oraz ftHT Jvams(s)ds = 2.47.

t

5.3.2 Wplyw kjay na stezenia joné6w wapniowych, cykle

graniczne i stany stacjonarne

Na Ryc. 5.19 widoczne sa diagramy bifurkacyjne dla rozwiazan uktadu (4.22)—(4.26)
reprezentowanych przez Cacy: (lewy, gérny panel), Cagr (prawy, gérny panel) oraz
Cay (dolny panel), z kyran jako parametrem bifurkacyjnym (i innymi parametrami
jak w Tab. 4.2). Linia ciagla oznacza rozwiazania stabilne, natomiast linia przery-
wana rozwiazania niestabilne. 7 diagraméw tych wynika, ze dla kpap € [0, 1000]
istnieje doktadnie jeden punkt stacjonarny P, ktéry jest stabilny dla kpsaps > 808,
natomiast niestabilny dla kyrans € [0,808]. Dla kprap = 808 zachodzi bifurkacja typu
Hopfa i dla kp;an < 808 istnieje cykl graniczny LC,. LCy jest stabilny w przedziale
kyam € [266,808] 1 niestabilny dla kpap € [0,266]. Dla wartosci kpap = 266
nastepuje rozgaltezienia sie cykli granicznych LC; i nowego cyklu LC5. Niestabilne
rozwiazanie periodyczne, taczace LC z LC5, widoczne na Ryc. 5.19 jest hipotetycz-
nym dopelnieniem do czesci rozwigzan znalezionych metodami numerycznymi. Cykl

graniczny LCy zachowuje stabilno$¢ dla kyan € [0, 360].

130



5.3. Analiza Modelu #2

1t
Lc,
0.}
3 i
8 8 0.8~ _ L
- LC\
I T T o= — - == P
0 266 360 808 1000 0 266 360 808 1000
Kmam Kmam

0 266 360 808 1000

mam

Rycina 5.19: Diagram bifurkacyjny: Cacy: (gérny, lewy panel), Cagp (gérny, prawy)
oraz Capry (dolny panel) z kyranr € [0,1000] jako parametrem bifurkacyjnym. Pozo-
stale parametry jak w Tab. 4.2. Punkt stacjonarny P jest stabilny dla kp; 43 > 808.
Dla kpran = 808 zachodzi bifurkacja typu Hopfa i pojawia sie cykl graniczny LC; sta-
bilny dla kyraps € [266,808]. LC; traci stabilnosé dla kyapn < 266. Dla kyapn < 360
istnieje stabilny cykl graniczny LC5. Linia ciagla oznacza rozwiazania stabilne, nato-
miast linia przerywana rozwiazania niestabilne.

Z Ryc. 5.19 wnioskujemy, ze wzrost wartosci parametru ks 4y, powoduje zmniejsze-
nie amplitudy oscylacji oraz podwyzszenie minimalnej wartosci C'aps;;. Podobne wnio-
ski ,,bifurkacyjne” sa stuszne réwniez dla innych wartosci parametru K,s. Wynikaja
one z analizy Ryc. 5.21 z rozdziatu 5.3.3. Np. dla K4g = 1.5 zmianie ulegaja wartosci
parametru kps a7, dla ktérych dochodzi do bifurkacji typu Hopfa (kyan = 238) oraz

rozgalezienia cykli granicznych (kyrap = 80).

Na Ryc. 5.20 widoczny jest stabilny cykl graniczny LCy dla kyrap = 250, K3 = 3.5
oraz pozostalych parametréw jak w Tab. 4.2 (niebieska krzywa). Krzywa czerwona
przedstawia $ciezke punktu stacjonarnego P dla K3 = 3.51 kyap 2 przedziatu [0,2000].
Linia ciagla krzywej czerwonej odpowiada stabilnym stanom stacjonarnym (kpjans >
864), natomiast linia przerywana odpowiada stanom niestabilnym. Strzatka wskazuje
kierunek wzrostu warto$ci parametru kp;aps. Czerwony punkt widoczny na wykresie
przedstawia punkt stacjonarny dla wartosci kyranr = karane +karans = 504200 = 250

(tak jak w referencyjnym zestawie parametréw podanym w Tab. 4.2). Dla kprap > 864

131



5. WYNIKI I ICH ANALIZA

CaEH 0 CaCyi

Rycina 5.20: Portret fazowy 3-D oscylacji typu ,,bursting” dla K3 = 3.5 i pozostatych
parametrach jak w Tab. 4.2 i ,Sciezka” stanu stacjonarnego dla kyrapn € [0,2000].
Kierunek wzrostu wartosci parametru kj;4ps oznaczono strzatka. Linia przerywana
oznacza niestabilne stany stacjonarne, linia pelna - stabilne. Bifurkacja Hopfa zachodzi
dla kprap = 864 1 jest oznaczona jako pogrubiony punkt.

stabilny punkt stacjonarny P jest jedynym atraktorem uktadu, tak wiec wszystkie tra-
jektorie zbiegaja do niego asymptotycznie w czasie. Punkt ten charakteryzuje sie wy-
soka, rosnaca wraz z kpyrapy wartoscia Capr. Np. dla kpyranr = 1000 Cayye = 1.84,
natomiast dla ky a4y = 2000 Capry = 4.24. Zatem odpowiednio duzy przepltyw przez
struktury MAM (odpowiadajacy duzym wartoSciom parametru kys4p7) Wymusza przej-
Scie systemu do stanu, w ktérym wapn akumulowany jest w kompartmencie mitochon-
drialnym, co stanowi poczatkowy etap procesu apoptozy. Zagadnienie to zostanie opi-

sane w Rozdz. 5.4.

5.3.3 Wplyw wspoélczynnika k)45, na okres oscylacji

W niniejszym rozdziale badamy wplyw parametréow K,g i kpyrap na okres oscy-
lacji. Ze wzgledu na fakt, iz niestabilne rozwiazania periodyczne nie maja znaczenia
z biologicznego punktu widzenia, analize ograniczamy do stabilnych ,,odcinkéw” cy-
kli granicznych LC) i LCy. Wybrane wartoéci parametrow to: Kyg = 1.5,1.81 2.1

oraz 0 < kyanm < 260. Ze wzgledu na inne wartosci parametru Ky g w stosunku do
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przypadku analizowanego na Ryc 5.19 obszary kyraar, dla ktérych cykle graniczne LCY

i LC5 sa stabilne réznig sie od obszaréw widocznych na tej rycinie.

25 LC2 —K, =15

LC

)
L®)
9O LC
=
o
o

S LC1

% 50 100 150 200 250

kMA M

Rycina 5.21: Wykres stabilnych oscylacji jako funkcja parametréw knyran i Kys. Po-
zostale parametry jak w Tab. 4.2.

Wyniki analizy przedstawiono na Ryc. 5.21. Dla K;g = 2.1 okres jest niemal
staly i zmienia sie z 14.7 (dla kyan = 0) do 16.9 (dla kyap = 260). Podobnie
dla K, = 1.8 okres jest prawie staly i maleje z 14.4 (dla kpap = 0) do 13.8 (dla
karan = 260). Dla tych wartosci parametru Kyg cykl graniczny LC) jest niestabilny
dla kpran < 260, dlatego tez nie uwzgledniliémy okreséw dla tego cyklu granicznego
w podanym wczesniej przedziale ky; 4, na rycinie.

Dla K4s = 1.5 zachowanie modelu zmienia si¢ drastycznie. Okres oscylacji LCy
wzrasta silnie od 14.8 s (dla kpyrap = 0) do 22.7 s (dla kpap = 100). Przy wartosei
knaran =~ 100 okres stabilnych oscylacji maleje do 2.7. Spowodowane jest to tym, iz dla
tej wartosci kpraps cykl graniczny LC5 traci stabilnosé. Cykl graniczny LC; istnieje

dla kyrans < 238 1 zachowuje stabilnosé dla kyraps > 80.

5.3.4 Podsumowanie dotyczace Modelu #?2

Zaproponowaliémy nowy model wewnatrzkomérkowych oscylacji stezen jonéow wap-

nia, ktéry bierze pod uwage istnienie kompleksow blonowych pomiedzy mitochondriami
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oraz ER (tzw. MAM). Stanowia one miejsca kontaktu obu organelli. Model ten sta-
nowi modyfikacje wezesniejszego modelu [183]. Modyfikacje polegaly na wprowadzeniu
bezposredniego przeptywu jonéw wapnia z retikulum endoplazmatycznego do mito-
chondriéw w postaci przeptywu Jyranr. W stosunku do Modelu #1 rozpatrzyliSmy do-
ktadniejsze postaci przeptywow Jysans i Jin (4.33), (4.34). W obu przeptywach uwzgled-
nilismy zatem dwie sktadowe wplywu wapnia do mitochondrium, ktére odpowiadaja
modulom pracy uniportera: trybowi normalnemu oraz trybowi RaM. Zmodyfikowany
zostal réwniez przeptyw J,ut, ktéry w pracy [183] oraz w Modelu #1, zalezy od cy-
tozolicznego stezenia jonéw wapnia Cacy: (4.21). W Modelu #2 funkcja opisujaca
przeptyw Jo,; bazuje na [177, 188] i zamieszczonych tam referencjach. W Modelu #2
wyplyw jonéw wapnia z mitochondriéw opisany rownaniem (4.35) zalezy wylacznie od
stezenia tych jonéw w przedziale mitochondrialnym (Cayz). To zasadnicza réznica
pomiedzy Modelem #2, a Modelem #1, ktéra powoduje, ze uklad nie jest w stanie
generowaé rozwiazan chaotycznych.

Zbadalismy numerycznie wpltyw struktur MAM na okres i profil przebiegéw czaso-
wych rozwigzan periodycznych. Symulacje numeryczne wykazaly istnienie wylacznie
oscylacji typu ,,bursting”. Zbadalismy rowniez wplyw parametru ks 45, na rozwiazania
periodyczne i punkty stacjonarne. WykazaliSmy, ze dla pewnych wartosci parametru
K, g istniejg przedzialy knranr, dla ktorych wspotistnieja dwa cykle graniczne LC, 1 LC5,
rozniace sie amplituda i okresem oscylacji. Cykl graniczny LC, o mniejszym okresie
i mniejszej amplitudzie oscylacji staje sie stabilny dla odpowiednio wysokich wartosci
parametru kyrap7. Ostatecznie dla odpowiednio wysokich wartosci kyraps rozwiazania
periodyczne zanikaja, a wiekszo$¢ trajektorii przyciagana jest przez stabilny punkt sta-
cjonarny P, charakteryzujacy sie wysokim poziomem jonéw wapnia w mitochondriach
(Ryc. 5.20). Wejscie ukladu na jedna z takich trajektorii moze by¢ interpretowane jako
poczatek procesu apoptozy.

5.4 Scenariusz apoptozy

Mitochondria pelia kluczowa role w procesie apoptozy, sa tez kluczowymi orga-
nellami utrzymujacymi homeostaze wapniowa w komorce. Zgodnie z przyjetym mode-
lem szlaku wewnetrznego apoptozy, jednym z najwazniejszych i koniecznych zdarzen
W trakcie realizacji programowanej $§mierci jest uwolnienie cytochromu C z przestrzeni
perymitochondrialnej. W tym celu musi dojs¢ do fragmentacji zewnetrznej btony mi-
tochondrialnej [282]. Zgodnie z ta teoria jony (w tym jony wapnia), przedostajace
si¢ do matriks mitochondriéw, zwigkszaja ci$nienie osmotyczne w matrix, powodujac
przeplyw czasteczek wody w kierunku bardziej stezonego roztworu, powodujac wzrost
objetosci organelli, potocznie nazywany ,pecznieniem mitochondriow”. Poniewaz we-
wnetrzna blona mitochondrialna posiada szereg wpukleri (tzw. grzebieni mitochon-

drialnych), jej powierzchnia jest kilkakrotnie wieksza od powierzchni blony zewnetrznej
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(por. B). Rozszerzanie sie wewnetrznej blony w wyniku zwiekszenia objetosci matriks
moze prowadzi¢ do utraty ciaglosci zewnetrznej btony mitochondrialnej.

W niniejszej pracy wykazaliSmy, ze dla specyficznego zestawu parametréw oba mo-
dele pozwalaja na wygenerowanie takiego stanu badanego systemu, ktory charaktery-
zuje sie wysokim stezeniem jonéw wapnia w kompartmencie mitochondrialnym.

W Modelu #1 dla k., = 2950 i kpyans < 101 oraz k., = 4100 1 kyans < 1649
istnieje stabilny cykl graniczny lub chaotyczne trajektorie, charakteryzujace sie duzym
basenem przyciagania. Zachowania ukiladu zmieniaja si¢ jednak wraz ze wzrostem
wartosci karaar, ktoéra charakteryzuje wielkos$é przeptywu jonéw Ca* przez interfejs
MAM. Dla wspétczynnikow k., = 2950 i kyraps > 102 oraz ke, = 4100 i kyrapns > 1649
wiekszos¢ trajektorii zbiega do punktu stacjonarnego, ktéry charakteryzuje si¢ bardzo
wysokim stezeniem jonéw wapnia w mitochondrium (Capry > 18uM — punkt Py na
Ryc. 5.13).

W Modelu #2 (dla kyapy > 864) oraz K3 = 3.5 istnieje stabilne rozwiazanie -
punkt P, ktére charakteryzuje sie wysokim stezeniem jonéw wapniowych w przedziale
mitochondrialnym (Ryc. 5.20). Dla kpap > 864 punkt P jest jedynym atraktorem
systemu, tak wiec wszystkie trajektorie zbiegaja do tego stabilnego stanu stacjonarnego.
Punkt ten charakteryzuje sie wysoka i rosnaca wartoscia Cayyy, ktéra rosnie wraz ze
wzrostem wartosci parametru kpy;ap. Np. dla kyrans = 1000 Capgyy = 1.84, natomiast
dla kpranr = 2000 Caprye = 4.24.

W kazdym z opisanych modeli wykazaliémy, ze zwiekszanie przeptywu jonow wap-
nia przez struktury MAM poprzez manipulacje parametrem kj; 43, doprowadza do za-
niku stabilnych rozwiazan oscylacyjnych, w wyniku czego w systemie wystepuje tylko
jedno rozwiazanie stabilne - punkt stacjonarny o wysokim stezeniu jonéw wapniowych
w kompartmencie mitochondrialnym.

Jak wiadomo, podwyzszenie poziomu wapnia w mitochondriach towarzyszy poczat-
kowym etapom procesu apoptozy 1.4. Gromadzenie sie jonéw Ca?t moze wynikaé ze
zwiekszonego przepltywu jonéw wapniowych do mitochondrium z ER poprzez struktury
MAM. Dane eksperymentalne wskazuja, ze wiele czynnikow stresogennych wplywa na
ekspresje bialek zwiazanych z powstawaniem potaczen pomiedzy mitochondriami i ER.
Park i wspoélpracownicy wykazali, ze stres cieplny powoduje wzrost ilosci transkryp-
téw kalretikuliny (bufora wapniowego) [210]. Takze szereg innych bialek retikularnych,
wspottworzacych struktury MAM, takich jak erp44, hsp90, grp94, grp75 czy recep-
tor sigma-1 podlega¢ moze nadespresji, w wyniku dzialania réznych czynnikéw stre-
sogennych (m.in. stres oksydacyjny, niedoboru zwiazkéw odzywczych, stres cieplny
lub wywolany specyficznym ligandem) [8, 80, 126]. Nie tylko czynniki zwiazane ze
stresem maja wplyw na ilos¢ struktur MAM. Ilo$¢ miejsc kontaktu regulowaé¢ moga
takze biatka modulujace ksztalt mitochondriéw np. mitofuzyna-1 lub mitofuzyna-2.
Doswiadczenia ze zmutowanymi liniami komorkowymi, ktore charakteryzowaly sie bra-
kiem mitofuzyny-2 (MFN-2 ~/7), wykazaly ze komérki MFN-2 ~/~ posiadaly az 40%
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mniej potaczen pomiedzy ER i mitochondriami, co miato duzy wplyw na transport
wapnia do mitochondriéw. 7 kolei nadekspresja mitofuzyny-2 i zwickszenie potaczen
ER-Mit jest wystarczajace do wywotania apoptozy w komérkach miesni gtadkich na-
czyn krwionosnych [119]. Dodatkowo ekspozycja na intensywny stres cieplny wywotuje
wzmozona glikozylacje biatek chaperonowych (w tym kalretikuliny) [139]. Glikozyla-
cja powoduje powstawanie bardziej stabilnych komplekséw biatkowych, wliczajac w to
biatka budujace MAM [195]. Poniewaz chaperony ER sa niezbedne do prawidlowego
przeplywu jonéw wapnia z ER do mitochondrium, stabilizacja potaczen powoduje, ze
mitochondria sa w stanie przyja¢ znaczne ilosci jonéw wapnia. Krétkotrwaly stres
i przeplyw wapnia do mitochondriow moze mie¢ dzialanie anty-apoptotyczne. W przy-
padku, kiedy podwyzszony poziom jonéw wapnia w mitochondriach utrzymuje sie przez
relatywnie diugi czas, moze to skutkowac ,,pecznieniem mitochondriéw”, co z kolei moze
prowadzi¢ do wejscia komérki na szlak apoptotyczny (uwolnienie cytochromu C, AIF,
aktywacja kaspazy-9) [101, 122, 230].
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Rozdzial a

Podsumowanie

Zasadniczym celem ponizszej pracy jest analiza oscylacji stezen jonéw wapnia w ko-
morce eukariotycznej. Dokladniej, przedmiotem naszego zainteresowania jest czasowe
zachowanie si¢ stezen niezwiazanych jonéw wapnia w trzech kompartmentach komorki:
cytozolu, retikulum cytoplazmatycznym oraz mitochondriach ze szczegélnym uwzgled-
nieniem obszaréw bliskiego kontaktu pomiedzy retikulum endoplazmatycznym (ER)
a mitochondriami. Obszary te okreslane sa jako obszary MAM (od pierwszych liter

okreslenia w jezyku angielskim: Mitochondria Associated Membrane Complexes).

Podstawa calokompartmentowych modeli oscylacji stezen niezbuforowanych jonéw
wapnia jest zalozenie, ze stezenia te wyréownuja sie dostatecznie szybko w w ramach
danego kompartmentu, tak ze ich przestrzenne rozktady w danej chwili czasu mozna za-
stapi¢ przez rozkltady usrednione (po danym kompartmencie). Jest to zalozenie uprasz-
czajace, jednak bardzo czesto przyjmowane w literaturze [13, 29, 105, 183, 257]. Dla
kompartmentu cytozolicznego mozna je czesciowo uzasadni¢ przyjmujac, ze efektywny
wspoétczynnik dyfuzji jonéw wapniowych jest dostatecznie duzy. W przypadku dwu
pozostalych kompartmentéw sytuacja jest bardziej skomplikowana, gdyz tworza one
skomplikowane struktury geometryczne, nierzadko podzielone na rozseparowane pod-
struktury, pomiedzy ktérymi nie moze nastepowaé swobodna wymiana jonéw wapnia.
(Dodatkowa komplikacja, jaka pojawia sie przy rozpatrywaniu struktur typu MAM jest
fakt, Ze sa one rozltozone niejednorodnie w obszarze komérki.) Mozna jednak zalozyé, ze
dla interesujacych nas rozwiazan oscylacyjnych wyréwnywanie sie stezen w retikulum
cytoplazmatycznym i mitochondriach dokonuje si¢ na skutek ich lokalnego dostosowania
sie do jednorodnego przestrzennie stezenia jonéw wapniowych w cytozolu. Dlatego tez,
pozostajac na gruncie klasycznych modeli kompartmentalnych, zaktadamy, ze wewnatrz

danego kompartmentu stezenie jonéw wapniowych jest jednorodnie przestrzennie.

Punktem startowym do przedstawionych w Rozdziale 4 Modelu #1 oraz Mo-
delu #2 jest tréjkompartmentowy model dynamiki jonéw wapnia z pracy [183]. Mo-
dele te, zadane poprzez uklady réwnan rézniczkowych zwyczajnych, abstrahuja od
przestrzennego rozkladu struktur typu MAM i uwzgledniaja je poprzez wprowadzenie

bezposrednich przepltywéw pomiedzy mitochondrium a retikulum cytoplazmatycznym.
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Wprowadzenie powyzszych przeplywéw nie wynika jedynie z niemoznosci uwzglednie-
nia geometrii rozmieszczenia obszarow typu MAM, ale ma réwniez swoje podtoze bio-
logiczne. Kazdy z nich stanowi bowiem sam w sobie strukture niemalze zamknieta,

z ktérej wyplyw jonéw wapniowych jest istotnie utrudniony.

W Rozdziale 1 opisane zostaly komorkowe mechanizmy kontrolujace stezenia jonow
wapniowych w poszczegdlnych kompartmentach, ze szczegélnym uwzglednieniem kana-
6w, pomp i wymiennikéw wapniowych w retikulum endoplazmatycznym i w mitochon-
driach. Opisana zostala rowniez struktura komplekséw mitochondrialno-retikularnych
MAM. Obszary te odkryto juz w latach 70-tych, jednak dopiero od niedawna sa one
przedmiotem intensywnych badan eksperymentalnych. Badania za pomoca mikroskopii
elektronowej, FRET i metod genetycznych pozwolily na doktadne okreslenie struktury
fizycznej oraz zidentyfikowanie komponent tworzacych MAM. Odlegtos¢ miedzy bilo-
nami odgraniczajacymi w kompleksie waha sie od 10 - 30 nm. Tworza one zatem
fizyczne polaczenia przypominajace synapsy umozliwiajace szybsze przekazywanie jo-
noéw wapnia z ER do mitochondriéw i odwrotnie. Interfejs mitochondrialno-retikularny
stabilizowany jest przez szereg protein, ktére w wiekszosci powiazane sa z gtownymi
elementami przewodzacymi sygnatl wapniowy w tych kompartmentach, tj. receptorem
IP3R, pompa wapniowa SERCA oraz kanatem VDAC. Szacuje si¢, ze w 80% przeplywu
jonéw wapniowych pomiedzy mitochondrium a retikulum, odbywajacy sie posrednio

przez cytozol, zachodzi poprzez obszary typu MAM [53, 182].

W Rozdziale 2 startujac z matematycznego opisu czaso-przestrzennej dynamiki
jonéw wapnia w komérce wyrazonego w jezyku réwnan typu reakcji-dyfuzji na stezenia
wolnych i zbuforowanych jonéw wapnia, pokazujemy, jak przy zalozeniu odpowiednio
duzych wartosci wspélezynnikéw dyfuzji, mozemy otrzymaé (asymptotycznie) uktady
rownan rozniczkowych zwyczajnych opisujacych modele kompartmentowe. Pokazu-
jemy tez, jak przy zalozeniu dostatecznie szybkich reakcji przytaczania i odlaczania
jonéw wapnia do miejsc buforujacych w danym kompartmencie, rownania rézniczkowe
na stezenia protein buforujacych mozemy aproksymowaé¢ réwnaniami algebraicznymi,
upraszczajac tym samym istotnie matematyczna i numeryczna analize ukladu. Tego
rodzaju przyblizenia zostaly zastosowane w zaproponowanych przez nas w Rozdziale
4 dwoéch modelach kompartmentalnych majacych na celu zbadanie wptywu obszarow
typu MAM na oscylacje stezenia wapnia w komorce eukariotycznej. W rozdziale tym
przedstawiamy réwniez inny, bardzo istotny z fizjologicznego punktu widzenia, rodzaj
czaso-przestrzennej dynamiki wapnia w komérkach - fale wapniowe. Sztandarowym
przyktadem tego rodzaju dynamiki sa fale biegnace wapnia w komdérkach migsniowych.
W Podrozdziale 3.2 przedstawiamy rezultaty pracy [147, 143, 148], dotyczacej fal bie-
gnacych wapnia w dlugich komoérkach. Praca ta bierze rowniez pod uwage zjawisko
generowania naprezen mechanicznych w komérce poprzez lokalne odchylenia stezenia

wapnia od stanu rownowagowego, jak réwniez zjawisko odwrotne, tzn. pozyskiwanie
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wolnych jonow wapnia z magazynéw retikularno-mitochondrialnych wskutek naprezen

mechanicznych.

W Rozdziale 4 opisane zostaly dwa modele ewolucji usrednionego stezenia jonow
wapnia w tréjkompartmentowym opisie komorki eukariotycznej. Jak juz wspominali-
smy, celem obydwu modeli jest uwzglednienie polaczen miedzy siateczka srédplazma-
tyczna a mitochondriami, ktérych istnienie pozwala na prawie bezposredni przeptyw jo-
noéw wapnia pomiedzy tymi organellami. Punktem wyjscia do budowy tych modeli jest
model przedstawiony w pracy [183]. W Modelu #1 modyfikacje w stosunku do modelu
z pracy [183] polegaja na wprowadzeniu bezposrednich przeptywéw mitochondrialno-
retikularnych i zmianie niektérych parametréow uktadu. Wprowadzenie powyzszych
przepltywow regularyzuje dynamike ukiadu: dla dostatecznie duzych wartosci wspot-
czynnika kyrans, okreslajacego natezenie przeplywow jondéw wapnia poprzez interfejsy
MAM, quasi-periodyczne rozwiazania chaotyczne, bedace charakterystyczna cecha mo-
delu Marhla, przestaja istnie¢ i ustepuja miejsca oscylacjom typu ,bursting”, badz tez
oscylacjom regularnym. Bezposrednie przeptywy retikularno-mitochondrialne zmie-
niaja réowniez efektywny okres oscylacji wapniowych. Okazuje sig, ze okres ten rosnie
ze wzrostem wartosci wspotczynnika kpsap,. Wprowadzenie przeplywéw retikularno-
mitochondrialnych zmienia réwniez jakosciowo koegzystencje réznych typow rozwiazan
uktadu. W przeciwienstwie do ukladu z pracy Marhla, oprocz stabilnych rozwiazan
oscylacyjnych, uktad posiada tez trzy rozwiazania stacjonarne, z ktorych jedno jest
stabilne. Wzrost wartosci parametru kj; 4y powoduje zwigkszenie si¢ wielkosci basenu
przyciagania wspomnianego rozwiazania stacjonarnego, przy jednoczesnym zmniejsza-
niu sie basenu przyciagania stabilnego rozwiazania periodycznego. W rezultacie, dla
bardzo duzych wartosci ky; a3 prawie wszystkie trajektorie ukladu sa przyciagane przez
stabilne rozwiazanie stacjonarne. Rozwiazanie to charakteryzuje sie¢ bardzo duza war-
toscia stezenia wolnych jonéw wapnia w mitochondrium. Z drugiej strony wiadomo, ze
w poczatkowym stadium apoptozy komorek stezenia wapnia w mitochondrium istotnie
wzrasta [35, 100, 231]. Tak wiec, na gruncie przyjetego modelu, zjawiska prowadzace do
zwigkszenia efektywnego przeplywu przez interfejs retikularno-mitochondrialny moga

prowadzi¢ do apoptozy komorki.

W Modelu #2 zmodyfikowaliémy dodatkowo wyrazenie opisujace wyplyw jonow
wapniowych z mitochondrium do postaci niezaleznej od stezenia jonéw wapniowych
w cytozolu. RozpatrzyliSmy tez dwa mozliwe mody pracy biatka transportujacego
wapn do wnetrza mitochondrium - uniportera mitochondrialnego MICU: szybki mod
RaM-owy (rapid uptake mode) realizujacy sie dla dostatecznie niskich wartosci steze-
nia wapnia cytozolicznego oraz mod normalny. Obie te zmiany wptynely istotnie na
strukture rozwiazan rozpatrywanego uktadu. Dla wszystkich wartosci kyans w ukta-
dzie mamy przynajmniej jedno rozwiagzanie stabilne. Dla k45, nie przekraczajacego

pewnej wartosci progowej knranrp jest to stabilne rozwiazanie periodyczne (stabilny
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6. PODSUMOWANIE

cykl graniczny). Warto zauwazy¢, ze w istocie rzeczy w Modelu #2 mamy do czynie-
nia z dwoma stabilnymi cyklami granicznymi istniejacymi dla réznych wartosci kysans,
ktérych okres wzrasta skokowo w punkcie bifurkacji wraz ze wzrostem kprap,. Dla
kavranve > kamanmp wszystkie trajektorie uktadu sa natomiast przyciagane przez sta-
bilny punkt stacjonarny charakteryzujacy sie relatywnie duza wartoscia stezenia wap-
nia w mitochondrium. Jak w Modelu #1 mozemy zatem modwi¢, ze proces inicjacji
apoptozy komérki moze by¢ powiazany ze zwiekszaniem sie intensywnosci przeptywéw
poprzez interfejsy MAM.

W Rozdziale 5 podajemy eksperymentalne argumenty przemawiajace za przedsta-
wiona powyzej idea zwiazku poczatkowego stadium apoptozy z drastycznym zwieksze-
niem przeplywu wapnia przez obszary typu MAM na skutek roznego rodzaju czynnikéw

stresogennych.
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Dodatek

Bialka zaangazowane w transport

wapnia

Tablica A.1: Rozszerzona lista bialek skladajacych sie na sygnalosom wapniowy w ko-

mérkach eukaryotycznych [22].

Biatko

Opis

Recptory i przekazniki
Receptory powiazane z biatkami G (GPCRs)
Receptory powiazane z kinaza tyrozynowa

R. plytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGFR)

PDGFRa
PDGFRS
R. nablonkowego czynnika wzrostu (EGFR)
ERBB1-ERBB4
R. naczyniowego czynnika wzrostu (VEGFR)
VEGFRI1-VEGFR3
Biatka G
Gaq, GO&11, GCM14, Gals, GOéus, Gﬁ'y
Czynnik wymiany nukleotydu guaninowego
RasGRF1
Regulatory biatek G (RGS)
RGS1, RGS2, RGS4, RGS16
Fosfolipazy C (PLC)
PLCfS1-4, PLCy1-2, PLC1-4, PLCe, PLCC
Cyklaza ADP-rybozy
CD38
Kanaty
Kanaty blony komoérkowej
Kanaly bramkowane napieciem (VGCCs)
Cay1.1 — 1.4 (L-type)
Cay2.1 (P/Q-type)
Cay2.2 (N-type)
Cay 2.3 (R-type)
Cay3.1 — 3.3 (T-type)
Kanaly zalezne od Ca®"
Aktywowane Ca’t kanaty KT
Kanaly o niskiej przepuszczalnosci (SK)
Kanaly o $redniej przepuszczalnosci (IK)
Kanaly o wysokiej przepuszczalnosci (BK)
Aktywowane Ca’t Kanaty Cl™

Receptory aktywujace PLCS
Receptory aktywujace PLC~y

Dostarczaja miejsc dokujacych do fosforylacji m.in.
PLC~
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A. BIALKA ZAANGAZOWANE W TRANSPORT WAPNIA

Tablica A.1 — Lista biatek bioracych udziat w tranporcie wapnia - kontynuacja. . .

Biatko

Opis

HCLCA1

Kanaly powiazane z receptorami (ROCs)
Receptory nikotynowe
Receptory serotoninowe (5-HT'3)
Receptory AMPA
Receptory NMDA
Purynoreceptory (P2X)

Kanaly aktywowane przekaznikami II-rzedu
(SMOCs)
Tarc
Kanaly bramkowane nukleotydami cyklicznymi
(CNGs)
CNGA1-CNGA4, CNGB1, CNGB3

Kanaly TRP
TRPC1-TRPC7
TRPV1-TRPV6
TRPMI1-TRPMS

Polycystins
PC1 - PC2

Kanaly uwalniajace wapn z ER

Receptory InsP; (InsP3Rs)
InsP3R1 — 3

Receptory Ryanodynowe (RYRs)
RYR1 -3

Regulatory kanatéw
Triadyna
Junktyna
Sorcyna
FKBP12
FKBP12.6
Fosfolamban

Kanaly uwalniajace wapn z mitochondrium
MICU1
Por permeabilizacyjny (PMT)
Bufory Ca?*
Bufory cytozoliczne
Kalbindyna D-28k
Kalretynina
Parwalbumina
Bufory ER
Kalneksyna
Kalretikulina
Kalsekwestryna
GRP78
GRPY4
Sensory Ca?*

Bialtka z domena EF-hand
Kalmodulina (CaM)
Kalcyneuryna B (CaNB)
Troponina C (TnC)

Miro
Klnaza DAGa
STIM
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Tablica A.1 — Lista biatek bioracych udziat w tranporcie wapnia - kontynuacja. . .

Biatko Opis

ALG-2
Biatka S100
S100A1-14
S100B, S100C, S100P
Neuronowe biatka sensoryczne (NCS)
NCS-1
Hippokalcyna
Neurokalcynad (TnC)
Rekoweryna
Bialka wizyno-podobne VILIPs)
VILIP-1-3
Biatka aktywujace cyklaza guanylylowa
(GCAPs)
GCAP1-3
Biatka zwiazane z kanalami Kv (KChIPs)
KChIP1-4
Bialka wiazace Ca’" CaBPs)
Kaldendryna
L-CaBP1
S-CaBP1
CaBP2-5
Kalneuron-1
Kalneuron-2
Bialka z domenag C2
Synaptotagminy
Synaptotagmina I-111
Otoferyna
Anneksyny
Anneksyna A1-13
Enzymy i procesy zalezne od Ca*"
Enzymy regulowane Ca®"
Kinazy bialkowe zalezne od Ca’" (CaMKs)
CaMKI-IV
MLCK
Phosphorylase kinase
Kinaza IP3
Pyk2
Kinazy lipidowe
hVps34
PKC-o,p1, pII, v
Fosfodiesterazy
Fosfodiesterazy cyklicznego GMP (PDE)
PDE1A - C
Cyklazy adenylylowe (ACs)
AC-1
AC-II1
AC-VIII
AC-V
AC-VI
Oksydazy (DUOX1-2)
Syntaza NO (NOS)
Nabtonkowa NOS (eNOS)
Neuronowa NOS (nNOS)

Kontynuacja na nastepnej stronie. . .

171



A. BIALKA ZAANGAZOWANE W TRANSPORT WAPNIA

Tablica A.1 — Lista biatek bioracych udziat w tranporcie wapnia - kontynuacja. . .

Biatko

Opis

Aktywowane Ca’" proteazy
Kalpanina I — II
Czynniki transkrypcyjne
NFAT
NFATc1-4
CREB
DREAM
CBP
Pompy wapniowe
Pompy Ca®" blony komérkowej (PMCAs)
PMCA1-4
Pompy Ca’" SER/ER (SERCAs)
SERCA1-3
Pompy Ca®" ukladu wydzielniczego (SPCA)
SPCA1-2
Wymienniki
Wymieniki Nat/Ca?t (NCX)
NCX1-3
Wymieniki Nat/Ca®*t /KT (NCKX)
NCKX1-+4
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Dodatek a

Procentowy udzial blon

biologicznych w komorce

Tablica B.1: Objetoéé hepatocytu = 5000um3, kom. trzustki = 1000um?. Calkowita
powierzchnia bton lipidowych w hepatocycie = 110 000 pm?, natomiast w kom. trzustki
= 13 000 pm? [3].

Rodzaj blony lipidowej Procent catkowitej powierzchni blon

Hepatocyt Komorki trzustki
Plazmalemma 2 )
RER 35 60
SER 16 <1
Aparat Golgiego 7 10
Mitochondria
OMM 7 4
IMM 32 17
Jadro
Blona wewnetrzna jadra 0.2 0.7
Pecherzyki wydzielnicze NA 3
Lizosomy 0.4 NA
Peroksysomy 0.4 NA
Endosomy 0.4 NA
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